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Résumé

La fibrillation auriculaire (FA) est 1’arythmie cardiaque soutenue la plus fréquente
mondialement. En effet, elle touche 1 a 2 % de la population générale et augmente jusqu’a 10%
chez les personnes dgées de plus de 80 ans. En plus d’étre une importante source de
complications cardiovasculaires, de morbidité et de mortalité, elle représente plus de 33 % des
hospitalisations liées a des troubles cardiovasculaires. Plusieurs facteurs de risque peuvent
entrainer la FA, tels que le sexe masculin et 1’age, mais également des conditions cliniques

comme |’insuffisance cardiaque, I’hypertension, le diabete et 1’exercice physique d’endurance.

De ce fait, cette thése porte sur I’association entre le systéme rénine angiotensine, le sexe
masculin et la prévalence a la fibrillation auriculaire. Des expériences au niveau cellulaire et
moléculaire ont été effectuées dans le but d’étudier le remodelage électrophysiologique et

structurel impliqué dans le développement de la fibrillation auriculaire.

Les résultats démontrent qu’une surexpression spécifique au niveau cardiaque des
récepteur de type 1 de I’angiotensine II cause une diminution de I’expression des courants Na*
et des connexines 40 perturbant ainsi la conduction auriculaire. Parallélement, les souris males
sont deux fois plus susceptibles aux événements de fibrillation auriculaire que les femelles et
cette prévalence est associée a une plus faible expression de connexines 40. Par contre, suite a
la castration, le nombre d’événements de fibrillation ainsi que I’expression génique de
connexines 40 atteignent des niveaux similaires a ceux retrouvés chez les souris femelles,

confirmant la contribution des androgenes dans la genese de la FA.

En somme, cette baisse de vitesse de conduction, causée par une diminution de
connexines 40, entraine une augmentation du risque de fibrillation auriculaire via I’apparition
de foyers d’activités ectopiques et de phénomenes de réentrées. De plus, nous avons démontré
que les androgenes jouent un role majeur dans la diminution de 1’expression des connexines 40
et qu’elle est associée a la plus haute prévalence de fibrillation auriculaire observée chez les
hommes. Nos résultats tendent a prouver que I’on pourrait développer des thérapies spécifiques

au sexe ou a certains mécanismes impliqués dans le déclenchement de la fibrillation auriculaire.

Mots-clés : fibrillation auriculaire, électrophysiologie, angiotensine II, androgéne, connexine



Abstract

Atrial fibrillation is the most common sustained cardiac arrhythmia. Indeed, atrial
fibrillation affects 1 to 2 % of the general population and up to 10 % of the population older
than 80 years old. Besides being an important source of cardiovascular complications, morbidity
and mortality, atrial fibrillation represents more than one third of all hospitalisations related to
cardiovascular diseases. Many risk factors can lead to atrial fibrillation occurence, such as male
sex and age, but also clinical disorders such as heart failure, hypertension, diabetes, and

endurance training

Therefore, the goal of this thesis is to study the association between the renin-angiotensin
system, male sex and the prevalence of atrial fibrillation. Experiences at the cellular
(electrophysiology) and molecular level will be done to evaluate the role of electrophysiological

and structural remodeling in the development of atrial fibrillation.

Briefly, the results show that a cardiac specific overexpression of angiotensin II type 1
receptors causes a decrease in the expression of Na* currents and connexin 40 leading to the
disruption of atrial conduction. Of note, male mice were two times as susceptible to atrial
fibrillation events than female and this prevalence is associated with a lower expression of
connexin 40. However, following orchiectomy, the number of atrial fibrillation events and the

expression level of connexin 40 gene reached similar values as those found in the female mice.

In summary, this reduction in conduction velocity caused by a reduction of connexin 40
and Na* currents can lead to an increased risk of atrial fibrillation due to the occurence of focal
ectopic activity and re-entry phenomenon. Furthermore, we showed that androgen seems to be
responsible for the decreased connexin 40 expression associated with the higher prevalence of
atrial fibrillation observed in men. Thus, these results might allow the development of specific

therapies based on sex or specific to certain forms of atrial fibrillation.

Keywords : atrial fibrillation, electrophysiology, angiotensin II, androgens, connexins
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Chapitre 1. Introduction

1.1 — Epidémiologie de la fibrillation auriculaire

Une arythmie cardiaque est une perturbation du rythme et/ou de la fréquence cardiaque
normale; les battements peuvent étre trop rapides (tachycardie), trop lents (bradycardie), ou
irréguliers. Ainsi, la fibrillation auriculaire (FA) est définie comme une propagation électrique
rapide, irréguliére et désorganisée au niveau des oreillettes, résultant en une perte de
synchronisme entre les oreillettes et les ventricules. Au niveau de I’¢lectrocardiogramme (ECG)
des patients atteints de FA, on observe une désorganisation des ondes P (correspondant a
I’activité électrique auriculaire) par complexe QRS (représentant la dépolarisation
ventriculaire). La Figure 1 présente les différences de propagation électrique et

d’¢électrocardiogramme entre le rythme sinusal normal et la fibrillation auriculaire.

Rythme sinusal normal Fibrillation auriculaire

’/ Foyel ectopique

&F )
N . .

Impulsion ventriculaire

QRS QRS
| pl | g i3 | pl | | | |
N ' ' 't N Y i A
ECG normal ECGFA

Figure 1. Représentation de I’influx électrique cardiaque en rythme sinusal normal et lors
de fibrillation auriculaire. En rythme sinusal normal, ’influx électrique débute dans
I’oreillette droite au niveau du NSA et se dirige vers le NAV et I’oreillette gauche. Puis
du NAYV, activité ¢lectrique continue vers le faisceau de HIS avant de se propager dans
les ventricules via les fibres de Purkinje. A Pinverse durant la FA, I’influx ¢lectrique
peut étre déclenché a n’importe quel endroit dans les oreillettes dii a I’apparition de
foyers ectopiques. NSA : nceud sinusal. NAV : nceud auriculo-ventriculaire. FA :

fibrillation auriculaire (Figure adaptée de Mayo Foundation for medical education)



La FA est I’arythmie cardiaque soutenue (>30 secondes) la plus fréquemment rencontrée
en clinique. Sa prévalence est de 1 a 2% dans la population générale et double pour chaque
décennie d’age pouvant atteindre jusqu’a 10% chez les personnes agées de 80 ans et plus. [1, 2]
Globalement, la FA affecte plus de 33,5 millions de personnes,[3] soit plus de 350 000
Canadiens et est responsable directement du tiers des hospitalisations liées aux arythmies.[4] La
FA représente donc un fardeau médical et économique important pour laquelle de nouvelles

avenues thérapeutiques sont nécessaires.

Tout d’abord, en clinique, un épisode de FA (sur un enregistrement d’ECG) doit durer
plus de 30 secondes pour étre diagnostiquée comme une FA[S, 6] et elle peut se présenter sous
trois formes : paroxystique, persistante et permanente. La FA paroxystique est temporaire et est
parfois récurrente. Elle disparait au bout de quelques heures ou jours sans intervention. La forme
persistante correspond a une FA d’une durée de plus de sept jours et nécessite une intervention
médicale pour permettre au cceur de retrouver un rythme sinusal normal. La forme permanente
est une FA avec un rythme cardiaque irrégulier ou toutes tentatives de médications et/ou
d’interventions afin de rétablir un rythme sinusal ont échoué ou ont été jugées non

nécessaires.[7]

Bien que la FA ne soit pas létale en soi, elle est associée a une morbidité et mortalité
¢levées.[8, 9] L’insuffisance cardiaque, une condition dans laquelle le coeur est incapable de
subvenir aux besoins systémiques, peut survenir de plusieurs fagons en présence de FA; d’abord,
I’irrégularité du rythme cardiaque méne a des anomalies de remplissage diastolique. Egalement,
la fréquence cardiaque élevée peut causer de 1I’ischémie myocardique et méme réduire la force
de contraction cardiaque avec une baisse de la fraction d’¢jection. La FA triple le risque
d’insuffisance cardiaque[10] et vice versa, I’insuffisance cardiaque augmente le risque de FA,
soit par une élévation de la pression de remplissage cardiaque ou un déréglement du Ca?*
intracellulaire.[11] De plus, I’absence de contraction auriculaire organisée limite la vidange
compléte, ce qui cause de la stase pouvant mener a la formation de caillots. Ceux-ci peuvent se
déplacer en périphérie provoquant une interruption du flux artériel sanguin, ce qui peut
engendrer une embolie périphérique ou un accident vasculaire cérébral (AVC) lorsque cette

embolie survient au cerveau. Par ailleurs, ’AVC est la cause de déces la plus fréquente aux
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Etats-Unis et au Canada. Les individus atteints de FA ont trois a cinq fois plus de risques d’avoir
un AVC ischémique et il est estimé que 15% des AVC sont causés par la FA; ainsi apres 1’age
de 80 ans, la FA est responsable du tiers des AVC.[12] Aussitot que la FA est diagnostiquée,
les médecins débutent les traitements anticoagulants pour diminuer les risques de

thromboembolies et prévenir les effets dévastateurs de I’AVC di a la FA.[6]

Tels que présentés a la Figure 2, les facteurs de risques de la FA peuvent varier du diabéte
(environnement) jusqu’aux maladies congénitales cardiaques (génétique). Cependant, les
facteurs de risque les plus communs sont I’hypertension, les anomalies structurelles cardiaques,
les conditions cliniques associées a 1’activation du systéme rénine-angiotensine, 1’age et le sexe

masculin. Certains de ces facteurs de risque seront discutés en détails dans les sections ci-

dessous.
/ Facteurs de risque de la fibrillation auriculaire \
Facteurs de risque connnus Facteurs de risque sous-estimés

Age Obésité
Sexe masculin Mode de vie sédentaire
Hypertension Exercice d’endurance
Diabete Et la liste continue...
Infarctus du myocarde

\ Insuffisance cardiaque /

Figure 2. Les facteurs de risque les plus connus de la fibrillation auriculaire. Certains

de ces facteurs de risque seront abordés dans le cadre de cette thése (Figure adaptée de

[13]).

1.2 — L’électrophysiologie cardiaque humaine et murine

L’activité électrique du cceur est finement régulée par une balance de courants ioniques.
Elle correspond a I’entrée et la sortie d’ions (Na*, K" et Ca®*) responsables du potentiel d’action.
Dans le cadre des travaux de cette thése de doctorat, deux lignées de souris ont été utilisées,

C57BL/6 et CD-1. Bien que les canaux et courants ioniques impliqués dans le potentiel d’action
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différent entre I’humain et la souris, une description détaillée de ces différences sera présentée
dans les sections suivantes pour démontrer que les données électrophysiologiques obtenues chez

la souris peuvent étre transposées a I’humain.

Plusieurs différences physiologiques cardiaques existent entre les deux espéces. Tout
d’abord, la fréquence cardiaque humaine normale se situe entre 60 et 80 battements par
minute,[ 14-16] tandis que chez la souris elle varie entre 500 et 700 battements par minute.[17-
19] Par ailleurs, les différences au niveau de ’ECG de surface sont également importantes. Chez
I’humain, I’intervalle PR, la période réfractaire auriculaire et la vitesse de conduction auriculaire
sont respectivement de 120 a 200 ms,[20, 21] 172 a 215 ms[22, 23] et 88 ms;[24] chez la souris,
ces valeurs sont de 30 a 60 ms,[25-27] 23 a 71 ms[26, 28, 29] et 30 ms respectivement.[30] La
Figure 3 démontre certaines des différences mentionnées ci-haut. Il est important de mentionner
que le ratio de la masse du cceur en fonction de la masse corporelle est identique dans les deux

especes.[31-33]

humain

souris 500ms

Figure 3. Représentations des ECG typiques chez I’humain et la souris (Figure modifiée de [31]).

1.2.1 — Potentiel d’action auriculaire

La Figure 4 décrit les potentiels d’action auriculaires chez I’humain (gauche) et la souris
(droite). Un potentiel d’action auriculaire posseéde cinq phases. La phase 0 (dépolarisation) initie
I’activation électrique des cardiomyocytes via ’entrée de Na*.[34] Cette entrée massive d’ions
positifs dépolarise la membrane de son potentiel membranaire de repos (-80 mV) jusqu’a son

amplitude maximale (+30 mV). Ce flux électrique correspond au courant Na* (Ina) et est donc
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responsable de 1’excitabilité et de la conduction de I’influx électrique cardiaque. Par la suite,
une phase de repolarisation partielle due a la sortie de K* via le courant K* transitoire sortant
indépendant du Ca** (I,o) correspond a la phase 1. Bien que les canaux K* soient responsables
de la repolarisation observée durant la phase 3, les canaux K, dont Ikur (le courant K* a
rectification ultra-rapide) sont activés avant le début de la phase plateau (phase 2). La phase
plateau correspond a un équilibre entre les courants sortants K* et entrants : courant calcique de
type-L (Icar) et Na* persistant. L’entrée de Ca?* via Ica. permet d’augmenter la concentration
calcique cytosolique via le mécanisme de relache calcique induite par le Ca®'.[35] La
contraction cardiaque est controlée par le Ca?* et débute durant la phase plateau. Suite a la
repolarisation, phase 3, a laquelle Ix1 contribue également, le maintien du potentiel de repos est
assuré par Ixi (courant K* a rectification entrante) et Ixkacn (courant K* a rectification entrante
activé par I’acétylcholine présente spécifiquement dans les oreillettes). Egalement durant cette
phase, I’échangeur Na*/Ca* (sortie d’un ion Ca®* contre I’entrée de trois ions Na*) et la pompe
Na*/K*-ATPase (sortie de trois ions Na* contre deux ions K*) permettent a la cellule de retrouver
sa concentration ionique physiologique correspondant au potentiel de repos. La repolarisation
cardiaque correspond ainsi a un retour au niveau du potentiel de repos cellulaire préparant la
cellule au prochain potentiel d’action. Bien que la majorité des canaux impliqués dans le
potentiel d’action auriculaire de la souris soient semblables a I’humain (Ina, Icar, Lo, Ixur €t Ik1),
certains canaux importants dans la repolarisation auriculaire humaine ne sont pas présents chez

la souris, soit Ik: et Ixs. Ces canaux sont résumés dans le Tableau 1.
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Figure 4. Les différents courants ioniques impliqués dans le potentiel d’action

auriculaire humain (A) et murin (B) (Figure modifiée de [36, 37]).

Tableau 1. Liste des canaux et des courants impliqués dans le potentiel d’action
auriculaire chez la souris et I’humain.

*Ces canaux sont exprimés, mais ne possédent pas de role fonctionnel.

COURANTS

Ina

It
IcaL
Ikur

Iks

Ikr

Ix1

Ikach

CANAUX
Souris Humain
Navy1.5[36] Nav1.5[38]
Kv4.2, Kv4.3[39] Kv4.3[40]
Cay1.2[36] Cav1.2[38]
Kv1.5[41] Kv1.5[42, 43]
Kv7.1* Kv7.1[44]
KvIl.1* Kv11.1[44]
Kir2.1[36] Kir2.1[38]
Kir3.1, Kir3.4[36] Kir3.1, Kir3.4[45]
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1.2.2 — Période réfractaire cardiaque

Quand on parle de potentiel d’action et de propagation électrique, il est important de
comprendre le principe de période réfractaire, lequel contrdle 1’excitabilité cellulaire. Le
cardiomyocyte posséde trois périodes réfractaires, soit absolue (PRA), effective (PRE) et
relative (PRR). La PRA, aussi appelée inexcitabilité totale, correspond a la phase 0, 1, 2 et au
début de la phase 3 du potentiel d’action. Durant la PRA, les canaux Na* sont inactivés et aucun
nouveau potentiel d’action ne peut étre déclenché. Toutefois, certains médicaments, mutations
génétiques ou changements électrophysiologiques modifiant la durée du potentiel d’action
peuvent également affecter la PRA. La PRE correspond a la fin de la phase 3 et représente la
période durant laquelle le cardiomyocyte redevient électriquement excitable. Ainsi, durant la
PRE, un stimulus peut seulement causer une dépolarisation cellulaire locale qui ne peut pas se
propager dans les myocytes adjacents. La PRR correspond a la fin de la phase 3 du potentiel
d’action. Les myocytes deviennent excitables lorsque les stimuli sont supérieurs au seuil de
déclenchement du potentiel d’action. Les dépolarisations déclenchées durant cette phase
peuvent étre propagées. Finalement, la période hyperexcitable du potentiel d’action correspond
au potentiel de repos membranaire (-80 mV). Cette période supranormale (PSN) correspond a
la phase durant laquelle certains canaux ioniques, dont le canal Na®, peuvent se réactiver lors
d’une stimulation électrique inférieure au seuil de déclenchement du potentiel d’action. Cette
dépolarisation déclenche un nouveau potentiel d’action qui sera propagé aux myocytes voisins.
En condition normale, un potentiel d’action ne peut étre déclenché durant ces périodes
réfractaires; toutefois, il est possible qu’on observe une dérégulation des courants ioniques,
causant une diminution de la durée des périodes réfractaires, entrainant I’apparition d’une
extrasystole (réactivation inhabituelle des canaux entrants pendant certaines périodes
réfractaires). Ainsi, une extrasystole a la fin de la phase 2 ou au début de la phase 3 est appelée
une post-dépolarisation précoce (EAD, early afterdepolarization) tandis qu’en phase 4, elle
s’appelle une post-dépolarisation retardée (DAD, delayed afterdepolarization); ces
extrasystoles peuvent causer des problémes d’excitabilité, de synchronisme et des arythmies.
Briévement, une post-dépolarisation précoce est due a une réactivation d’lca. suite a une
prolongation de la phase plateau. En condition physiologique, NCX permet d’éliminer 25% du

Ca?" cytosolique; par contre, dans certaines conditions pathologiques ou la concentration de
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Ca?" augmente, I’activité de NCX est plus importante et entraine une plus grande entrée de Na*
réactivant ainsi Ina et cette réactivation cause une post-dépolarisation retardée. Cette notion de
période réfractaire est donc importante pour la compréhension de la fibrillation auriculaire. En
effet, lorsque des changements ioniques sont percus, la durée du potentiel d’action et la PRA
sont diminuées, rendant le myocyte auriculaire hyperexcitable comparativement aux
ventricules. La Figure 5 résume I’implication des périodes réfractaires mentionnées ci-dessus.

PRA : période réfractaire absolue

PRE : période réfractaire effective 0- -

PRR : période réfractaire relative
PRT : période de récupération totale de I'excitabilité

PSN : phase supernormale d’excitabilité mV

Zone 1 : inexcitabilité totale

Zone 2 : réponses de trop faible amplitude pour étre pro- 60 -
pZIgéL‘S ~9() y

Zone 3 : réponses propagées a partir de stimulations
supraliminaires (au-dessus du seuil)

Zone 4 : réponses propagées a partir de stimulations
infraliminaires (au-dessous du seuil)

Zone 5 : excitabilité normale, ¢’est-a-dire réponses a par-
tir du seuil d’excitabilité diastolique

Figure 5. Représentation des différentes phases impliquées durant un potentiel
d’action ainsi que les périodes réfractaires (Figure tirée du livre Les arythmies

cardiaques par Beaumont, ISBN : 9782891059503).

1.2.3 — Connexines cardiaques

Les connexines (Cx) sont des protéines logées au niveau des disques intercalaires et
exprimées a la membrane sarcoplasmique des cardiomyocytes. Lorsque les Cx de deux
cardiomyocytes sont liées longitudinalement, elles forment une jonction gap (ou jonction
communicante). Tel que présenté a la Figure 6, les Cx permettent de former un lien entre les
compartiments cytoplasmiques de cellules adjacentes et offrent une voie de faible résistance au
couplage électrique entre les cardiomyocytes. Ainsi, les Cx sont responsables de la propagation

rapide et synchronisée de 1’influx électrique entre les cardiomyocytes.

Les Cx permettent aux ions et certaines molécules de taille inférieure a 2 kDa de passer
d’un milieu cytoplasmique a celui de la cellule adjacente.[46] La propagation de I’influx

¢lectrique se fait donc lorsque les ions Na* passent a travers les Cx de la cellule dépolarisée vers
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celle qui est dans un état d’excitabilité normale. Ainsi, cette augmentation de la concentration
sodique cytosolique cause une augmentation du voltage membranaire, suffisamment pour
atteindre le seuil d’activation des canaux Na* (car, ce sont des canaux voltage-dépendants); ce
qui dépolarise davantage la cellule et déclenche un potentiel d’action qui entrainera la

propagation de I’influx électrique vers sa cellule voisine.[47]

Cellules musculaires cardiaques

Disques intercalaires

Cytosol

TTTT myocyte | b g s o TTTTTTT Membrane
| mmm mn mm [AAARA TTTTTTTTTTTTTT || sarcoplasmique
“l; Z ;llllllll### s Lot ##uuuuuuu“
mn il M1t 1M
mmmhumuu O TEORR S e muuuHLZT / / ( !
lll Cytosol ll
myocyte 2 ions

Figure 6. Représentation des jonctions gap entre deux cardiomyocytes adjacents.
Six connexines forment un connexon et deux connexons de part et d’autre de la

membrane sarcoplasmique représentent une jonction gap (Figure modifiée de [48]).

Au niveau cardiaque, il existe trois principales formes de Cx cardiaques : Cx40, Cx43 et
Cx45; elles sont identifiées selon leur poids moléculaire et sont exprimées différemment dans
chaque région cardiaque. La Figure 7 montre I’expression majoritaire des formes distinctes de
Cx dans les différentes régions du coeur. Briévement, les Cx43 sont présentes majoritairement

dans les ventricules, alors que I’expression des Cx40 est principalement au niveau des
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cardiomyocytes auriculaires et les Cx45 sont exprimées de facon prédominante dans les cellules
du systéme de conduction cardiaque, tel que le nceud sinusal (NSA) et auriculo-ventriculaire
(NAYV).[48-53] De plus, les Cx31.9 et 30.2, respectivement chez 1’humain et la souris, ont été
retrouvées dans certaines cellules du syst¢éme de conduction cardiaque, avec un role plus
important au niveau du NAV.[54-59] Les connexines se différencient également les unes des
autres par leur conductance; la conductance unitaire des Cx40, Cx43, Cx45 et Cx31.9 sont
respectivement de 200 pS, 60-100 pS, 20-40 pS et 9 pS. Ces valeurs expliquent la plus grande
vitesse de conduction auriculaire (environ 80 cm/s) comparativement a celle de 1’extension
nodale (< 10 cm/s).[60] Une vitesse de conduction rapide est une propriété attendue dans la
propagation du potentiel d’action cardiaque; tandis qu’au niveau du NAV, le ralentissement de
conduction permet aux oreillettes de terminer leur contraction afin de remplir les ventricules

efficacement.[61]

NAV
Cx45
Cx31.9/Cx30.2

Branches de His
Cx45
\
4

Fibres de Purkinje
Cx43, Cx45

Figure 7. Localisation des différentes formes de Cx exprimées dans le cceur. NSA :
nceud sinusal. OD : oreillette droite. NAV : nceud auriculo-ventriculaire. VD : ventricule

droit. OG : oreillette gauche. VG : ventricule gauche. Cx : connexines
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Les Cx45 jouent un role critique dans le développement cardiaque. En effet, un modele
de souris génétiquement modifiées privées (KO) de Cx45 ne survit pas au-dela du 10° jour
embryonnaire. Les embryons murins meurent dii 2 une incapacité contractile des myocytes ainsi
que d’un probléme de conduction cardiaque.[62, 63] Les Cx43 quant a elles ne sont pas
nécessaires au développement cardiaque; par contre, les souris Cx43-KO meurent rapidement
apres la naissance di a une obstruction du flot sanguin du ventricule droit causant un mauvais
¢change gazeux au niveau des poumons.[64] Bien que les souris Cx40-KO survivent jusqu’a la
naissance, elles présentent des malformations cardiaques et ont de graves problémes dans la
propagation de DI’influx électrique dans le systéme de conduction cardiaque.[65-68] Ceci
démontre que les Cx43 et Cx40 sont essentielles dans la propagation électrique postnatale,
tandis que les Cx45 jouent un rdle de grande importance dans le développement prénatal

principalement au niveau du systéme de conduction.

En clinique, les associations entre les connexines cardiaques et les pathologies sont
nombreuses. Par exemple, il a été rapporté qu’une baisse de 1’expression de Cx43 est liée a une
plus haute susceptibilit¢ de tachycardies ventriculaires.[69, 70] Par ailleurs, les souris
transgéniques ayant une expression de Cx43 réduite présentent une diminution de 50% de la
vitesse de propagation ventriculaire, les rendant facilement vulnérables a 1’induction
d’arythmies ventriculaires.[71, 72] Au niveau auriculaire, les souris Cx40-KO présentent une
diminution de la vitesse de conduction auriculaire avec prolongation de I’onde P sur ’ECG.[65,
73-75] Bien que I’implication des Cx40 dans la fibrillation auriculaire soit de plus en plus
reconnue, les résultats rapportés dans la littérature sont encore contradictoires. Les études
tentent de déterminer si une diminution de I’expression des Cx40 prédispose le coeur aux FA ou
bien la FA cause I’apparition du remodelage structurel des Cx (voir section 1.3.1) observé chez

les patients souffrant de FA.

1.3 — Le remodelage auriculaire

Les principaux mécanismes impliqués dans la FA sont la réentrée et les foyers
ectopiques; ils sont présentés a la Figure 8. [76-78] La réentrée auriculaire est un phénomene

par lequel le circuit électrique des oreillettes ne suit pas son cours normal, puisqu’un circuit
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alternatif est présent, permettant la réactivation des canaux ioniques du cardiomyocyte de fagon
prématurée. La réentrée est causée par la combinaison d’une réduction de la période réfractaire
et d’une diminution de la vitesse de conduction.[79-83] Pour leur part, les foyers ectopiques
sont causés par des décharges électriques aléatoires provenant des cellules a 1’origine des veines
pulmonaires, [84-88] ou la présence de tissu automatique a été observée.[89, 90] Nguyen et al.
et Morel et al. ont démontré la présence de canaux HCN4 (impliqués dans 1’automaticité du
NSA) et de cellules de Cajal (cellules pacemaker au niveau du muscle lisse) au niveau des
cellules avoisinant les veines pulmonaires.[91, 92] Les foyers ectopiques peuvent également
étre causées par une surcharge de Ca?* cytosoliques,[93] via I’apparition de post-dépolarisation
précoce et retardé, par la réactivation d’IcaL et d’Ina suite a I’activation inverse de NCX (entrée
de trois ions Na* contre la sortie d’un ion Ca?"). Plusieurs études démontrent que ’initiation et
le maintien de la FA ne sont pas dépendants d’un seul mécanisme, mais plutét d’une

combinaison entre 1’activité des foyers ectopiques et la réentrée.[94-96]

Figure 8. Les principaux mécanismes impliqués dans le développement de la FA. (A)

I’apparition de foyers ectopiques et (B) le circuit de réentrée simple. (C) Le maintien de
la FA est possible grace a de multiples circuits de réentrée. L origine des événements de
réentrées lors de FA provient des oreillettes gauches et plus précisément, de I’appendice
et du mur postérieur interauriculaire gauche; tandis que les foyers ectopiques se
retrouvent autour des veines pulmonaires.[97-100] OD : oreillette droite. OG : oreillette

gauche. VP : veine pulmonaire. (Figure adaptée de [101]).

En résumé, il est probable que la FA soit initiée par un foyer ectopique et maintenue par
la réentrée. Ces deux mécanismes entrainent le déclenchement de potentiels d’actions irréguliers
au niveau des cardiomyocytes qui peuvent entrainer quatre principales formes de remodelages:

¢lectrophysiologique, structurel, contractile et neuronal.
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1.3.1 — Le remodelage électrophysiologique

Tout d’abord, le remodelage électrophysiologique favorisant la FA est caractérisé par
une diminution de la durée du potentiel d’action, de la période réfractaire effective et de la
vitesse de conduction.[77, 101-103] Toutefois, I’origine de la FA est souvent diverse et il est
possible qu’une prolongation de la durée du potentiel d’action favorise le développement de la
FA, par exemple lorsqu’elle est causée par une post-dépolarisation précoce. Ces changements
sont dus a une altération de la balance entre 1’entrée et la sortie des ions.[79, 93] En effet, une
perturbation électrique des courants ioniques entrants et sortants ainsi que des connexines
cardiaques augmentent les risques de déclenchement de FA, en facilitant la réentrée auriculaire
causée par le raccourcissement de la période réfractaire et les anomalies au niveau des propriétés
de conduction, telles qu’un retard de conduction ou une hétérogénéité de la propagation
¢lectrique.[95, 104-106] Par ailleurs, une fois la FA installée, il a ét¢ démontré tant
expérimentalement que cliniquement, que la FA peut causer davantage de remodelages
¢lectrophysiologiques et/ou structurels au niveau auriculaire qui vont favoriser le maintien de la
FA. [28, 95] Il en résultera une plus grande diminution de la durée du potentiel d’action et/ou
de la période réfractaire; ce remodelage facilite la réapparition de la FA, menant a I’adage : « AF

begets AF » (la FA engendre la FA).

Chez les patients atteints de FA, une altération des courants K* dépendants du voltage a
¢té observée et les médicaments bloquant les courants K™, tels que MK-0448 (bloqueur d’Tkur)
et dofétilide (bloqueur d’Ik;), préviennent sa récidive via 1’augmentation de la durée de la
période réfractaire auriculaire.[79, 107-109] Le courant Ikur, spécifiquement exprimé au niveau
auriculaire, influence fortement la repolarisation des oreillettes.[110, 111] Donc, une
augmentation de ce courant repolarisant diminue la durée du potentiel d’action et causerait une
plus grande susceptibilité a la FA. En clinique, le remodelage €lectrique ne semble pas uniforme,
certaines études suggérent un gain de fonction d’Ixur [112, 113] alors que d’autres au contraire
ont démontrées une perte de sa fonction.[114, 115] Cette apparente contradiction s’explique par
les deux principaux mécanismes de la FA mentionnés auparavant, soit la réentrée et les foyers
ectopiques. En effet, la réentrée peut survenir lors d’une diminution de la durée du potentiel
d’action, tandis que les foyers ectopiques peuvent apparaitre lorsque le potentiel d’action est

prolongé. Ainsi, un gain de fonction d’Ikur favorise la réentrée électrique,[116] tandis qu’une
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perte de sa fonction favorise I’apparition de foyers ectopiques suite a un déclenchement de

EAD.[9, 117, 118]

Une situation similaire a été démontrée en clinique pour Ik. (gain et/ou perte de fonction)
des patients atteints de FA.[119, 120] Par contre, les études pointent vers un gain de fonction
d’Ixs dans les cas de FA; effectivement, une augmentation de ce courant entraine une réduction
de la durée du potentiel ainsi que de la période réfractaire auriculaire, favorisant la réentrée.[121-
123] Quant a I, une réduction de ce dernier a été rapportée chez les patients atteints de FA. Ce
courant, rapidement activé, produit un courant sortant qui s’oppose a I’entrée de Na* et de Ca®*
durant les phases de dépolarisation et de plateau, respectivement. Une diminution d’Iy, facilite
la propagation électrique en augmentant I’amplitude et la vitesse de dépolarisation du potentiel
d’action, permettant une meilleure propagation de I’impulsion électrique.[111, 124-126] Ainsi,
il est possible que la diminution d’I;, observée chez les patients atteints de FA soit un mécanisme
compensatoire plutdt que déclencheur. En effet, cette diminution d’I, permet de prolonger la

durée du potentiel d’action.

Il a été rapporté que le potentiel de repos membranaire des cardiomyocytes, régulé par
les canaux K* a rectification entrante (Ix: et Ikacn), est plus hyperpolarisé chez les patients
atteints de FA.[127-131] Comme ces courants possédent une portion entrante et sortante, une
augmentation de la portion sortante de ces courants K* contribue au raccourcissement de la
durée du potentiel d’action et favorise le déclenchement de réentrées chez les patients en FA.[77,
108] Tout d’abord, une augmentation d’Ix; et de I’expression de Kir2.1 (sous-unité o) sont
souvent rapportées chez les patients atteints de FA.[127, 132, 133] Les courants Ixacn, activés
par la relache d’acétylcholine lors d’une stimulation vagale, sont exprimés spécifiquement au
niveau auriculaire comme Ikur. Ainsi, une augmentation de 1’activité vagale favorise la FA en
stabilisant les circuits de réentrées auriculaires.[134] Il a été rapporté que chez les patients
atteints d’une FA chronique, Ikacn développe une activité agoniste constitutive (une activité
spontanée du récepteur, Ixacn, en absence du médiateur endogéne, acétylcholine). Ixach
contribue donc a 1’augmentation du courant K" a rectification entrante et augmente la
susceptibilité a la FA en hyperpolarisant le potentiel de repos membranaire et en réduisant la

durée du potentiel d’action.[128, 135]
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Lors d’une FA soutenue, en plus d’étre désorganisée, la fréquence de contraction
auriculaire est augmentée et cette derni¢re entraine une augmentation de la concentration
calcique cytosolique. Ainsi, pour compenser cette surcharge, les cardiomyocytes auriculaires
diminuent I’influx de Ca?" via une réduction d’Icar, ce qui a comme conséquence négative de
diminuer la durée du potentiel d’action et de promouvoir la réentrée.[79, 136-138] Initialement,
ce mécanisme compensatoire est dii a 1’inactivation du canal, mais ce remodelage cause un
changement dans les propriétés cinétiques de récupération du canal. En effet, une augmentation
Ca?" intracellulaire augmente 1’inactivation d’Icar et entraine donc une diminution de la densité
d’IcaL et de la durée du potentiel d’action.[93, 139] Par contre, a plus long terme, cette baisse
d’Icar peut résulter d’une diminution de 1’expression d’ARNm de Cay1.2 (la sous-unité o) ou
de mécanismes post-transcriptionnels, comme une déphosphorylation ou détérioration de la
protéine.[93, 140-142] Comme Ic.L est une composante majeure dans la phase plateau du
potentiel d’action, une diminution de la densité d’Ic.L entraine une réduction de la durée du
potentiel d’action et de la période réfractaire favorisant ainsi I’induction et le maintien de la FA
par un phénoméne de réentrée.[104] Bref, le remodelage électrophysiologique du courant Ca?*
de type-L augmentant le risque de FA serait possiblement induit suite a I’apparition de la FA,

favorisant sa persistance, d’ou I’expression « AF begets AF » (la FA engendre la FA).

L’activation des canaux Na" permet 1’entrée massive de Na* dans le myocyte cardiaque
et correspond a D’initiation du potentiel d’action, la dépolarisation (Phase 0). Suite a cette
activation rapide, il est nécessaire que ce courant Na® soit inactivé pour permettre une
repolarisation efficace du potentiel d’action. Par contre, ’ouverture des canaux sodiques peut
étre maintenue apres la phase 0 et persiste jusque dans la phase plateau du potentiel d’action.
Ainsi, une augmentation du courant Na* soutenu (Ina) dans la phase plateau entraine une
augmentation de la durée du potentiel d’action et peut causer une post-dépolarisation précoce
suite a la réactivation d’Ic.. ou a Iactivation inverse de 1’échangeur Na*/Ca?* (sortie d’un ion
de Ca?* contre I’entrée de trois ions de Na*).[102, 143-145] Chez les patients souffrant de FA
permanente, une augmentation de densité d’Inar a 6té observée.[146] Egalement, il a été rapporté
que les patients atteints du syndrome de long QT 3 (diminution de I’inactivation du canal Na™)
ont une plus grande incidence de FA.[147-150] Puisque, le courant Na" initie la conduction

cardiaque, une perte de fonction de ce courant peut entrainer une hétérogénéité de 1’excitabilité,
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de la repolarisation et de la vitesse de conduction, favorisant ainsi I’apparition du phénomene
de réentrée.[102, 104, 126, 151, 152] Certaines études animales ont montré qu’ une réduction de
la vitesse de conduction est partiellement due a une régulation a la baisse d’Ina.[152] 11 est
possible qu’une inactivation incompléte du canal Nayl.5 cause de la FA spontanément par
prolongation de la durée du potentiel d’action, due a une perturbation de la propagation
électrique ou de I’homéostasie Ca?* intracellulaire menant vers le développement de la fibrose
et de I’hypertrophie.[76, 102, 153] En plus d’avoir un rdle dans la contraction du myocyte, le
Ca?* joue un role fondamental dans I’activation de deux voies de signalisation dépendantes du
Ca?" impliquées dans le contrdle de I’hypertrophie cardiaque, soit la CaMKII (« Ca®*-
calmodulin-dependent protein kinase II») et NFAT («nuclear factor of activated T
cells »).[154, 155] La Figure 9 résume les changements électrophysiologiques ioniques attendus

dans les cas de FA qui se développent suite a une réentrée ou un foyer ectopique.

I

Figure 9. Représentation des potentiels d’action en rythme sinusal normal (RSN) et
lors de la fibrillation auriculaire (FA). Les changements de courants entrants (Na" et
Ca”") et sortants (K") sont potentiellement les causes du remodelage électrophysiologique
(en lien avec les courants ioniques) impliqué dans la FA. Le tracé en noir correspond au
RSN, tandis que les tracés rouges et bleus correspondent aux possibles conditions de FA

(Figure modifiée de [156]).
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Aprés le déclenchement de la conduction cardiaque par les courants Na®, I’influx
¢lectrique est maintenu et propagé a travers le tissu cardiaque a I’aide des connexines (Cx). Les
Cx permettent donc la propagation rapide et ordonnée de I’influx électrique entre les
cardiomyocytes adjacents. En clinique, une altération protéique et génique des Cx40 a été
observée chez les patients atteints de FA.[157, 158] Par ailleurs, des études ont montré qu’un
polymorphisme au niveau des Cx40 est li¢ a un plus haut risque de développement de FA.[159]
Bien que la physiopathologie et les facteurs de risques entre I’insuffisance cardiaque et la
fibrillation auriculaire soient semblables, I’insuffisance cardiaque est souvent la cause, mais
aussi une conséquence de la FA. [160, 161] Plusieurs études ont rapporté une diminution de
I’ARNm des Cx43 au niveau du ventricule gauche chez les patients atteints d’insuffisance
cardiaque et de cardiomyopathies ischémiques ; ainsi cette baisse de connexines peut donc étre

indirectement liée a une plus haute prévalence de FA.[162-164]

Lors de la fibrillation auriculaire, une réduction de 1’expression de Cx40 contribue a une
baisse de la vitesse de conduction et augmente le risque de réentrées;[108, 132, 165] tandis
qu’une augmentation de I’expression de Cx40 est souvent accompagnée d’une latéralisation des
Cx. Cette latéralisation des Cx cause une augmentation de I’hétérogénéité de 1’expression des
Cx et une dissociation électrique longitudinale entre les myocytes d’une méme couche
cellulaire. Elles ne sont plus simplement exprimées aux extrémités des cardiomyocytes, mais
¢galement sur les cotés favorisant une conduction hétérogene.[166-168] De ce fait, I’influx
¢lectrique ne circulera plus simplement de facon longitudinale, mais également de fagon
latérale, causant I’apparition de réentrée. La Figure 10 démontre la conduction hétérogéne suite
a une expression latérale des Cx et potentiellement le circuit de réentrée dii au remodelage de
I’expression des connexines. Des études sur un modele animal ayant une déficience de Cx40
ont démontré un changement dans le couplage électrique auriculaire accompagné d’une plus
grande susceptibilité a la FA.[65, 73, 169, 170] Bien qu’il y ait de la confusion dans la
quantification de I’expression des Cx, toutes les études concluent que I’hétérogénéité et la
latéralisation dans 1’expression des Cx jouent un rdle majeur dans les troubles de conduction et
représentent des ¢éléments déclencheurs potentiels de FA, en particulier causée par la

réentrée.[105, 171, 172] Finalement, bien que certaines études aient reporté la présence des
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Cx43 au niveau des oreillettes, elles montrent que les Cx43 ne sont pas impliquées dans
I’initiation et le maintien de la FA tant dans les modéles animaux que chez les humains.[166,
173-176]

Cceur normal Cardiomyocytes Novyau

Connexines

FA: changement dans le nombre de Cx (expression)
= ———y - = ——

Figure 10. Expression et disposition des connexines dans un cceur sain et atteint de
fibrillation auriculaire. Il existe une latéralisation des Cx ainsi qu’une diminution de
I’expression protéique aux extrémités des cardiomyocytes. FA : fibrillation auriculaire.

Cx : connexines (Figure modifiée de [177]).

Une combinaison entre I’arythmogénicité (due aux variations électrophysiologiques via
un raccourcissement de la période réfractaire effective), ’augmentation de la latéralisation et
les changements de I’impulsion et de la conduction électrique (due aux remodelages de

connexines ainsi que des canaux Na®) peut initier et maintenir la FA.
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1.3.2 — Le remodelage structurel

Le remodelage structurel est un processus aussi important que le remodelage
¢lectrophysiologique. En effet, la présence de fibrose, d’hypertrophie ou de dilatation
auriculaire favorise la réentrée, diminue la vitesse de conduction et est la principale cause de
remodelage structurel chez les patients atteints de FA.[78, 178] L’angiotensine II (Ang II) et le
TGF-B1 (« transforming growth factor 1 ») sont les principales molécules impliquées dans le
signal profibrotique.[179-182] L’utilisation d’inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de
I’angiotensine (IECA) diminue partiellement la fibrose cardiaque et semble étre associée, en
clinique, a une diminution des risques de survenue de FA chez les patients avec insuffisance

cardiaque.[183]

Les athlétes faisant de ’activité physique d’endurance, tels que les marathoniens et les
triathlétes, sont deux a dix fois plus susceptibles de souffrir de FA.[184-187] Il a été rapporté
que I’exercice physique d’endurance et la surcharge volumique chronique sont les principaux
médiateurs de la dilatation auriculaire, du raccourcissement de la période réfractaire effective et
d’une augmentation de la vulnérabilité des oreillettes aux arythmies.[184, 188-190] Plusieurs
mécanismes peuvent expliquer la plus haute prévalence a la FA, soit I’inflammation et
I’augmentation de la taille des oreillettes et du tonus vagal.[189, 191, 192] L’augmentation du
tonus vagal entralne une synthése plus accrue d’acétylcholine et cause une plus grande
activation d’Ikacn.[193] Ceci démontre qu’en plus d’avoir des effets au niveau du remodelage
structurel, 1’exercice d’endurance favorise également le remodelage électrophysiologique. En
effet, comparativement a la population générale, ces athlétes ont un tonus vagal plus élevé et
sont bradycardes, ce qui affecte leur période réfractaire auriculaire.[188, 194, 195] L’apparition
de FA chez ces athletes survient surtout durant leur sommeil, période ou leur fréquence
cardiaque est plus basse. De plus, les athlétes masculins sont quatre fois plus susceptibles de
souffrir de FA que les athlétes féminines, ce qui démontre davantage 1’implication du sexe
masculin dans la prévalence a la FA.[196-200] En effet, le remodelage structurel 1ié a I’exercice
d’endurance est plus sévere chez les hommes comparativement aux femmes et ceci peut
expliquer la plus haute prévalence de FA chez les athlétes masculins.[201] En lien avec cette
observation, il a été rapporté que les athletes utilisant des stéroides anabolisants ont un risque

plus élevé de développer de la fibrillation auriculaire.[202, 203] Récemment, il a été démontré
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que la pratique d’exercices d’endurance peut induire des altérations ischémiques, augmenter la
fibrose tissulaire au niveau du systéme de conduction cardiaque, endommager les jonctions gap

et diminuer 1’expression de Cx43.[204, 205]

Le tissu fibreux peut physiquement séparer les fibres musculaires et ainsi interrompre la
continuité du muscle cardiaque créant une barriére de conduction.[171] Cette barriere perturbe
donc la conduction cardiaque normale et peut induire la réentrée (Figure 11). Le processus de
remodelage structurel cause non seulement une dissociation électrique longitudinale (entre les
cardiomyocytes d’'une méme couche cellulaire), mais dissocie également les différentes couches
cellulaires (épicarde, myocarde et endocarde) créant une barriére tridimensionnelle.[206] Par
ailleurs, la fibrose est causée par une prolifération de fibroblastes et de leur différenciation en
myofibroblastes.[207] La fibrose augmente ¢également [D’interaction fibroblastes-
cardiomyocytes.[208, 209] Les fibroblastes produisent des protéines de la matrice
extracellulaires pouvant étre profibrotiques et affectent ainsi le phénotype des myocytes. En
effet, les protéines sécrétées sont les TGF-B1, CTGF (« connective-tissue growth factor ») et
PDGEF (« platelet-derived growth factor »). Ces molécules sont impliquées dans la stimulation
autocrines et paracrines lors de la prolifération et de la différenciation des fibroblastes.[181, 210,
211] Par exemple, dans un modele de souris surexprimant TGF-f1, Verheule ef al. ont montré
une plus grande susceptibilit¢ a la FA chez ces souris due au développement de fibrose
auriculaire.[ 182] Bien que les fibroblastes ne soient pas des cellules excitables, ils possédent
des canaux ioniques a leur surface membranaire. Ceci permet aux fibroblastes d’avoir un
potentiel de repos membranaire plus dépolarisé que les cardiomyocytes.[212] Ainsi, en se liant
aux myocytes via les Cx,[213] ils peuvent perturber 1’activité électrique normale des myocytes,
soit en ralentissant la conduction, en dépolarisant le potentiel de repos membranaire des
myocytes, en affectant la durée du potentiel d’action ou en induisant une post-dépolarisation
retardée.[108, 214] Les dépolarisations spontanées favorisent 1’apparition de foyers d’activité
ectopique. Elles ralentissent la conduction cardiaque et peuvent diminuer la durée du potentiel

d’action entrainant I’augmentation de risques d’induction et de maintien de la réentrée.[215]
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A Barri¢re de conduction Cardiomyocytes

MEC fibreux

Fibroblastes

B Interaction fibroblastes-cardiomyocytes | Ralentissement de la conduction

Baisse de la durée Cardiomyocytes
de potentiel d’action Fibroblastes

Figure 11. Interaction entre les fibroblastes et les cardiomyocytes. Les fibroblastes
jouent un rdle majeur dans ’apparition de foyer ectopiques ainsi que dans la réentrée.
Leur interaction directe avec les cardiomyocytes cause un ralentissement et une
perturbation de la conduction cardiaque. MEC : matrice extracellulaire (Figure tirée de

[215]).

L’augmentation de la taille des oreillettes est un important facteur dans la susceptibilité
ala FA.[216, 217] Outre I’exercice physique d’endurance, les changements dans I’ultrastructure
peuvent contribuer a la dilatation auriculaire.[218] L’augmentation de la masse auriculaire est
un mécanisme important dans le maintien des multiples circuits de réentrée. Par exemple, une
dilatation plus importante des oreillettes peut refléter un plus grand étirement auriculaire, lequel
est impliqué dans le remodelage auriculaire en lien avec les phénomeénes pro-arythmiques,[219]
telle qu’une diminution de la vitesse de conduction [220] et d’un raccourcissement de la période
réfractaire.[221-223] Ravelli a démontré que 1’augmentation de la pression auriculaire dans des

cceurs de lapins causait une diminution de la durée du potentiel d’action et de la période
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réfractaire effective et favorisait 1’augmentation de la susceptibilité a la FA; puis ces

changements disparaissaient aussitot que la pression dans les oreillettes était relachée.[221]

En somme, le remodelage électrophysiologique est un processus rapide qui ne prend
qu’un a trois jours a s’installer et dont les épisodes de FA durent entre quelques minutes et
quelques jours. A I’inverse, le remodelage structurel est un changement a plus long terme, qui
nécessite quelques semaines a s’établir créant un substrat anatomique permettant aux épisodes

de FA de devenir persistants ou permanents.[224]

1.3.3 — Le remodelage contractile

Tel que mentionné précédemment, durant un potentiel d’action auriculaire, le Ca>* entre
dans la cellule via les canaux Ca?" de type-L. Cette entrée de Ca** déclenche un mécanisme de
« Ca**-induced Ca?*'-release ». Ainsi, I’augmentation de la concentration de Ca?" intracellulaire
via lentrée de Ca’" par les canaux Ca?" de type-L déclenche une relache plus importante de
Ca** du réticulum sarcoplasmique (RS) via les récepteurs a la ryanodine (RyR2). Ces
mécanismes sont responsables de la contraction auriculaire. Suite & cette contraction, le Ca?*
cytosolique est transféré vers le RS par la pompe Ca®"-ATPase située sur la paroi du RS
(SERCAZ2a), qui est sous le controle de la phosphorylation du phospholamban (PLB). Le PLB
agit en tant que controle négatif sur SERCA2a et inhibe ’activité de ce dernier; ainsi, SERCA2a
devient actif seulement lorsque PLB est phosphorylé. Simultanément, le Ca?" est éliminé du
myocyte via I’échangeur Na*/Ca?* (NCX). Il existe deux autres mécanismes responsables de la
sortie du Ca*", soit la pompe Ca**-ATPase et le pore Ca*" mitochondrial. Par contre, chez la
souris, leur contribution est minime (1%) comparativement a SERCA2a (90%) et NCX
(9%)[225]. La Figure 12 résume les processus contrélant 1’homéostasie calcique durant la
contraction et relaxation auriculaire. [226] Une importante différence existe au niveau de
Iextrusion du Ca®" cytosolique entre les humains et la souris. En effet, chez les humains,
SERCA2a représente 75% de la sortie du Ca?* du cytosol tandis que NCX est responsable
d’environ 25%, comparativement a 90% et 9%, respectivement chez la souris. Par ailleurs, en
présence de certaines conditions pathologiques cardiaques telle que I’insuffisance cardiaque, il

a été démontré que 1’expression et ’activité de NCX étaient augmentées tandis que celles de
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SERCAZ2a étaient diminuées. Ainsi, il semble que NCX pourrait posséder un role plus important

en conditions pathologiques. [227-230]
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Figure 12. Représentation du systéme de I’homéostasie calcique. L’entrée de Ca®*
vers le cytosol via les canaux Ca*" de type-L (Ica) et les récepteurs a la ryanodine
(RyR2). SERCA permet la recapture du Ca** cytosolique suite a la phosphorylation du
phospholamban (PLB). Les échangeurs NCX sortent un ion Ca®" en échange de I’entrée
de trois ions Na'. On peut également voir les deux autres mécanismes impliqués dans la
sortie du Ca®* du cytosol, soit le pore calcique mitochondrial et la pompe Ca®"-ATPase
a la membrane du RS. L’encadré montre 1’interaction chronologique entre le potentiel
d’action (tracé noir), la concentration Ca®' intracellulaire (bleu) et la contraction

cellulaire (rouge) (Figure tirée de [226]).

Le remodelage contractile affecte les protéines impliquées dans le mécanisme
d’homéostasie Ca** et favorise ’apparition de foyers d’activités ectopiques. En effet, outre le
changement au niveau de la densité d’lcar, chez les patients atteints de FA, une baisse du

transient calcique est observée et souvent une fuite spontanée de Ca®>* du RS via RyR2 ou une
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diminution de I’efficacit¢ de SERCA2a sont mis en cause.[231-234] Deux mécanismes peuvent
étre responsables de la fuite au niveau des RyR2. Tout d’abord, elle peut étre due a une
hyperphosphorylation de RyR2 par la protéine kinase A (PKA) ou la protéine kinase II
dépendante du Ca**/calmoduline (CaMKII).[235-237] Deuxiémement, elle peut étre causée par
une augmentation de la concentration Ca?" au niveau du RS suite a une hyperphosphorylation
du PLB qui augmente la recapture du Ca** par SERCA2a.[238] Ainsi, plusieurs études ont
démontré que la phosphorylation de RyR2 par CaMKII est augmentée chez les patients atteints
de FA, provoquant une plus grande fuite de Ca?>* du RS.[236, 239] De plus, la calséquestrine
(Casq2), une protéine impliquée dans la liaison calcique au niveau du RS, joue un role dans le
déclenchement de la FA. Cette protéine permet de maintenir le Ca** dans le RS lors de la relache
calcique par les RyR2. Ainsi, une réduction de Casq2 peut causer une plus grande sortie de Ca>*
vers le cytosol ou des fuites calciques par RyR2. En effet, dans un modéele de souris Casq2-KO,
Faggioni et al. ont démontré I’apparition de post-dépolarisations tardives entrainant des
événements de FA.[240] Par ailleurs, Dobrev a montré un mécanisme compensatoire diminuant
la concentration de Ca?* cytosolique, ou une augmentation de la phosphorylation de PLB permet
d’augmenter la recapture du Ca?* cytosolique. Par contre, cela entrainait une plus grande fuite
de Ca** du RS.[241, 242] Inversement, il a été démontré qu’une diminution de la
phosphorylation de PLB cause une recapture inefficace du Ca** par SERCA2a, maintenant ainsi
une concentration Ca** cytosolique élevée.[238] En somme, toute variation au niveau de
I’homéostasie calcique provoquant une perte de la balance de la concentration calcique
cytosolique peut causer des événements de post-dépolarisation retardées[76] et les études
pointent vers une surcharge calcique auriculaire suite a I’augmentation de la fréquence
contractile.[243] Ainsi, cette surcharge de Ca?" cytosolique cause également I’activation de
NCX entrainant I’entrée de trois ions de Na*. Cette entrée provoque a son tour une dépolarisation
membranaire et lorsque le seuil d’activation des canaux Na" dépendant du voltage est atteint,
elle déclenche une post-dépolarisation retardée.[77, 108, 244] De ce fait, 1’'utilisation de
thapsigargine et de ryanodine pour inhiber respectivement SERCA2a et RyR2 ont démontré une
réduction d’épisodes de FA.[76, 108, 245] Par contre, plusieurs études se contredisent
concernant les densités d’Icar. Certaines stipulent que toute cette augmentation de Ca®*
cytosolique entraine une diminution d’Ica dans le but de protéger le cceur d’une cytotoxicité

calcique; mais ce changement au niveau d’Ic.L cause une diminution de la durée du potentiel
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d’action favorisant ainsi la réentrée et le maintien de la FA.[246] Par ailleurs, d’autres études
démontrent une augmentation de la densité d’IcaL chez les patients souffrant de FA menant vers
une plus grande surcharge de Ca’" cytosolique qui déclenche davantage les processus de

remodelage cardiaque impliqué dans la FA.[242, 243]

Tout comme le remodelage électrophysiologique qui implique une perturbation au
niveau de la période réfractaire effective et de la durée du potentiel d’action, le remodelage
contractile est un mécanisme pro-arythmique. Le déréglement des protéines impliquées dans
I’homéostasie calcique méne a 1’apparition de post-dépolarisations précoces ou retardées et

d’activités ectopiques.

1.3.4 — Le remodelage neuronal

Le cceur est innervé par le systéme nerveux autonome (SNA) sympathique et
parasympathique. Les cellules ganglionnaires des nerfs du SNA sont positionnées soit a
I’extérieur (extrinséque) ou a I’intérieur (intrinseéque) du cceur. Elles innervent le NSA, le NAV,
le systéme de conduction et les myocytes du ceeur. Ces deux systémes jouent un réle important
dans la fonction cardiaque et dans 1’arythmogénicité.[214, 247-249] En effet, le systéme
neuronal contrdle la stabilité ¢électrique cardiaque et une activation hétérogeéne de ce systeme

prédispose le coeur a des arythmies.[250-254]

Les nerfs sympathiques relachent la norépinéphrine, un neurotransmetteur, qui se lie
spécifiquement aux récepteurs pour produire les réponses physiologiques observées. Dans le
cceur, on retrouve les récepteurs adrénergiques a et 2, mais le plus important est le récepteur
Bl adrénergique. Lorsque ces récepteurs sont activés, la cascade adrénergique stimule la
conversion d’adénosine triphosphate (ATP) en adénosine monophosphate cyclique (AMPc) via
la liaison de la protéine Gs a I’adénylate cyclase (AC). Puis, ’AMPc active, a son tour, la PKA
qui s’occupe de phosphoryler plusieurs protéines membranaires et intracellulaires cardiaques.
De ce fait, ’activation des récepteurs a et B par leur ligand entraine des réponses comme une
augmentation de la fréquence cardiaque (chronotropie), de la vitesse de conduction
(dromotropie), de la force de contraction (inotropie) et de la relaxation des myocytes (lusitropie).
De plus, une stimulation adrénergique affecte, entre autres, Icar, Iks, Iki, RyR2 et PLB.[255]

Donc, les entrainements d’exercice physique d’endurance ou a haute intensité peuvent moduler
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ces courants et/ou protéines et favoriser I’apparition de la FA due soit a un changement de la
durée du potentiel d’action ou a la présence de battement ectopique.[197] Contrairement a la
stimulation adrénergique (sympathique), la stimulation vagale (parasympathique) résulte en une
libération d’acétylcholine (ACh) qui affecte ’activité d’Ixacn [256] chez les patients n’ayant
aucune maladie structurelle cardiaque.[257] En effet, contrairement a la stimulation
adrénergique qui entraine une activation de la protéine Gs, I’effet cholinergique résulte d’une
activation des canaux Kir3.1 et Kir3.4 (Ixacn) via leur activation par la protéine Gfy. Outre son
effet sur Ixacn, I’ACh, lorsque liée a son récepteur, va inhiber la conversion de I’ATP en AMPc

par ’AC, car elle va se lier a la protéine G; et ainsi diminuer la synthése de PKA (Figure 13).
Récepteur adrénergique Récepteur

aetf muscarinique

Adénylate

Protéine G;

AP AMPcO
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Figure 13. Roéle des récepteurs adrénergiques o et et muscariniques sur la synthése
des protéines kinases impliquées dans la régulation cardiaque. ATP : adénosine

triphosphate. AMPc : adénosine monophosphate cyclique.
Ainsi, une stimulation adrénergique o réduit Ix; via la protéine kinase C. Cette dernicre

cause une diminution de la fréquence et de la durée d’ouverture du canal [258-261], entrainant

un potentiel de repos membranaire plus dépolarisé. Tandis qu'une stimulation adrénergique 3
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augmente ’activité d’Iks et raccourcit la durée du potentiel d’action et de la période réfractaire
menant vers des épisodes de FA dues au phénomene de réentrées.[258] Par ailleurs, PKA
augmente la densité d’Ic.L causant une prolongation de la durée du potentiel d’action. Cet effet
prolongeant la phase plateau augmente le risque de post-dépolarisations précoces. En effet, la
prolongation du plateau permet aux canaux Ca’* de revenir a leur état activé. Entre autres, la
PKA augmente la phosphorylation de PLB et de RyR2. En stimulant ’activité de ces derniers,
le SNA sympathique augmente 1’apparition d’activités ectopiques dues a une surcharge de Ca**
au niveau du RS (augmentation de la recapture du Ca** par SERCA2a suite & la phosphorylation
de PLB) ainsi que d’une augmentation de la fuite de Ca** du RS via RyR2. L’augmentation de
Ca?" cytosolique qui s’en suit entraine une activité accrue de NCX1 (sortie de Ca?" versus
I’entrée de Na*) causant ainsi des post-dépolarisation retardées.[262] Ces post-dépolarisations
retardées sont déclenchées par ’entrée massive de Na® qui permet a la membrane
sarcoplasmique d’atteindre son seuil de déclenchement de potentiel d’action. Egalement, une
surstimulation sympathique a été observée chez les patients atteints de FA persistante et ceux
sous agents inotropes [-adrénergiques (exemple: Dobutamine) ont une plus grande
susceptibilité a la FA.[91, 202, 263, 264] Une stimulation B-adrénergique active la protéine
phosphatase calcineurine et cette derniére déphosphoryle les facteurs de transcription NFAT
induisant I’expression de génes hypertrophiques et profibrotiques. Ainsi, le SNA sympathique
favorise autant un remodelage neuronal que structurel.[256, 265] Ces ¢léments impliqués dans

le remodelage neuronal sont présentés dans la Figure 14.

Une ¢étude effectuée par Deneke ef al. a démontré que les patients atteints de FA
persistante avaient un changement de la balance autonomique, ou on apercevait une
prédominance pour les nerfs adrénergiques par rapport aux nerfs cholinergiques. En effet, ils
ont noté aucune différence de densité totale des nerfs (somme des nerfs adrénergiques et
cholinergiques) entre les patients atteints de FA et les personnes en rythme sinusal. Mais, ils ont
rapporté que le groupe avec FA présentait une densité plus élevée de nerfs adrénergiques et une
baisse de densit¢ des nerfs cholinergiques.[266] Ainsi, pour maintenir une activité
physiologique normale en présence d’une hausse du rythme cardiaque, la réponse systémique
compensatoire nécessite d’accroitre la relache d’ACh.[266] Ainsi, le SNA parasympathique

active Ikacn et cause une plus grande sortie de K* durant la repolarisation, résultant en une
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diminution de la durée du potentiel d’action. Une stimulation vagale raccourcit donc également
la période réfractaire effective et peut promouvoir des phénomeénes de réentrées ou étre
responsable de 1’apparition de foyers ectopiques.[267, 268] En effet, Sharifov et al. ont rapporté
qu’une infusion d’isoprotérénol (stimulation adrénergique B) et d’adrénaline (stimulation
adrénergique o et ) induisait des épisodes de FA chez 21% des chiens étudiés, tandis qu'une

infusion d’ACh (vagal) produisait de la FA chez 100% des chiens.[269]

Bref, le SNA facilite les événements de post-dépolarisations précoces et d’activité
ectopique en augmentant la libération intracellulaire de Ca®" (effet sympathique) ou en

raccourcissant la période réfractaire (effet parasympathique).
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Figure 14. Implication des récepteurs cholinergiques et a- et f-adrénergiques dans

le cardiomyocyte. L’activation de ces récepteurs joue un role sur la phosphorylation des
différents canaux ioniques et les protéines impliquées dans le systéme d’homéostasie
calcique. CaM: Calmoduline. CaMKII: protéine kinase II dépendante du
Ca”'/calmoduline. NFAT : nuclear factor of activated T cells. PKA : protéine kinase A.
CICR : « Ca**-induced Ca®'-release ». Cn: calcineurine SR : réticulum sarcoplasmique.
RyR2: récepteur ryanodine 2. NCX1 : échangeur Na'/Ca*". SERCA2a : la pompe Ca®*'-
ATPase située sur le RS PLB : phospholamban. Tn : troponine. MLC : chaine lourde de
la myosine. JP2 : junctophiline 2 (Figure modifié¢e de [256]).
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En résumé, tel que présenté sur la Figure 15, on constate que tous les mécanismes
impliqués dans les quatre formes de remodelage (électrophysiologique, structurel, contractile et
neuronal) sont inter-reliés. Certains de ces mécanismes causent I’initiation de la FA via plusieurs
phénoménes, tels que la réentrée et les foyers d’activités ectopiques, tandis que d’autres sont

impliqués dans le maintien des épisodes de FA et jouent un role a plus long terme.

Pathophysiologie de la
fibrillation auriculaire

Réentrée

- Réduction de la durée de potential d’action
et de la période réfractaire
- Hyperpolarisation

Remodelage Variation d’Ic,

e — e R Remodelage
contractile \ / électrophysiologique

Fibrillation Activation
auriculaire d’Igacn

Remodelage structurel Remodelage neuronal

Changement
dans la conduction et
de la propagation
de I’influx électrique

Activation
sympathique et
parasympathique
Foyer
ectopique

Réentrée

Figure 15. Inter-relation des quatre formes de remodelage (électrophysiologique,
structurel, contractile et neuronal) retrouvées chez les patients atteints de FA.

Souvent la FA est le résultat d’une combinaison de plusieurs types de remodelage (Figure
adaptée de [215].)

41



1.4 — Le systéme rénine-angiotensine et la fibrillation auriculaire

Le systéme rénine-angiotensine (SRA) joue un role primordial dans la régulation des
processus physiologiques au niveau du systéme cardiovasculaire[270] et son activité accrue est
souvent associée a une augmentation du risque de maladies cardiovasculaires, incluant les
arythmies.[271] Les effets néfastes de I’angiotensine (Ang) Il sont médiés par une suractivation
du récepteur de type 1 de I’Ang II (AT1R). La Figure 16 montre la cascade de la synthese de

I’Ang II et les effets cardiovasculaires reliés a I’activation des AT1R.
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Figure 16. Effets de ’angiotensine II et de ’activation de son récepteur de type 1
sur le systéme cardiaque. L’angiotensinogéne est synthétisée dans le foie et, via la
rénine produite par les cellules juxtaglomérulaires du rein et les enzymes de conversion
de I’angiotensine (ECA) I produite dans les poumons, est transformée en angiotensine I1

(Figure modifiée de [272]).

Certaines évidences démontrent que le SRA est impliqué dans le remodelage structurel et

¢lectrophysiologique cardiaque pouvant initier et maintenir la FA.[210] En effet, tel que discuté
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auparavant, les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de I’angiotensine (IECA) diminue
partiellement la fibrose cardiaque et les risques de FA. Des études in vivo ont démontré les effets
positifs des antagonistes des récepteurs de 1’Ang II et des IECA; en effet, ces médicaments
préviennent la déphosphorylation des Cx et entrainent une réduction d’événements arythmiques
et de mort subite.[273] De plus, des études cliniques ont montré que les IECA et les antagonistes
des récepteurs de I’angiotensine réduisent les risques de développer de la FA chez les patients
vivant avec une insuffisance cardiaque.[183] En lien avec ces études, des observations cliniques
ont démontré une augmentation d’AT 1R et du niveau d’enzyme de conversion de 1’angiotensine
dans les oreillettes gauches des patients atteints de FA.[274, 275] Par ailleurs, dans un mod¢le
canin avec une insuffisance cardiaque congestive, il a ét¢ démontré qu’en plus de diminuer les
risques de FA, les IECA réduisent la fibrose tissulaire, démontrant que les IECA préviennent
¢galement le remodelage structurel observée lors d’une surstimulation du SRA,

indépendamment de leur effet hémodynamique vasodilatateur.[276, 277]

La cascade de signalisation des AT1R passe par la liaison de I’ Ang II aux récepteurs. Cette
liaison active ainsi les protéine G, Gj et G, impliquées dans le développement de I’hypertrophie
cardiaque. [278, 279] Puis, la seconde étape de signalisation est due a I’association entre les
récepteurs et la B-arrestine et ce complexe est impliqué dans le développement du remodelage
¢lectrophysiologique causant des effets indépendants des protéines G.[280-283] La Figure 17
indique que le remodelage cardiaque observé dépend des voies de signalisation. L’activation de
la protéine Go entraine une augmentation du Ca** cytosolique, favorisant I’hypertrophie et la
sensibilité au Ca**. Tandis que la voie de la B-arrestine augmente I’expression des protéines
impliquées dans la contractilité cardiaque (telle que la myosine) tout en diminuant la coopération

entre le Ca>* et les myofilaments.
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Figure 17. Les deux voies de signalisation des récepteurs de type 1 de ’angiotensine
II (AT1R) au niveau cardiaque. Dans un premier temps, suite a la liaison de I’Ang II
au récepteur, elle peut activer la protéine Ga qui va augmenter le Ca’* cytosolique et
causer une augmentation de 1’hypertrophie cardiaque. Puis, dans un deuxi¢me temps,
I’activation de la P-arrestine va moduler les différents facteurs impliqués dans
I’homéostasie calcique résultant en une augmentation de 1’inotropie cardiaque. GRK : G

protein-coupled receptor kinase. [284]

Plusieurs études effectuées sur des modeles animaux supportent également 1’implication
de I’Ang II au niveau du remodelage cardiaque. En effet, Domenighetti a établi qu’une
surexpression d’Ang II spécifiquement au niveau cardiaque entrainait une hypertrophie
ventriculaire, une diminution de la contractilit¢ et une augmentation de I’incidence
d’arythmie.[285] Entre autres, une activation d’ATIR diminue I’activité¢ de la pompe Na-K-
ATPase [286] et de la densité¢ du courant I, [282, 287]. Certaines études rapportent une
augmentation de la densité du courant IcaL lorsque les cellules isolées sont perfusées avec de
I’Ang I1.[288, 289] Cette différence entre les résultats de la littérature et ceux rapportés par notre
laboratoire[290] peut possiblement étre expliquée par une réponse cellulaire différente entre une

exposition aigue a I’Ang II et une surexpression d’ATIR chronique, qui peut potentiellement
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étre un effet systémique. Par ailleurs, une étude démontre que la surexpression de 1’enzyme de
conversion de 1’angiotensine produisait une dilatation auriculaire et que ces souris présentaient
une importante baisse de Cx40 et Cx43 totales et phosphorylées, menant vers plus d’événements
arythmiques et de morts subites. [17, 291] Précédemment, dans notre laboratoire, nous avons
démontré, chez les souris surexprimant AT1R spécifiquement au niveau cardiaque, que les
courants Na*, K" et Ca?" de type-L ventriculaires étaient réduits, indépendamment du
remodelage structurel.[290, 292, 293] Le SRA peut altérer la morphologie et les propriétés
¢lectrophysiologiques cardiaques menant vers le développement et la progression de diverses
maladies cardiovasculaires. Il est donc possible que les changements électrophysiologiques
ventriculaires observés soient répliqués au niveau des oreillettes ce qui peut expliquer la plus
haute prévalence d’événements pro-arythmiques auriculaires lorsque 1’activit¢é du SRA est

augmentée.

Il est connu que I’AT1R possede des effets profibrotiques via 1’activation du complexe
GTPase et de la protéine Ras augmentant la phosphorylation de MAPK (« mitogen-activated
protein kinase ») connue pour son rdle dans la fibrose.[294] De plus, I’ Ang peut promouvoir la
FA via I’oxydation de CaMKII et la phosphorylation de RyR2 par la CaMKII.[295] En lien avec
le remodelage calcique associé a la FA, I’ Ang II cause une augmentation de la relache de Ca®*
du RS suite a la stimulation des AT1R. Cette stimulation active la phospholipase C et la protéine
kinase C (PKC) impliquées dans I’homéostasie calcique.[295] Basée sur ces observations, la
premiére étude de cette thése propose d’étudier le lien possible entre la surexpression d’ATI1R,

les courants ioniques auriculaires et la susceptibilité a la FA.

1.5 — Différences males/femelles

1.5.1 — Arythmies cardiaques

L’incidence et la sévérité des arythmies cardiaques différent considérablement entre les
hommes et les femmes et les différences €lectrophysiologiques cardiaques observées entre les
sexes sont majoritairement dues aux hormones sexuelles. En effet, plusieurs études animales ont
rapporté, par exemple, que chez le chien et la souris I, Ixur €t Ix1 sont plus élevés chez le male

versus la femelle et a I’inverse, IcaL est plus faible chez le chien male.[296-299] Certaines de
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ces observations ont été rapportées chez ’humain.[300] Par ailleurs, les hommes posseédent une
fréquence cardiaque plus lente que les femmes et leur intervalle QTc (représentant la
repolarisation ventriculaire ajustée pour la fréquence cardiaque) sur I’ECG est plus court.[301-
305] De ce fait, les femmes sont plus a risque d’événements de torsade de pointes et du
syndrome de long QT (SLQT) 2 induits par la prise de médicaments; ces arythmies cardiaques
sont possiblement dues a une diminution de la réserve potassique et a une prolongation de la
durée du potentiel d’action.[306, 307] La torsade de pointe est une tachycardie ventriculaire
polymorphes pouvant mener a de la fibrillation ventriculaire et a la mort subite. Toutefois,
sachant que la mort subite cardiaque posséde plusieurs facteurs de risque au-dela de la
génétique, elle est deux fois plus élevée chez les hommes que les femmes et touche entre 200
000 et 450 000 personnes par années en Amérique du Nord.[308-310] Par ailleurs, il a été
démontré que les jeunes garcons sont trois a quatre fois plus a risque d’événements cardiaques,
tels que le SLQT1, que les jeunes filles et cette tendance est perdue apres la puberté.[311-314]
Cette plus haute prévalence de SLQT1 chez les jeunes garcons est sans doute due au fait qu’ils
sont physiquement plus actifs et possédent une plus faible expression de Kv7.1 (Iks). En effet,
durant I’exercice (ou stimulation adrénergique), les courants Ixs (Kv7.1) et Icar (Cav1.2) sont
activés, toutefois cette faible expression de Ky7.1 et augmentation d’Ica. causent une
prolongation de la durée du potentiel d’action prolongeant ainsi la repolarisation chez les jeunes
garcons.[315-319] En lien avec I’influence des androgenes, il a été démontré que les athlétes

prenant des stéroides anabolisants possedent un intervalle QT raccourci.[318]

Le syndrome de Brugada (SBr) affecte plus fréquemment et séveérement les hommes que
les femmes. Le SBr est une maladie cardiaque génétique (mutation au niveau du canal Na®,
SCNS5A) caractérisé par un ECG anormal et une augmentation du risque de mort subite.[320]
Similairement, le syndrome de repolarisation précoce, correspondant a une ¢lévation du segment
ST (représentant I’intervalle entre la dépolarisation et repolarisation ventriculaire) de ’ECG,
entraine plus de mort subite cardiaque chez les hommes comparativement aux femmes. Cette
forme d’arythmie serait due a une mutation au niveau du canal KCNIJ8, Kir6.1.[321] Par ailleurs,

les hommes sont plus a risque de fibrillation ventriculaire idiopathique. [302, 322, 323]

Tel que mentionné précédemment, les femmes possédent un rythme cardiaque plus rapide

que les hommes, correspondant a une automaticité sinusale accrue. De plus, il a été rapporté par
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MacFarlane que I’intervalle PR, qui correspond au temps de conduction auriculo-ventriculaire,
est plus €levé chez les hommes.[324] Ainsi, au niveau supraventriculaire, comparativement aux
femmes, les hommes sont plus susceptibles d’étre atteint d’un bloc auriculo-ventriculaire, mais
moins a risque d’étre touché par le syndrome de « sick sinus » (une arythmie qui touche le NSA
pouvant causer des tachycardies ou bradycardies ou un mélange des deux).[302] En outre, les
femmes sont plus a risque de tachycardies supraventriculaires, telles que la tachycardie par
réentrée nodale auriculo-ventriculaire (TRNAV) qui est deux fois plus présente chez les femmes
que les hommes.[325] La TRNAV est la forme la plus fréquente de tachycardie
supraventriculaire par réentrée. Tandis que les tachycardies par réentrées impliquant une voie
accessoire dans la conduction électrique entre les oreillettes et les ventricules, comme par

exemple le syndrome de Wolff-Parkinson-White, sont plus fréquentes chez les hommes. [326]

Bien que le risque de complication liées a la FA, tels que les AVC, est plus élevé chez la
femme, les risques de morts subites sont plus ¢élevés chez ’homme.[327] 11 a été rapporté que
les hommes ont plus d’événements de fuite calcique au niveau du réticulum sarcoplasmique que
les femmes et donc ont un ratio pro-arythmique plus élevé.[328] Sachant que les hommes agés
de moins de 65 ans sont deux fois plus affectés par la FA que les femmes (Figure 18) et que le
taux de survie est similaire entre les hommes et les femmes de 65 ans et moins (Figure 19), il
est nécessaire d’étudier les causes moléculaires et cellulaires de la différence liée au sexe lors

de la FA afin de comprendre les causes de cette plus haute prévalence chez les hommes. [329,
330]
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Figure 18. Prévalence de la FA chez les hommes et les femmes. Pour chaque décennie

d’age, le taux de prévalence est doublé autant chez les hommes que chez les femmes.
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Figure 19. Taux de survie entre les hommes et les femmes atteints de FA aux

différents ages (Figure modifi¢e de [305]).

1.5.2 — Influence des hormones sexuelles sur I’électrophysiologie

Comme on peut le constater, la prévalence de plusieurs arythmies cardiaques differe
entre les hommes et les femmes. Des récepteurs aux hormones stéroidiennes sexuelles males
(androgenes) et femelles (cestrogenes et progestérones) sont présents au niveau du cceur et
peuvent donc influencer les courants ioniques cardiaques.[332] Au sein du laboratoire, nous
avons étudié le role des androgenes sur la repolarisation ventriculaire et démontré que les souris
femelles avaient une durée de potentiel d’action prolongée comparativement aux males; ceci
était associée a un niveau plus faible de Kv1.5 et de son courant K* correspondant, Ixur, chez les
femelles.[333] Par la suite, I’équipe du Dre Fiset a précisé 1’effet des androgeénes sur les courants
K™ en utilisant un mode¢le de souris orchiectomisée (ORC). Brouillette et al. ont ainsi démontré
un prolongement de ’intervalle QTc chez les souris ORC comparativement aux controles,
concordant avec une prolongation de la durée du potentiel d’action ventriculaire et une
diminution de Kv1.5.[297] Pour confirmer que les effets observés étaient bien dus aux
androgenes, les souris ORC ont recu des implants sous-cutanés de dihydrotestostérone (DHT)
pendant 30 jours, lesquels ont renversé les valeurs de densité d’Ixur et d’expression de Kv1.5

observées chez les souris ORC. Cette étude démontre I’implication des androgenes sur le
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pendant 30 jours, lesquels ont renversé les valeurs de densité d’Ixur et d’expression de Kv1.5
observées chez les souris ORC. Cette étude démontre I’implication des androgenes sur le
courant Ixur et Kv1.5 (courant repolarisant le plus important au niveau auriculaire chez I’humain)
et a également servi a démontrer que les concentrations plasmatiques d’androgenes varient entre
les lignées de souris. En effet, cette étude par Brouillette ef al. a permis de déterminer la lignée
de souris a utiliser pour les expériences sur les différences males-femelles. Comme on peut le
constater a partir de la Figure 20, les souris C57BL/6 males présentent une faible concentration
plasmatique d’androgeénes comparativement aux CD-1 et la différence de niveau d’androgenes
entre les males et les femelles est également plus faible chez les C57BL/6; ceci suggére que
pour les études de différences sexuelles liées aux hormones males, il est préférable d’utiliser la
lignée de souris CD-1. [334] Similairement aux études de Brouillette et al., I’équipe de Fulop a
démontré qu’une ovariectomie ou une supplémentation en cestrogénes n’affectaient pas
I’intervalle QT; mais que la présence de testostérones chez les chiennes ovariectomisées
causaient un raccourcissement de I’intervalle QT, démontrant I’implication des

androgenes.[296]
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Figure 20. Niveau d’androgénes (testostérones et dihydrotestostérones)
plasmatiques entre les souris miles et femelles dans les lignées de souris utilisées dans

cette theése (Figure modifi¢e de [334]).

Notre laboratoire a également étudié le role des cestrogénes sur les courants ioniques K*

ventriculaires. L’utilisation du 4-hydroxy-tamoxiféne (4-OH-tamoxiféne), un modulateur
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antagoniste des ER. Ainsi, en utilisant le 4-OH-tamoxiféne, une diminution des densités de
courants K* ventriculaires, soit d’I, Ikur €t Ix1 a été observée. Cette réduction est corrélée avec
une diminution de l’expression d’ARNm des canaux ioniques, Kv4.3, Kvl.5 et Kir2.1,
respectivement.[335] L’administration chronique de tamoxiféne, qui agit comme un antagoniste
des ER, renverse cette baisse de densité des courants K impliqués dans la repolarisation
cardiaque ventriculaire murine, confirmant I’implication des cestrogénes.[335] Les effets de
I’cestrogéne sont médiés via les ERa; car en utilisant un mod¢le de souris privées des ERa
(ERKOa) et ERB (ERKOp), nous avons observé qu’en présence d’cestrogenes, la densité de
courant Iy, est diminuée seulement chez les souris ERKOP. Nous avons donc montré que 1’effet
des cestrogenes sur I et Kv4.3 nécessite les ERa.[336] Ces résultats ont été rapportés par
d’autres groupes, ayant démontré que la prolongation de la période réfractaire effective par
I’cestrogene est due a une inhibition des courants K* sortants.[337-340] Cette réduction de la
réserve potassique ventriculaire durant la repolarisation pourrait étre une des causes qui
expliquent la plus grande prévalence des femmes aux torsades de pointes et au SLQT2. Par
ailleurs, les androgenes auraient un effet inverse en réduisant la durée du potentiel d’action et
augmentant la densité d’Ixs et d’li, ce qui pourrait expliquer la plus grande prédisposition des

hommes a la fibrillation ventriculaire et au syndrome de Brugada.

Les effets des cestrogénes au niveau ventriculaire ont été largement rapportés dans la
littérature; par contre, leurs conséquences au niveau auriculaire demeurent encore peu explorées.
Ainsi, il a été démontré expérimentalement que les post-dépolarisations retardées auriculaires
sont plus fréquentes chez les hommes comparativement aux femmes et sont associées a une
augmentation du courant Na* persistant, du transient Ca?" et de fuite calcique du RS via les
RyR2.[341] Les différences électrophysiologiques selon le sexe dans les différents modéles
animaux sont résumées dans le Tableau 1 de notre article de revue sur le sujet (voir Annexe).

[302]

Notre laboratoire a démontré que, chez les souris gestantes, 1’augmentation du rythme
cardiaque est due en partie a une augmentation de 1’expression protéique de HCN2 menant a
une densité de courant Ir plus élevée et une plus grande automaticité du nceud sinusal.[342] La

grossesse ¢tant associée a une augmentation de la concentration circulante d’cestrogenes et de
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progestérones, ces changements dans les courants ioniques suggerent 1’implication de ces

hormones.

Ainsi, les courants ioniques auriculaires sont affectés a la fois par les androgenes et les
cestrogénes. Ces différences électrophysiologiques dépendantes du sexe peuvent expliquer
I’apparition différentielle de certaines formes d’arythmies en clinique. Ainsi, le but du deuxiéme
projet de cette thése était d’étudier les effets moléculaires et cellulaires des androgénes afin

d’expliquer la prévalence plus élevée de FA chez les hommes.

1.6 — Contextualisation

Le systéme rénine-angiotensine joue un role important dans la régulation du systéme
cardiovasculaire. Il peut favoriser la progression de I’insuffisance cardiaque et la survenue
d’arythmies cardiaques potentiellement malignes. Une modification d’une des composantes
impliquées dans ce systéeme augmente la susceptibilité arythmique. En effet, un des effets
néfastes de I’angiotensine II au niveau cardiaque est causé par des modulations
¢lectrophysiologiques, lesquelles peuvent favoriser 1’apparition d’arythmies cardiaques telle
que la fibrillation auriculaire. Dans le cadre du premier projet de cette thése, nous avons étudié

le lien établi entre la fibrillation auriculaire et le systéme rénine-angiotensine.

Avec le développement des connaissances, nous remarquons 1’existence d’importantes
différences fonctionnelles au niveau cardiaque entre les hommes et les femmes. Ce constat a
mené récemment a des efforts exigeant 1’inclusion d’un plus grand nombre de femmes au sein
d’études cliniques, puisque les données obtenues chez les hommes ne peuvent plus étre
simplement extrapolées aux femmes. Les arythmies cardiaques ne font pas exception a cette
observation, d’autant plus que leur prévalence suit un différentiel du genre. Ainsi, la fibrillation
auriculaire affecte deux fois plus d’hommes que de femmes, tout en étant un fardeau
¢conomique et médical important pour tous. Puisque les hormones sexuelles semblent étre
impliquées dans ces variations électrophysiologiques cardiaques, la deuxiéme étude de cette
these a porté sur les différences au niveau du fonctionnement électrique cardiaque normal entre
les hommes et les femmes pouvant expliquer une prévalence plus élevée a la fibrillation

auriculaire chez les hommes.

51



1.7 — Hypothése de travail

Hypothese I : Notre hypothése de travail pour le premier projet de cette thése propose de
faire le lien entre le systéme rénine angiotensine et le développement de la fibrillation
auriculaire. Nous émettons 1’hypothése qu’une surexpression des récepteurs de type 1 de
I’angiotensine II peut promouvoir des changements électrophysiologiques et moléculaires qui
meneraient a une susceptibilité accrue au développement de la fibrillation auriculaire. Ainsi,
nous soupgonnons que les canaux ioniques et les connexines auriculaires seront différemment
exprimées entre les souris contrdles et les souris surexprimant le récepteur de type 1 de
I’angiotensine II ce qui permettrait d’établir un lien entre le systéme rénine-angiotensine et la

fibrillation auriculaire.

Hypothése II: Les hommes sont deux fois plus susceptibles de développer de la
fibrillation auriculaire que les femmes, un effet 1i¢ vraisemblablement aux androgénes puisque
I’incidence de FA ne varie pas apres la ménopause chez les femmes. Ainsi, nous proposons que
les différences dans les propriétés électrophysiologiques et moléculaires entre les souris males
et femelles se situent au niveau des densités de courants ioniques et de I’expression génique de
ces canaux. Ces changements causeraient des altérations dans le potentiel d’action et la période
réfractaire, soit dans D’activité électrique cardiaque impliquée dans le développement de la
fibrillation auriculaire. De plus, nous postulons que la présence de perturbations dans la vitesse
de conduction auriculaire chez les souris males serait observée, car elle est impliquée dans

I’apparition des phénomeénes de réentrées.

1.8 — Objectifs de la these

Le but de cette thése est d’identifier les composantes moléculaires et cellulaires
impliqués dans le développement de la fibrillation auriculaire dans deux modé¢les de souris.
L’objectif de la premicre étude était d’établir le lien entre les impacts d’une surexpression
d’ATIR et la susceptibilité¢ a la FA. Ainsi, nous avons tout d’abord déterminé si les souris
surexprimant les ATIR avaient une susceptibilit¢ plus accrue a développer de la FA
comparativement aux contrdles. Ensuite, nous avons évalué le lien entre la surexpression des

récepteurs de type 1 de I’Ang II et les différents courants et canaux ioniques de méme que les
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connexines tant chez les jeunes (50 jours) souris que les plus agées (6-8 mois). Nous avons

¢galement vérifié la différence de conduction cardiaque entre les deux groupes de souris.

L’objectif de la deuxiéme étude était d’étudier le role des hormones sexuelles males dans
la prévalence plus ¢élevée de FA observée cliniquement. Ainsi, nous avons d’abord confirmé la
plus grande susceptibilité a la FA des souris males comparativement aux femelles. Ensuite, nous
avons vérifié si des changements de courants et canaux ioniques ainsi que les connexines
pouvaient expliquer les différences entre les sexes. Finalement, nous avons étudi¢ le réle des

hormones sexuelles males dans la plus haute prévalence a la FA.

53



Chapitre 2 — Matériels et méthodes

Les méthodes utilisées dans cette thése seront décrites dans les papiers présentés ci-dessous.
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Abstract

Chronic activation of the renin-angiotensin system (RAS) may lead to cardiac hypertrophy and
arrhythmias; these detrimental effects of angiotensin II (Angll) are mediated by its type 1
receptor (AT1R). We have previously demonstrated that cardiac-specific overexpression of
ATIR in mice reduced ventricular Na*, L-type Ca>" and total K* currents. Conceivably, similar
ionic changes could occur in the atria, thus promoting the development of atrial fibrillation (AF).
The cause-effect relationship between ATIR overstimulation and AF has not been fully
elucidated. Accordingly, the purpose of this study was to determine if chronic activation of
ATIR alters atrial currents properties and connexin expressions, leading to increased
susceptibility to AF. Atrial myocytes were isolated from C57BL/6 control (CTL) and ATIR
male mice at age 50-day and 6-month, before and after the occurrence of structural remodelling
respectively. Using EPS studies, we found that AT1R male mice (58%) had higher incidence of
AF than the CTL (42%). Voltage-clamp data showed that chronic activation of ATIR reduced
Inaby 65%, consistent with Nay1.5 mRNA (45%). Similarly, Cx40 mRNA was reduced by 40%
in AT1R mice only. Incidentally, we observed increased PR interval and P-wave duration and
decreased action potential amplitude and maximal velocity upstroke of the action potential in
ATIR mice. Moreover, this atrial hypertrophy was associated with a reduced Icar (33%) and
Cay1.2 mRNA (30%). Conversely, atrial K™ currents density was not affected by ATIR or
hypertrophy. Overall, we showed that atrial and ventricular myocytes were differently regulated
by chronic activation of AT1R. We also highlighted the important impact of Ina and Cx in atrial
myocytes which could contribute to the cellular mechanisms responsible for the increased
incidence of AF associated with higher RAS activity. Key words: Angiotensin II type 1

receptor; Atrial Electrophysiology; Connexins; Atrial Fibrillation, Renin-Angiotensin System

56



Abbreviations

50d
6mo
a-MHC
ACE
AF
Angll
ANP
APA
APD
ATIR
Cavl.2
CTL
Cx
EPS
Icar
iECG
Ik

Ik Ach
Ikr

Ikur

INa

Ito
Navl.5
NSR
qPCR
RAS
SAN

Vmax

50-day-old

6-month-old

a-myosin heavy chain
angiotensin-converting enzyme

atrial fibrillation

angiotensin II

atrial natriuretic peptide

action potential amplitude

action potential duration

Angiotensin II type 1 receptor

o subunit of L-type Ca** current

control

connexin

electrically programmed stimulations
L-type Ca®" current

intracardiac ECG

inward rectifier K* current

G protein-gated inward rectifier K* current
rapid component of the delayed rectifier K™ current
ultra-rapid delayed rectifier K" current
sodium current

Ca?*-independent transient outward K* current
a subunit of the cardiac sodium channel
normal sinus rhythm

quantitative polymerase chain reaction
renin-angiotensin system

sinoatrial node

maximal velocity upstroke of the action potential
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Introduction

The renin-angiotensin system (RAS) plays a key role in the regulation of physiological
processes within the cardiovascular system. Substantial evidence suggests that chronic
stimulation of the RAS is associated with increased incidence of cardiovascular diseases such
as hypertension, hypertrophy, heart failure, and arrhythmias.[1-3] These detrimental effects are
largely due to the activation of its primary effector, angiotensin II (Angll) type 1 receptor
(ATIR). Also, it has been shown that increased local production of Angll in the heart leads to
atrial morphological changes, cardiac arrhythmias, and sudden death.[4] Therefore, evidence
supports the implication of the RAS in the atrial structural and electrical cardiac remodeling
processes, and these alterations may act as triggers for atrial fibrillation (AF) initiation and
maintenance.[5-8] For instance, Xiao ef al. demonstrated in a mouse model that cardiac-specific
angiotensin-converting enzyme (ACE) overexpression produces atrial enlargement causing
AF.[9] Moreover, patients with AF have increased levels of ACE and ATIR in the left
atrium.[10, 11] Additionally, ACE inhibitors (ACEI) and angiotensin receptors blockers reduce
the risk of AF development in heart failure patients, [7, 12-15] while other antihypertensive
drugs have no effect. These data suggest that the RAS may directly influence cardiac structure
and function through local production of Angll and that the beneficial clinical effects of RAS

blockade may not be solely hemodynamic.[16-18]

AF is the most common sustained arrhythmia encountered in clinical practice as it affects
approximately 33.5 million people worldwide.[19] AF is known to be induced by various
remodeling processes, such as electrophysiological and structural remodeling, creating a vicious
circle self-promoting further AF. Consequently, AF is often associated with decreased

conduction velocity and/or changes of the atrial action potential duration (APD) due to
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alterations of ionic currents.[20] Hence, along with the development of atrial fibrosis, a
reduction of atrial Na" current (Ina) density (implicated in the initiation of the action potential),
and a decreased expression of connexins (Cx) (involved in the electrical impulse propagation)
could contribute to a slower conduction velocity in the atria.[2]1] Moreover, changes in several
K* and Ca?" currents have been associated with the development of AF.[22, 23] For instance,
an increase in K' currents or a reduction of L-type Ca*" current (Ica) may enhance the

maintenance of AF by shortening the APD.[24, 25]

Experimental studies also support the role of Angll in cardiac remodeling accountable for
arrhythmia predisposition.[26] Domenighetti ef al. showed that specific cardiac overexpression
of Angll leads to ventricular hypertrophy, decreased contractility, and increased incidence of
ventricular arrhythmias initiated by a reduction of the inward rectifier K current (Ik1).[27] We
previously showed that cardiac-specific overexpression of AT1R caused important ventricular
electrophysiological remodeling, with a reduction of several ventricular K" currents and Ina.[28]
Moreover, we also revealed that AT1R-overexpressed mice develop ventricular contractile
dysfunction with decreased cell shortening ratio, associated with a decrease of Icar, density, Ca?*
transient, sodium-calcium exchanger (NCX) and SR Ca®'-ATPase (SERCA) protein
expression;[29, 30] this ventricular electrophysiological and structural remodeling with
decreased contractility induced by cardiac specific overexpression of ATIR occurred

independently of the development of hypertrophy.
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Based on our previous work, we hypothesized that the cardiac-specific overexpression of AT1R
can also regulate major atrial ionic currents (Na*, Ca?*, and K* currents), which would lead to a
disturbance of the APD, thereby favoring the development of AF. As cardiac conduction is an
important factor in the maintenance of AF,[31] we aimed to investigate the role of connexins in
an AT1R-overexpressed mouse model. Accordingly, the purpose of this study was to determine
if chronic activation of AT1R alters atrial currents properties and connexin expressions, leading
to the onset and maintenance of AF. Briefly, we demonstrated that ATIR overexpression
increased AF susceptibility in association with a decreased atrial Na® currents, Nayl.5
expression and Cx40 gene expression; while atrial hypertrophy caused an additional reduction

of IcaL density and its underlying Ca®" channel a-subunit (Cay1.2).
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Methods

Animals

Heterozygous male C57BL/6 overexpressed AT1R mice aged 50 + 5 days (50d; no hypertrophy)
and 6-8 months (6mo; presence of hypertrophy) as well as sex and age-matched wild-type
littermate controls (CTL) were used in this study. This transgenic mouse model overexpressing
the human ATIR receptor specifically in cardiomyocytes under the control of the mouse a-
myosin heavy chain (a-MHC) promoter was described previously.[1] All experiments were
performed in accordance to the guidelines of the Canadian Council on Animal Care and the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the National Research Council
(8™ ed. National Academies 2011). Experiments were also approved by the Montreal Heart

Institute Animal Care Committee (Protocol 2015-80-03).

Left atrial mouse myocyte isolation

Single atrial myocytes were isolated from the left atrium of male mice by enzymatic dissociation
using Worthington collagenase type II (73.7 U/ml) as previously described.[32, 33] Left atrium
was used as it has been described to be more susceptible to AF.[34-36] In brief, mice were
heparinized (3000 U/kg intraperitoneally) 15 min before removal of the heart to prevent blood
coagulation. Mice were then anesthetized by isoflurane inhalation and killed by cervical
dislocation. The hearts were rapidly removed, and retrogradely perfused through the aorta (2
ml/min) on a modified Langendorff apparatus with the following solutions: 1) 5 min with
HEPES-buffered Tyrode’s solution containing (in mM): 130 NaCl, 5.4 KCI, 1 CaCl,, 1 MgCl,,

0.33 NaoHPOg4, 10 HEPES, and 5.5 glucose (pH adjusted to 7.4 with NaOH); 2) 3 minutes with
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a Ca**-free Tyrode’s solution; 3) 35 minutes with a Tyrode’s solution containing 0.03 mM Ca?*,
20 mM taurine, 0.1% BSA (Fraction V; Sigma Chemicals, St-Louis, MO), and 73.7 U/ml type
IT collagenase (Worthington, Free-hold, NJ); and 4) 5 minutes 30 seconds with a Kraft-Briihe
(KB) solution containing (in mM): 100 K'-glutamate, 10 K'-aspartate, 25 KCI, 10 KH2PO4, 2
MgSOs4, 20 taurine, 5 creatine base, 0.5 EGTA, 5 HEPES, 20 glucose, and 0.1% BSA (pH
adjusted to 7.2 with KOH). All solutions were maintained at 37 + 1°C. At the end of the
perfusion, atria were removed and placed in KB solution. The tissue was minced and triturated
for 3-5 minutes in order to isolate individual atria myocytes. Atrial myocytes cells were stored
in KB at 4°C until being used 2-6 h later. Only rod-shaped myocytes were used for

electrophysiological experimental studies.

Cellular electrophysiology

For Na" and K' current measurements, patch-clamp experiments were performed at room
temperature (20-22°C); while Icar. measurements were carried out at 37°C. Whole-cell voltage
recording methods have been described previously.[28, 37-41] In brief, the myocytes were
placed in a recording chamber (volume ~ 200 pl) on the stage of an inverted microscope, and
given 10 minutes to adhere to the bottom of the bath. The cells were perfused with a solution at
2 ml/min. Pipettes were made from borosilicate glass (World Precision Instruments, Sarasota,
FL, USA), and had resistances in the range of 2—4 MQ when filled with pipette solutions. For
Na' current measurements, cells were perfused with a solution containing (in mM): 132.5 CsCl,

10 glucose, 1 MgCly, 1 CaCly, 20 HEPES, and 5 NaCl (pH adjusted to 7.4 with CsOH). Patch
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pipettes were filled with the following solution (mM): 132.5 CsF, 5 NaCl, 5 Mg-ATP, 10 EGTA,

and 5 HEPES (pH adjusted to 7.2 with CsOH). [28]

For K current measurements, cells were perfused with a previously published HEPES-buffered
Tyrode solution. Patch pipettes were filled with the following solution (mM): 110 K *-aspartate,
20 KCl, 8 NaCl, 1 MgCl, 1 CaCla, 10 BAPTA, 4 K>-ATP, and 10 HEPES (pH adjusted to 7.2

with KOH).[33, 39, 42, 43]

For L-type Ca*" current measurements, cells were perfused with a solution containing (in mM):
10 CsCl, 5.5 glucose, 0.5 MgCly, 2 CaCly, 5 HEPES, and 145 TEACI (pH adjusted to 7.4 with
CsOH). Patch pipettes were filled with the following solution (in mM): 100 aspartic acid, 70
CsOH, 40 CsCl, 2 MgCl,, 4 Mg-ATP, 10 EGTA, and 10 HEPES (pH adjusted to 7.2 with

CsOH).[30, 40]

Whole-cell voltage recordings protocols were previously published.[28-30, 39-41] Briefly, the
recordings were obtained using ruptured patch technique with an AxoPatch 200B patch-clamp
amplifier (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Series resistances were in the range of 4-

8 MQ. Only cells with a compensated series resistance (Rs) (compensation set at 50-70%) of 10

MQ or less were kept for analysis. Voltage-clamp currents were low-pass filtered at 2 kHz with
a 4-pole Bessel analog filter, digitized at 4-10 kHz using pCLAMP 10.2 (Molecular Device).
Recorded membrane potentials were corrected by -10 mV to compensate for the liquid junction
potential. Briefly, the peak Na* current (Ina) was elicited by a series of 40-ms test potentials
varying from -90 mV to +15 mV in 5 mV increments from a holding potential of -90 mV at a

frequency rate of 0.1 Hz.[28] Total K* current was elicited by a series of 500 ms test potentials
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varying from -110 mV to +50 mV in 10 mV increments from a holding potential of -80 mV at
a frequency rate of 0.1 Hz.[29, 39, 42] L-type Ca** current (Icar) was elicited by a series of 250
ms test potentials varying from -50 mV to +60 mV in 5 to 10 mV increments from a holding
potential of -90 mV preceded by a prepulse of 50 ms at -50 mV in order to inactivate Na* current

and Icar.[30, 40]

Quantitative polymerase chain reaction (qPCR)

Reverse transcription and qPCR for Nayl.5, Cav1.2, Cx40, Cx43, and ANP was performed on
left atrial total RNA as previously published.[30, 37, 38] Briefly, total RNA was isolated from
the atria with a RNeasy fibrous tissue kit (Qiagen) and treated with DNase I to prevent
contamination by genomic DNA. cDNA were synthesized with the Maxima Reverse
Transcriptase enzyme kit (Fermentas) and primers specific for the genes of interest (Table 1).
The qPCR was then performed using DyNAmo Color Flash SYBR Green qPCR kit (Thermo
Scientific) and a real-time PCR system (MX3005P QPCR system; Stratagene). Each sample
was analyzed in triplicate and the analysis of mRNA expression was quantified relative to the
mean level of two housekeeping genes (murine cyclophyllin and succinate dehydrogenase
complex subunit A (SDHA) mRNA) signal. For all gPCR experiments, two left atria were used

per sample (n).

Electrically programmed stimulations (EPS) studies

In vivo studies were performed under anesthesia (2% isoflurane). The body temperature of the

mice was monitored and kept at 37°C by the use of a heating pad. In order to study the incidence
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of AF in mice, an octopolar catheter electrode (Transonic, 1.2F) designed for mouse
electrophysiology was introduced into the heart through the right jugular vein. Bipolar
recordings were obtained from the distal two electrode pairs and right atrial pacing was
performed at 1.5 time the pacing threshold. Atrial stimulations were made downstream of the
recording area within the right atrium using programmed electrical stimulations where a drive
train of 8 paced beats repeated 26 times was used. The paced cycle length was sequentially
reduced in 10 ms decrements steps with a minimal coupling interval of 50 ms. The stimulus was
repeated 8 times every second. To be considered as AF, the event has to last more than 1 second

and be induced more than once per animal.

Statistical analysis

All the results are expressed as mean + standard error of the mean. An unpaired two-tailed
Student’s #-test or a one-way ANOVA were used when appropriate. The post test used was
Tukey’s HSD (highest significant difference) post hoc test. Statistical analysis was performed
using Origin 8.0 (OriginLab Corporation). A p-value inferior to 0.05 was considered statistically

significant. n represents for the number of cells, N represents the number of mice.
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Results

Inducibility of atrial fibrillation is higher in AT1R mice

Using EPS protocols to trigger AF in the right atrium, we compared inducibility of AF between
transgenic mice of 6-month-old overexpressing ATIR and their age-matched CTL.
Representative surface electrocardiogram (ECG) and intracardiac ECG (iECG) recordings in
normal sinus rhythm (NSR) and following AF are displayed in Figure 1A. To confirm the
catheter’s position inside the atria, the biggest deflection in NSR on the iIECG must be aligned
with the P-wave of the surface ECG. Morecover, this data demonstrated that the mouse reverts
to NSR following an AF event; indeed, during an AF event, there were multiple P-waves per
QRS complexes and upon recovery, we observed only one P-wave per QRS complex, similar
to the ECG before the burst stimulation. Compared to NSR, the deflections recorded in the iIECG
during an AF event were chaotic. In these experiments, arrhythmic events had to last more than
1 second and be repeated at least once during the protocol to be considered as an atrial
fibrillation. Finally, a higher susceptibility to AF events in the AT1R mice (7 out of 12 mice;
58%) compared to their age-matched CTL (5 mice out of 12; 42%), as shown in Figure 1B,

suggested higher predisposition of developing AF with chronic RAS activation.

Cardiac remodeling in AT1R mice

Atrial natriuretic peptide (ANP) expression and cell capacitance at both ages (50d and 6mo) in
the two groups (CTL and ATIR) were measured to confirm the presence of atrial fibrosis and
hypertrophy at the molecular and cellular level, respectively (Figure 2). Levels of ANP mRNA

expression was comparable in left atrial tissues isolated from 50d CTL and AT1R mice (p =
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0.95). Furthermore, atrial cell capacitances were also similar between groups in 50d mice (CTL:
44 + 2 pF, n = 17; AT1R: 49 + 2 pF, n = 25; p = 0.11). Together, these data suggested the
absence of atrial fibrosis and hypertrophy at the molecular and cellular levels in 50d AT1R mice.
By contrast, there was a two-fold increase in ANP mRNA levels in 6mo AT1R mice (p < 0.05)
and 43% increase in cell capacitances compared to CTL (CTL: 48 + 1 pF, n =29; ATIR: 69 +
3 pF,n=20; p <0.05). Thus, AT1R overexpression leads to significant atrial hypertrophy over
time as previously shown at the ventricular levels.[28-30] Then, we intended to further delineate

the effect of AT1R overexpression and atrial hypertrophy on atrial electrophysiology.

Overexpression of AT1R reduces Ina, Nav1l.5, and Cx 40 expression in young animals

We have previously shown a reduction of Ina in AT1R ventricular myocytes which caused a
slower maximal velocity of the action potential upstroke.[28] Figure 3 compared Ina density
between CTL and AT1R at 50d. Voltage clamp data in 50d mice (Figure 3A and B) depicted a
reduction of Ina density in ATIR mouse (at -40 mV: -9.6 + 1.4 pA/pF, n = 14, N = 5) compared
to their age-matched CTL (-27.1 + 2.1 pA/pF, n = 13, N =4, p < 0.05). Consistent with these
electrophysiological findings, a significant decrease of Nay1.5 mRNA expression in the atrial
tissue of the 50d ATIR mice was found (Figure 3C). Moreover, qPCR data from Figure 4
depicted a 45% reduction of left atrial Cx40 mRNA expression in 50d AT1R mice (p < 0.05),
while Cx43 mRNA levels were similar in the 2 groups. These results indicated that ATIR
overexpression leads to modifications of Nay1.5 and Cx40 transcription modulating atrial action

potential depolarisation and conduction, which could promote AF.
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IcaL and K* currents are unaffected by AT1R overexpression at 50 days

As mentioned above, we previously reported a reduction of Icar, and K' currents in ventricular
myocytes of 50d ATIR mouse, indicating that chronic activation of ATIR before the
development of hypertrophy reduces Icar and K' current and were associated with a reduced
mRNA expression of the underlying ion channel a-subunits.[29, 30] Based on previous
observations in ventricular myocytes, we examined Icar and K currents in atrial myocytes of
50d mice. Unlike ventricular data, atrial Icar density was comparable between ATIR (at 0 mV;
-3.7+ 0.2 pA/pF; n =25, N=6; p = 0.12) and CTL mice (-4.2 + 0.3 pA/pF; n = 21, N =7)
(Figure 5). Similarly, no difference in the outward portion of the total K™ current density was
observed between atrial myocytes from CTL (at +30 mV; 18.6 £ 2.2 pA/pF; n=17, N =5) and
ATIR mice (15.1 £ 1.3 pA/PF; n=13, N =5; p = 0.21) nor in the inward portion of the total K*
current density between both groups (at-110 mV; CTL: -14.8 £ 3.7 pA/pF;n=17,N=5; AT1R:
-14.5 £ 2.8 pA/pF; n =13, N =5, p = 0.74) (Figure 6). Therefore, these results indicated that
atrial Icar and total K currents are unaltered by cardiac-specific ATIR overexpression,
suggesting different mechanisms of ionic regulation by the RAS between the ventricles and

atria.

Electrophysiological and ECG parameters related to Na™ and connexin expression in atrial

myocytes of 50 day-control and AT1R mice

As Ina 1s highly implicated in the action potential depolarization phase, we decided to verify its
implication in the action potential amplitude (APA) and maximal velocity of the action potential

(Vmax). Our data (shown in Table 1a) revealed a decreased atrial APA (CTL: 109.7 £ 5.4 mV,
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n=15; ATIR: 82.5 + 4.8 mV, n =10, p < 0.05) and Vmax (CTL: 88.2 = 3.4 mV/ms, n = 15,
ATIR: 31.5+ 4.8 mV/ms, n =10, p < 0.05) in 50d ATIR mice compared to CTL, consistent
with the reduction of atrial Ina density. Then, we looked at the P-wave duration, representing
atrial depolarisation, and PR interval, reflecting the duration of atrial AP and electrical
propagation from one cell to the other (therefore influenced by both Ina density and Cx
expression), in order to determine if the decreased Ina and Cx40 would affect atrial
depolarisation and conduction time. We found prolonged duration of the P-wave (CTL: 10.2 +
0.5ms, N=1; ATIR: 15.4 £ 0.8 ms, N=7, p <0.05) and PR interval (CTL: 31.1 £ 0.6 ms, n=
11; ATIR: 43.4+ 0.9 ms,n =7, p < 0.05) in 50d AT1R mice compared to their age-matched
CTL. Consequently, the lower APA and Vmax and increased duration of the P-wave and PR
interval were associated with the lower Ina density and expression of Cx40, which could all

contribute to AF.

Atrial hypertrophy does not exacerbate the reduction of Ina and Cx40 in ATIR mice

Comparison in Ina between 6mo CTL vs. AT1R was shown in Figure 7, depicting a reduction
of Ina in AT1R mice (at -40 mV; -11.6 = 2.0 pA/pF, n =15; p < 0.05) compared to CTL (-29.2
+ 3.9 pA/pF, n = 15). Moreover, these values were similar to what was observed in 50d mice
(ATIR: -9.6 £ 1.4 pA/pF, n = 14, N = 5; CTL: -27.1 + 2.1 pA/pF, n = 13, N =4 p = NYS),
indicating that the presence of hypertrophy did not further decrease Ina density. Consistent with
electrophysiological data, mRNA expression of Nay1.5 in 6mo AT1R mice was reduced by 39%
(Figure 7C), which was similar to 50d Nay1.5 mRNA reduction (34 + 9% at 50d vs. 39 + 8% at

6mo; p =NS). Cx40 and Cx43 were then compared between 6mo AT1R and CTL mice in Figure
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8. Similar to our observation in 50d mice, 6mo ATIR mice mRNA expression of Cx40 was
reduced by 55% compared to CTL, as shown in Figure 8A, (45 = 10% at 50d vs. 55 £ 3% at
6mo; p = NS) while Cx43 expression was similar between 6mo AT1R mice and age-matched

CTL (Figure 8B).

The decrease in Ina density and Cx40 expression in the 6mo AT1R mice led to a comparable
decrease in APA (CTL: 118.7+2.6 mV,n=21; AT1R: 109.0 £ 3.7 mV, n =15, p < 0.05) and
Vmax (CTL: 72.3+3.4mV/ms,n=21; ATIR: 42.3+ 5.3 mV/ms, n= 15, p<0.05) and increase
in P-wave duration (CTL: 10.6 £ 0.3 ms, n=8; ATIR: 19.8 £ 1.5 ms, n =8, p <0.05) and PR
interval (CTL: 37.2+ 1.5 ms, n=8; ATIR: 47.8 £ 1.9 ms, n = §, p < 0.05) when compared to
the CTL (Table Ib). Because Ina density and Cx40 expression were similarly reduced in ATIR
mice of both age groups when compared to CTL (Figure 3, 4, 7 and 8), this implies that

hypertrophy yields no further effect on Nay1.5 and Cx40 mRNA expression.

Atrial hypertrophy decreases IcaL but does not affect K* currents

Voltage clamp data showed a decreased Icar density in 6mo ATIR (at 0 mV; -3.6 + 0.2 pA/pF;
n =26, N = 6) mice compared to CTL (-5.4 + 0.4 pA/pF; n =28, N =7; p <0.05) (Figure 9A-
B). Consistent with these electrophysiological findings, qPCR data showed a 30% reduction of
Cav1.2 mRNA expression in the ATIR compared to CTL mice (p < 0.05) (Figure 9C). On the
other hand, total K" current density remains unaffected in 6mo AT1R mice compared to CTL.
Indeed, neither the outward nor the inward portion of the total K current were different between
ATIR (at +30 mV: 12.6 £ 0.8 pA/pF; at -110 mV: -13.83 £ 0.5 pA/pF; n=31,N=14) and CTL

mice of 6mo (at +30 mV; 14.1 £ 0.9 pA/pF, p=0.07; at-110 mV: -15.8 = 0.8 pA/pF, p = 0.052;
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n =39, N = 11) (Figure 10A-B). Together, the Ca’" and K" currents data showed that Ic.. and
K" currents were unaffected by ATIR overexpression alone and that presence of atrial
hypertrophy reduced Icar through regulation of Cayl.2 mRNA, whereas K* currents were

unaltered by the AT1R-induced hypertrophy.
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Discussion

Summary of main findings

We used mice with cardiac-specific ATIR overexpression to determine whether chronic
activation of the RAS cause atrial remodeling and promote atrial fibrillation development. First,
we found increased susceptibility to atrial fibrillation in mice with AT1R overexpression,
associated with selective reduction in Ina which did not affect Icar and K atrial currents. In line
with these results, Nay1.5 mRNA expression was also selectively reduced in atrial tissues of
ATIR mice, together with Cx40 reduction, whereas Cx43 was unaltered. These data paralleled
the electrophysiological findings of decreased APA and Vmax and increased P-wave and PR
interval duration on the surface ECG of AT1R mice. In older animals, while Ina density and
Cx40 expression were not further reduced by atrial hypertrophy, reduction of Ic.L density and
Cavl.2 expression were observed; though, K™ current density and Cx43 expression were
unaffected by atrial hypertrophy. Finally, the action potential (APA and Vmax) and ECG (P-
wave duration and PR interval) properties of 6mo ATIR mice were modulated in a similar

manner as the 50d mice when compared to their age-matched CTL.

Role of sodium current and connexin 40 in atrial conduction

Sodium channels play an important role in the initiation and configuration of the action
potential. Indeed, we have previously demonstrated that a decreased ventricular Ina in ATIR
mice led to the widening of the QRS complex.[28] Moreover, other studies have shown the
association between Na channels and AF; for example, Sossala et al. have established that

Nay1.5 expression and peak Ina density were significantly reduced in AF patients compared to
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healthy patients [44] and Yue et al. have shown that dogs with AF had a reduction of atrial
Navy1.5 mRNA and protein expression.[45] Furthermore, a loss-of-function in Nayl1.5 often
resulted in severe conduction disturbances.[46] Therefore, by delaying the depolarisation of the
action potential, this electrophysiological remodeling can cause slower electrical propagation
and, more importantly, can result in the development of abnormal electrical activities in atrial
myocytes, favoring ectopic firing and re-entry events. We have demonstrated that Nay1.5 is a
major determinant of conduction velocity, where a reduction of atrial Na* current was associated
with a decrease of amplitude and maximal velocity upstroke of the atrial action potential, in

agreement with published literature.

In the mature murine heart, Cx40 is the dominant connexin in the atria, while Cx43 is
predominantly expressed in the ventricles and Cx45 is majorly expressed in the specialized
conduction system.[47] The regional remodeling of connexins may contribute to the
spatiotemporal organization of connexins leading to AF. This remodeling can go from
lateralization of the connexin expression to the reduction of its expression, causing respectively,
an alternate conductive pathway or a reduced conduction velocity within the atria. [48] Clinical
data have reported that during AF, connexin levels were reduced and laterally distributed at the
cell surface.[49] However, other studies have shown an increased expression of Cx40 in AF
animal models.[50] In those cases, the authors explained the increase as the result of a higher
global protein expression associated with an increased lateralization of Cx40 expression.
Finally, along with lower Na* currents, the reduced expression of Cx40 observed in our study
led to a slower atrial conduction velocity (as seen in Table 1 where PR intervals were increased

in ATIR mice), which can favor the occurrence of AF.
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Influence of the renin-angiotensin system on atrial K* and Ca?* currents

Several studies support the role of AnglIl in ventricular K currents regulation. Indeed, we have
previously observed that Angll reduced Ik1,[27] I, Ikur,[29], and the rapid component of the
delayed rectifier potassium current (Ikr) in ventricular myocytes.[51] Therefore, we sought to
determine if disturbances of atrial K" currents would play a primordial role in AF predisposition
and showed that neither AT1R overexpression nor hypertrophy affected atrial K" currents,

demonstrating that RAS regulation on K currents differs between ventricles and atria.

Previous studies have shown the impact of Angll on L-type calcium channels. We previously
found a decreased Icar density in mouse ventricles exposed to a cardiac-specific overexpression
of ATIR.[30] Moreover, Laszlo ef al. have shown that the use of Enalapril, an ACE inhibitor,
increased Icar density in rabbit atria, but could not revert the decreased Ica. caused by rapid
atrial pacing.[52] Laszlo’s results may explain why the use of ACEI are more efficient to prevent
the occurrence of atrial fibrillation in patients with heart failure, rather than “cure” atrial
fibrillation.[53] Furthermore, the reduction of Ica can be a compensatory mechanism in
response to the increased cytosolic Ca** concentration following rapid atrial pacing, rendering
the use of Enalapril ineffective (negative feedback loop). Based on our current findings, ATIR
overexpression did not directly alter atrial Icar, as shown by the unchanged current density and
Cavl.2 mRNA relative expression in 50d ATIR versus CTL mice, which reiterated the

difference in ionic regulation by the RAS between ventricles and atria.
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Modulation of L-type Ca?* channels by atrial hypertrophy

Atrial structural remodeling is characterized by the development of myocytes hypertrophy and
atrial fibrosis due to the expansion of the extracellular matrix, interstitial fibroblast proliferation
and its differentiation into myofibroblasts. These fibroblasts can interact with cardiomyocytes
electrically by slowing conduction and depolarizing the resting membrane potential of
cardiomyocytes which leads to a decrease in action potential amplitude,[54] shortening of
action potential duration and increased AF risk.[55] Furthermore, it has been reported that
cardiac-specific ACE overexpression caused atrial enlargement and AF,[9] by affecting K" and
Ca®" currents.[56] This overexpression of ACE would synthesize more Angll leading to
increased activation of ATIR. Moreover, using a combination of AT1R-overexpression and
angiotensinogen-KO (to block the synthesis of Angll) mouse model, Yasuda et al. have shown
increased atrial dilation accompanied by fibrosis and these effects were prevented when
Candesartan, an ATIR antagonist, was used.[57] Likewise, we showed that ATIR

overexpression in 6mo mice caused atrial hypertrophy at the cellular and molecular levels.

In this study, we have shown differential regulation of L-type Ca®" channels by the RAS in the
atria compared to previous work done on the ventricles. However, it seems that following the
occurrence of the RAS-induced atrial structural remodeling, regulation of Icar 1s similar between
chambers. Indeed, Alvin et al. found that volume overload-induced hypertrophy reduced Icar in
rat ventricular myocytes and that a 3 week-course treatment with an ACEI, Captopril, recovered

it,[58] while we demonstrated that only the atrial L-type Ca*>" channel (Cay1.2) and current were
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reduced by hypertrophy. These observations suggested that Icar can be affected by RAS-

associated hypertrophy and their regulation can be similar in the ventricles and atria.

Limitations of the study

It was technically impossible to evaluate AF susceptibility in 50d mice using EPS studies, owing
to their small size. Nevertheless, it is likely that EPS data performed in 6mo mice could be
translated in the 50d mice; since electrophysiological (Ina density), molecular biology (Cx40
mRNA expression) and physiological (action potential and ECG properties) data were similarly

altered by the overexpression of ATIR in the two age groups, 50d and 6mo mice.

Conclusion

In conclusion, we demonstrated that increased activity of the RAS could lead to a slower action
potential velocity and conduction delays in mouse atria. The overexpression of AT1R reduces
Ina (and Navl.5) density and Cx40 expression through transcriptional modifications; while
RAS-induced hypertrophy only decreased Ica. density and Cavyl.2 expression. Our results
clearly demonstrated that the ion channels in the atria and the ventricles are differently regulated
by the renin-angiotensin system. Finally, our findings also suggest that the lower Ina and Cx
expression have an important impact on the atrial myocytes action potential parameters and
conduction system, providing potential explanation on the cellular mechanisms responsible for
the increased incidence of AF in cardiovascular diseases with neurohormonal activation and

increased RAS activity.
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Table I. Comparison of action potential and ECG parameters related to atrial conduction in

CTL and AT1R mice.

50 days-old mice CTL ATIR
APA (mV) 109.7 £ 5.4 (15) 82.5+4.8 (10)*
Vmax (mV/ms) 88.2 + 3.4 (15) 31.5+4.8 (10)*

PR interval (ms)

P-wave duration (ms)

31,1+ 0.6 (11)

10.2+ 0.5 (11)

433+ 0.9 (7)*

15.4 £ 0.8 (7)*

6 months-old mice CTL ATIR
APA (mV) 118.7£2.6 (21) 109.0 £3.7 (15)*
Viax (MV/ms) 72.3+£3.4(21) 423+ 5.3 (15)*

PR interval (ms)

P-wave duration (ms)

372+ 1.5 (8)

10.6+ 0.3 (8)

47.8+ 1.9 (8)*

19.8 + 1.5 (8)*

Values are presented as mean + SEM, with numbers of cells in parenthesis
CTL = control; ATIR = angiotensin II type 1 receptor; APA = action potential amplitude;
Vmax = maximal velocity of the action potential upstroke. APA and Vmax are obtained from

left atrial myocytes.
*p <0.05 vs. age-matched CTL
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Figure 1. AT1R increases AF inducibility. (A) Typical recording
of a surface ECG (lead I) (top) and intracardiac ECG (iECG)
(bottom) in right atrium of 6 month-old male mice. AF is triggered
following 8 atrial burst stimulations (Burst stim.) (1s at S1S1: 50-
10 ms, 10 ms stepwise reduction repeated 26 times). Normal sinus
rhythm (NSR) is restored after AF termination. (B) Bar graph
shows AF inducibility (event >1s) (%) in CTL (42%) and
overexpressing AT1R (58%) mice. The data shows that compared
to CTL, AT1R mice tend to be more susceptible to AF events.
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Figure 2. Atrial natriuretic peptide mRNA expression and cell
capacitance in AT1R mice and age-matched littermate CTL.
(A) Relative ANP mRNA expression (%) in left atrial tissues of
ATIR (n = 4; N = 8) and CTL (n = 3; N = 6) in 50-day-and 6-
month-old mice (*p<0.05) is used as a marker fibrosis. (B)
Cellular hypertrophy is determined by measuring the cell
capacitance in freshly isolated left atrial myocytes of 50-day-and
6-mo-old ATIR (50d: n = 25; 6 mo: n = 20) and CTL (50d: n =
17; 6 mo: n = 29) mice (*p<0.05). Hypertrophy is only observed
in 6mo ATIR mice.
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Figure 3. I, is reduced in left atrial myocytes from 50-day-
old AT1R mice compared to age-matched littermate CTL. (A)
Typical recordings of I, in freshly isolated left atrial myocytes
of CTL (top) and AT1R (bottom) mice obtained with the voltage
protocol shown in inset and dotted lines indicate zero current. (B)
Mean I, current-voltage relationships show a reduction of I, in
ATIR (n=14, N =5) vs CTL (n = 13, N = 4; *p<0.05). (C) Bar
graph presents a lower relative Nay, 1.5 mRNA expression (%) in
ATIR compared to CTRL left atrial tissues (n = 4; N = §;
*p<0.05).
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Figure 4. Cx40 mRNA expression is reduced in left atrial
tissues isolated from 50-day-old AT1R mice compared to age-
matched littermate CTL. (A) Relative Cx40 mRNA expression
(%) 1n left atrial tissues is lower in ATIR (n = 4; N = §) when
compared to CTL mice (n = 3; N = 6; *p<0.05). (B) No difference
1s observed in relative Cx43 mRNA expression (%) in left atrial
tissues between ATIR (n = 4; N = 8) and CTL mice (n = 3; N =
0).
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Figure 5. I, is similar between left atrial myocytes of S0-
day-old AT1R mice and age-matched littermate CTL. (A)
Typical recordings of I,; in freshly isolated left atrial myocytes
of CTL (top) and AT1R (bottom) mice obtained with the voltage
protocol shown in inset and the dotted lines indicate zero current.
(D) Mean I, current-voltage relationships show no difference
between the 2 groups (CTL: n=21,N=7; ATIR: n=25, N =6).
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Figure 6. Total K* current is similar between left atrial
myocytes of 50-day-old ATIR mice and age-matched
littermate CTL. (A) Typical recordings of total K* currents in
freshly isolated left atrial myocytes of CTL (top) and ATIR
(bottom) mice obtained with the voltage protocol shown in inset
and the dotted lines indicate zero current. (B) Mean total K*
current-voltage relationships show no difference between the 2
groups (CTL: n=17, N=5; ATIR: n=13, N =5).
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Figure 7. Iy, is reduced in left atrial myocytes of 6-month-old
AT1R mice compared to age-matched littermate CTL. (A)
Typical recordings of Iy, in freshly isolated left atrial myocytes of
CTL (top) and AT1IR (bottom) mice obtained with the voltage
protocol shown in inset and the dotted lines indicate zero current.
(B) Mean Iy, current-voltage relationships show a reduction in
ATIR mice (n = 15, N = 5) compared to CTL (n = 15, N =4)
(*p<0.05). (C) Bar graph presents a lower relative Na,, 1.5 mRNA
expression (%) in AT1R left atrial tissues compared to CTL (n =

4; N = 8; *p<0.05).
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Figure 8. Cx40 mRNA expression is reduced in left atrial
tissues isolated from 6-month-old AT1IR mice compared to
age-matched littermate CTL. (A) Reduced relative Cx40
mRNA expression (%) in left atrial tissues of ATIR (n=4/group)
compared to CTL mice (n = 3/group; N = 8; *p<0.05). (B) No
change in relative Cx43 mRNA expression (%) in left atrial
tissues 1s seen between ATIR (n =4; N = 8) and CTL mice (n = 3;
N =28).
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Figure 9. I,, is reduced in left atrial myocytes of 6-month-
old AT1R mice compared to age-matched littermate CTL.
(A) Typical recordings of I, in freshly isolated left atrial
myocytes of CTL (top) and AT1R (bottom) mice obtained with
the voltage protocol shown in inset and the dotted lines indicate
zero current. (B) Mean I, current-voltage relationships show a
reduction in AT1R mice (n =26, N = 6) compared to CTL (n =
28, N = 7) (*p<0.05). (C) Bar graph presents a lower relative
Cay1.2 mRNA expression (%) in ATIR left atrial tissues
compared to CTRL (n = 4; N = §; *p<0.05).
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Figure 10. Total K* current is similar between left atrial
myocytes of 6-month-old AT1R mice and age-matched
littermate CTL. (A) Typical recordings of total K* current in
freshly isolated left atrial myocytes of CTL (left) and ATIR
(right) mice obtained with the voltage protocol shown in inset
and the dotted lines indicate zero current. (B) Mean total K*
current-voltage relationships show no difference between the 2
groups (CTL: n =39, N=11; ATIR: n =31, N = 14).
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ABSTRACT

Atrial fibrillation (AF) is the most common sustained cardiac arrhythmia encountered in clinic,
yet the cellular and molecular mechanisms behind the higher prevalence of AF in men have not
been explored. Atrial remodeling is a critical process involved in the development of AF and
includes changes in the electrophysiological and conduction properties of the atrium. In light of
the higher male susceptibility to AF, we hypothesize that androgens play a major role in the
regulation of the atrial electrical activity which could contribute to the increased prevalence of
AF in men. Accordingly, the aims of this study were to identify electrophysiological substrates
involved in this higher prevalence of AF in men and the role of androgens. Intracardiac electrical
programmed stimulation studies showed that the occurrence of AF was higher in adult male
mice of 4-5 months old (52.4%) than their age-matched females (25.0%) counterparts. Voltage-
clamp experiments, done in the left atria (origin of AF), revealed that atrial Na” and K currents
were similar between both sexes, but the density of L-type Ca** current was 22.7% lower in
females, which was consistent with Cay1.2 mRNA expression. Cx40 mRNA expression was
40% lower in male compared to female mice, while Cx43 was similar between the sexes.
Finally, to assess the role of androgens in the male prevalence of AF, orchiectomized mice
(ORC) were also studied; ORC exhibited lower AF incidence (37.5%) and higher levels of Cx40
mRNA when compared to intact male mice. In summary, AF susceptibility is higher in male
mice than female, consistent with clinical observations. Changes in ionic currents could not
explain the male prevalence of AF. However, a lower Cx40 expression could contribute to their
increased AF susceptibility. Overall, the data obtained in the ORC mice strongly support a role

for androgens in the sex-related differences in AF susceptibility.

Keywords: Atrial fibrillation, Connexins, Androgens, Electrophysiology
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INTRODUCTION

The severity and incidence of cardiac arrhythmias differ considerably between men and women;
yet, only few clinical studies investigating sex-related differences in cardiac function are being
reported.[1] For instance, women have a longer QTc interval than men which causes them to be
more prone to develop torsades de pointes, a severe polymorphic ventricular tachyarrhythmia.
On the other hand, men are more susceptible to develop arrhythmias such as Brugada syndrome,

early repolarization syndrome, and atrial fibrillation (AF).[2-5]

Atrial fibrillation is the most frequent sustained arrhythmia encountered in clinical practice and
its two most common independent risk factors are male sex and age. Worldwide, AF affects
more than 33.5 million people and 62.4% of them are men.[6] Indeed, AF affects more than two
times men than women. Also, AF prevalence increases with age, from 1-2% in the general
population up to 10% in the elderly (>80 years old).[ 7] Finally, despite being a so-called benign
rhythm disturbance, AF burden on the healthcare system is important, representing one third of
hospitalizations related to cardiac arrhythmias, making AF an extremely costly medical

condition.

Atrial fibrillation is defined as a very rapid and disorganised propagation of the electrical
impulse within the atria, leading to loss of the atrio-ventricular synchrony. Atrial fibrillation
can also lead to cardiovascular complications, morbidity and mortality.[8] First, an uncontrolled
ventricular rate and irregular R-R intervals induced by atrial fibrillation can reduce cardiac

contractility, even lowering the ejection fraction, and causing symptomatic heart failure.
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Moreover, due to its chaotic rhythm and the absence of organized mechanical contraction, stasis
can occur in the atria, causing accumulation of blood clots which can be dislodge, causing
peripheral emboli and strokes. Indeed, patients with AF have three to five times more risk of

having an ischemic stroke and it is estimated that 15% of all strokes are due to AF.[9]

A phenomenon called electrophysiological remodeling has been described to explain AF
occurrence and maintenance.|[ 10] It is characterized by a decrease in cardiac conduction velocity
and shortening of the atrial action potential duration (APD) due to alterations of the balance
between inward and outward ionic currents.[11] For instance, a reduction in APD through
downregulation of L-type Ca** current (IcaL) or increase of inward-rectifier K* currents (such as
Ik1 and Ikach) has been associated with AF development.[12-15] Additionally, it has been
reported that a decreased in Na* current (Ina) is often associated with a decreased in APD and
conduction velocity.[16-18] Of note, the ultra-rapid delayed rectifier K current (Ikur) that has
been shown to be functional exclusively in the atria has been reported to be increased in patients
with AF.[19-21] Moreover, previous experimental studies have shown that androgens regulate
ventricular electrophysiological properties, suggesting that similar effect could occur in atrial
myocytes.[22-24] Notably, we have found that androgen deficiency in mice leads to a reduction
of ventricular Ixyr current density and its underlying K* channel (Kv1.5) mRNA expression.[25]
Thus, changes in ionic channels can shorten the atrial APD by reducing Na® and Ca®" currents,
or increasing K" current and these electrophysiological remodelings can facilitate the

appearance of re-entry phenomenon which contributes to the development of AF.
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Connexins (Cx) are expressed in the plasma membrane of the cell and are located at the
intercalated disks of cardiomyocytes. Cx from adjacent cardiomyocytes are longitudinally
linked to each another by its extremity forming a gap junction. The Cx allow a link to be formed
between the cytoplasmic compartment of adjacent cells and provide low-resistance pathways
for electrical coupling between cardiomyocytes.[26] Hence, Cx are important in the
perpetuation of the action potential from one cell to another [27]. In the mature murine heart,
Cx43 is predominantly expressed in the ventricles; while Cx40 is the dominant Cx in the atrial
myocytes.[28, 29] The initiation of AF has been associated with alterations in gap junction
function by enhancing heterogeneous atrial conduction.[30, 31] Furthermore, mouse studies
showed that altering Cx40 led to a predisposition to re-entrant arrhythmias and impaired
propagation of depolarization through atrial tissues.[32-34] Therefore, reduction of connexin

expression can contribute to the slower conduction velocity in the atria which can favor AF.

Considering that men are much more likely to suffer from AF and our previously reported
regulation of ventricular ionic currents by androgens, we aim to investigate the relationship
between androgens and the higher prevalence of AF in males. Our main finding reports that
male mice have higher incidence of AF associated with a decreased expression of Cx40 and

these effects are reversed in an androgen-deficient mouse.
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METHODS

Animals

Four- to five-month-old adult CD-1 male and female mice were used in this study. We used
young adult mice in order to separate the two common risk factors of AF (age and sex). CD-1
strains of mice were chosen because of their vigorous reproductive activity associated with

physiological levels of testosterone when compared to other mouse strains.[35, 36]

To study the effects of androgens, 30-days old mice were castrated, just before sexual maturity
and kept for 3 months, long enough for the absence of androgen to significantly regulate the
cardiac electrophysiological properties.[25] ORC mice were subjected to a bilateral removal of
the testis through a ventral midline skin incision. All experiments were performed in accordance
to the guidelines of the Canadian Council on Animal Care and the Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals published by the National Research Council (8" ed. National Academies
2011). Experiments were also approved by the Montreal Heart Institute Animal Care Committee

(Protocol 2015-80-03).

Mouse atrial myocyte isolation
Single atrial myocytes isolation protocol has been described in the previous manuscript. For
electrophysiological experimental studies, only rod-shaped myocytes from the left atrium were

used as they have been shown to be more susceptible to AF.[37-39]

Cellular electrophysiology
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Electrophysiological protocols to measure Na', K* and Ca*" currents were performed as

described in the previous manuscript.

Quantitative polymerase chain reaction (qPCR)
Reverse transcription and qPCR for the a subunit of Cav1.2, Cx40, and Cx43 was performed on

left atrial total RNA as previously described (first paper).

Electrically programmed stimulations (EPS) studies

In vivo studies were performed under 2% isoflurane anesthesia and all electrically programmed

stimulations studies were achieved using similar protocol to the first paper in this thesis.

Statistical analysis

All the results are expressed as mean + standard error of the mean. An unpaired two-tailed
Student’s #-test or a one-way ANOVA were used when appropriate. The post test used was
Tukey’s HSD (highest significant difference). Statistical analysis was performed using Origin
8.0 (OriginLab Corporation). A p-value inferior to 0.05 was considered statistically significant

and n equals the number of cells or atria, while N equals the number of mice.
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RESULTS

Male mice are more susceptible to atrial fibrillation than female mice

To determine whether the male prevalence of AF found in human was also observed in mice,
we used electrical programmed stimulation (EPS) protocols to trigger AF in adult male and
female mice of 4-5mo. By using mice at this age, it allowed us to separate sex and age, two
major risk factors of AF. Figure 1A was a representative recording of intracardiac ECG (iIECG)
and lead I surface ECG obtained following electrical stimulation of the right atria. Panel B of
Figure 1 displayed the higher susceptibility of AF events (>1s) in male mice (11 out of 21 mice;
52.4%) compared to female (6 mice out of 24; 25%). In these experiments, arrhythmic events
had to last more than 1 second and be repeated at least once during the protocol to be considered
as atrial fibrillation. These results showed that mouse replicates the male-female preponderance

ratio of AF seen in humans.

Ionic current density comparison between male and female mice

Changes in ionic currents leading to alterations of action potential durations are often reported
in AF patients. First, Ina, Ica and total K™ currents were measured using voltage-clamp
techniques on freshly isolated left atrial myocytes from male and female mice. Current-voltage
(I-V) relationships of Ina shown in Figure 2 displayed no difference between both sexes (at-35
mV; Male: -20.3 £ 2.1 pA/pF; n =11, N = 3; Female: -19.1 £ 2.2 pA/pF; n =13, N=3; P =
NS). Similarly, voltage-clamp experiments summarized in Figure 3 showed no difference in the
outward K current density (at +30 mV; Male: 20.5 + 2.8 pA/pF, n= 13, N=5; Female: 21.4 +

1.0 pA/pF, n =26, N =9; p=NS) nor in the inward K" current density between both sexes (at -
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110 mV; Male: -12.7 £ 0.9 pA/pF, n =13, N = 5; Female: -13.8 £ 0.8 pA/pF; n=26, N=9; p
= NS). Quantitative PCR (qPCR) experiments measuring Nay1.5 (Ina) and individual K"
channels expression showed that mRNA expression of all the ion channels a-subunits
underlying the Na" and different K* currents were comparable in atrial tissues from male and
female mice, consistent with the electrophysiological data (supplemental Figure 1). Data
reported from Figure 4 illustrated a higher density of Ica. in male (at -5 mV; -7.5 £ 0.5 pA/pF,
n=14, N =5) compared to female mice (-5.8 £ 0.6 pA/pF,n=14, N=5, p <0.05). Additionally,
our gPCR analysis was consistent with the electrophysiological data, as male had 40% higher

Cay1.2 mRNA expression than female mice (Figure 4C).

Comparison of connexin 40 and 43 expressions between male and female mice

In addition to comparing ion channels and their underlying a-subunit channels that contribute
to the action potential configuration, we also examined the mRNA expression of Cx40 and Cx43
between male and female mice. Indeed, Cx also contribute to conduction velocity of the atria,
which play an important role in the onset of AF. Therefore, using qPCR, Figure 5 showed that
Cx40 mRNA expression in left atrial tissues was 45% lower in male compared to female mice;

whereas, no observable difference in Cx43 mRNA expression was reported between both sexes.

Influence of androgens on atrial fibrillation susceptibility

Previously, we showed that orchiectomized male mice (ORC) have low plasma concentration
of androgens compared to intact males.[25] Therefore, we used ORC mice to assess the

implication of androgens in the higher AF susceptibility in male mice. Data reported in Figure
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6 clearly demonstrated that after orchiectomy, ORC mice (6 mice out of 16; 37.5%) had less

events of AF than intact males (52.4%).

In parallel, results reported in Figure 7 showed that the level of Cx40 mRNA in ORC mice was
similar to levels found in female mice, which were higher than values reported in the intact male
mice. Finally, Cx43 expressions levels were unchanged between the three groups. These results
strongly suggest an association between androgen and the lower expression of Cx40 in the left

atria of intact male mice and the higher risk of developing atrial fibrillation.
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DISCUSSION

Using young adults male, female, and orchiectomized male mice, we investigated the molecular
mechanisms and substrates involved in the higher incidence of atrial fibrillation in males
compared to females. First, similar to clinical observations, our data showed that male mice
susceptibility to AF was two times higher than female mice. Second, our study established that
this higher prevalence of AF in male mice was not associated to a difference in atrial ionic
currents but was rather linked to a lower mRNA expression of connexin 40 in the atrial tissue.
Finally, we also showed that androgen seems to be implicated in the higher susceptibility to AF
found in male mice, as orchiectomized mice showed less events of atrial fibrillation and more

connexin 40 mRNA expression than intact males.

Ionic currents are not responsible for the higher prevalence of atrial fibrillation

In this study, we demonstrated that Na" and K™ currents were similar between both sexes;
whereas, male mice displayed a higher IcaL density than females, consistent with a higher Cav1.2
mRNA expression in males. Conversely, clinical observations suggested that atrial fibrillation
is associated with a decreased Icar density.[11] This apparent discrepancy can be explained by
the fact that these clinical findings were observed in patients already suffering of atrial
fibrillation, while our experiments were carried out in a healthy mouse model. It is, therefore,
plausible that the decreased Icar seen following atrial fibrillation is a compensatory
mechanism,[40] consistent with the electrophysiological remodeling hypothesis. In presence of
AF, patients often displayed atrial Ca** overload due to the higher frequency of atrial contraction

causing increased intracellular concentration of Ca®". Also, the higher heart rate does not allow
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the Ca®" to be fully extruded from the cytosol after each contraction. Consequently, to normalize
intracellular Ca®" level, the myocytes compensate by decreasing the mRNA expression of
Cayl1.2, which can explain the lower IcaL density reported in AF patients when compared to

healthy subjects.

Similarly, it has been reported that K* currents remodeling (such as Ikur, Ito, Ik1, and Ixkacn) was
observed in patients with AF. These changes in K* currents often led to decreased duration of
action potential and refractory period, which favor reentry development. Currently, drugs
reducing the atrial-specific K" channel (Kv1.5) are being developed to reduce the occurrence of
AF clinically.[41] Although several studies demonstrated the importance of K channels in the
pathology of AF, we did not report any differences in total K* current between male and female
mice in this study. As aforementioned, all the clinical observations reported in AF patients could
be a consequence of a compensatory mechanisms following the development of AF, whereas
the mice used in this study were healthy. This would explain the difference between the literature
and our data. Overall, this study suggested that electrophysiological data differences between

both sexes were not substrates predisposing young males to higher atrial fibrillation events.

Role of connexins in atrial fibrillation

Several evidence suggested a role for a reduction of connexins in the development of atrial
fibrillation.[42] Indeed, Cx40 expression was often decreased during AF which facilitates re-
entrant circuits.[43-45] Clinical studies showed that protein and genetic changes of Cx40 has

been observed in patients with AF. Also, in Cx40-KO animal models, conduction velocity was
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reduced which led to an increased heterogeneity in the electrical impulse of the atria.[34]
Furthermore, our finding showed a lower mRNA expression of Cx40 in males, which was
consistent with the increased risk of AF observed in our mouse model. Moreover, our results
displayed no difference in Cx43 mRNA expression between both sexes. This finding was
consistent with previous reports demonstrating that Cx40 is the dominant connexin expressed
in the atria. Finally, modulation in gap junction expression, specifically Cx40, can enhance

heterogeneous atrial conduction leading to an increased vulnerability to AF.

Influence of androgens in atrial fibrillation and Cx40 expression

Unlike our previous findings in the ventricles, androgens did not regulate atrial K" currents,
indicating a different mechanism of regulation between the ventricles and the atria. However,
based on the result (increased susceptibility to AF and reduced Cx40 expression in male
compared to female mice), we decided to use a mouse model with reduced levels of male sex
hormones to show the impact of androgens, independently of age, on the higher susceptibility
to atrial fibrillation. Our data demonstrated that in the mouse model with a reduced level of
androgen, the susceptibility to AF was decreased. Previously, an extensive set of cellular and in
vivo studies have demonstrated that steroids and other ligands of nuclear hormone receptors can
acutely regulate gap junction communication in a physiologically appropriate manner. For
example, it has been reported that thyroid hormones upregulate the expression of Cx40
transcripts in mouse atria.[46] Other studies have demonstrated the influence of androgens on
connexin expression and function in other tissues. For instance, in bladder carcinoma cell lines,

testosterone and  dihydrotestosterone inhibit gap junction-mediated intercellular
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communications.[47] Accordingly, our data showed that Cx40 expression was inversely
regulated by androgens, where androgen deficiency in orchiectomized mice resulted in a higher
level of atrial Cx40 expression, similar to female, when compared to intact male mice. This
study showed that independently of age, male sex was a risk factor of atrial fibrillation and it
was associated with a lower Cx40 expression, which was considered as a substrate contributing

to the higher predisposition of men to atrial fibrillation.

CONCLUSION

In conclusion, the results presented here strongly suggest a role of male sex hormones in the
higher male susceptibility to atrial fibrillation which was associated with a lower Cx40 mRNA
expression. Currently, the therapeutic strategies regarding atrial fibrillation are identical
between men and women. However, these series of experiments may give valuable information
regarding atrial remodeling in mice and how parallels can be made between mice and humans

in the sex-related differences in atrial fibrillation.
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Table I. List of primers used for qPCR experiments

Sens Anti-sens Reference

Cx40 CACAGTCATCGGCAAGGTCT ATGGTATCGCACCGGAAGTC NM_008121.3
Cx43 AGAACACGGCAAGGTGAAGA AAGGACACCACCAGCATGAA NM_010288.3

Cayl.2 ACAACCTGGCTGATGCGGA TCACTGGGCTGGAGGTCATC NM_001256002
SDHA GAGGAAGCACACCCTCTATA GCACAGTCAGCCTCATTCAA NM_023281
Cyclo CCGATGACGAGCCCTTGG GCCGCCAGTGCCATTATG NM_008907

Cx = Connexin, Cyclo = Cyclophyllin; SDHA = succinate dehydrogenase subunit A
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Figure 1. Atrial fibrillation susceptibility is higher in male
than female mice. (A) Typical surface ECG recordings (lead I)
(top) and intracardiac ECG recordings (iECG) (bottom) obtained
using electrically programmed stimulations experiments. AF is
triggered following 8 atrial burst stimulation (Burst stim.) (1s at
S1S1: 50-10 ms, 10 ms stepwise reduction repeated 26 times).
Normal sinus rhythm (NSR) is restored after AF termination. (B)
Bar graph shows AF susceptibility (event > 1s) (%) in adult CD-
1 male (52.4%) and female (25.0%) mice (*p < 0.05).
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Figure 2. Iy, is similar between left atrial myocytes of 4-5
month-old male mice and age-matched female. (A) Typical
recordings of Iy, in freshly isolated left atrial myocytes from
male (top) and female (bottom) mice obtained with the voltage
protocol shown in inset and the dotted lines indicate zero current.
(B) Mean Iy, current-voltage relationships show no difference
between both sexes (male: n =11, N = 3; female: n= 13, N = 3).
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Figure 3. Total K current is similar between left atrial
myocytes of 4-5 month-old male mice and age-matched
female. (A) Typical recordings of total K* currents in freshly
isolated left atrial myocytes from male (top) and female (bottom)
mice obtained with the voltage protocol is shown in inset and the
dotted lines indicate zero current. (B) Mean total K" current-
voltage relationships show no difference between male and
female mice (male: n =13, N = 5; female: n =26, N =9).
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Figure 4. I, and Cay1.2 mRNA expression are higher in left
atrial myocytes of 4-5 month-old male mice compared to age-
matched female. (A) Typical recordings of I, in freshly
isolated left atrial myocytes from CD-1 male (top) and female
(bottom) mice obtained with the voltage protocol shown in inset
and the dotted lines indicate zero current. (B) Mean I,; current-
voltage relationships show a lower I.,; density in female
compared to male mice (male: n =14, N =5; female: n =14, N =
5; *p <0.05). (C) Relative Cay 1.2 mRNA expression (%) in male
and female left atrial tissues shows similar lower Cayl.2
expression in males (n=35, N =12; *p <0.05).
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Figure 5. Left atrial connexin 40 mRNA expression is lower in
male compared to female mice, whereas connexin 43 is
similar between both sexes. (A) Relative Cx40 mRNA
expression (%) in left atrial tissues of male and female mice
indicates that Cx40 is less abundant in male mice compared to
female mice (n =5, N = 10; *p<0.05). (B) Relative Cx43 mRNA
expression (%) in left atrial tissues of male and female mice
show that Cx43 expression is similar between male and female
mice (n =6, N = 12).

125



60 - B Male

11/21 [ JFemale

— 50+ L2 ORC
< 6/16
E 40 + N
S 30-
=} 30 6/24
)
O 20-
9]
=
N
(104
<

04

Figure 6. Atrial fibrillation susceptibility is reduced in
orchiectomized male mice. Bar graph shows AF susceptibility
(event >1s) (%) in male (52.4%), female (25.0%) and ORC
(37.5%) mice. These data show that in absence of androgens, AF
susceptibility is reduced (* p < 0.05).
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Figure 7. Left atrial connexin 40 mRNA expression in ORC
is similar to female mice and both are higher than intact
males, whereas connexin 43 is similar between the three
groups. (A) Comparison of the relative Cx40 mRNA expression
(%) in left atrial tissues obtained from male, female and ORC
mice (n =35, N = 10; *p <0.05). Cx40 expression is increased in
ORC male compared to age-matched intact male mice. (**p <
0.05 compared to CTL males). (B) Comparison of the relative
Cx43 mRNA expression (%) in left atrial tissues of male,
female, and ORC mice (n = 6, N = 12) shows no difference
between the 3 groups.
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Chapitre 4 — Discussion

4.1 — Principales découvertes

Cette thése s’est concentrée sur deux facteurs de risque importants dans le
développement de la fibrillation auriculaire, soit le systéme rénine-angiotensine et le sexe
masculin. En premier lieu, il a été rapporté que 1’utilisation d’inhibiteurs de 1’enzyme de
conversion de 1’angiotensine ainsi que des bloqueurs des récepteurs de type 1 de I’angiotensine
IT réduisent le risque de fibrillation auriculaire chez les patients atteints d’insuffisance cardiaque,
suggérant un role de I’angiotensine II dans la prévention de la fibrillation auriculaire. Egalement,
plusieurs observations cliniques ont démontré que la prévalence a la fibrillation auriculaire est
deux fois plus élevée chez les hommes que chez les femmes, résultats que nous avons réussi a
reproduire en utilisant un modele murin. Les travaux de cette thése tentent donc de démontrer
I’importance des différences sexuelles et du systéme rénine-angiotensine dans la fibrillation
auriculaire en ¢étudiant deux des quatre principaux mécanismes de remodelage
(électrophysiologique, structurel, contractile et neuronal) impliqués dans le développement de

la FA, soit le remodelage électrophysiologique et structurel.

Les résultats des études effectuées sur le modele de souris AT1R démontrent qu’une
surexpression du récepteur de type 1 de I’angiotensine II spécifiquement au niveau du cceur
réduit la densit¢ de courant sodique et I’expression de connexines 40 auriculaires
comparativement aux souris contrdles de méme Age. Egalement, ce modéle de souris
transgéniques a permis de démontrer que suite a la fibrose et I’hypertrophie cardiaques causées
par une augmentation de 'activité du SRA, la densité de courant Ca?" de type-L est diminuée
par rapport aux contrdles. Par la suite, la deuxiéme étude de cette thése montre qu’en lien avec
la plus haute prévalence de FA observée chez les souris males, les souris CD-1 males expriment
une quantité inférieure d’ARNm de connexines 40 comparativement aux femelles.
Conséquemment, lorsque le taux d’androgene est réduit chez les souris males a la suite d’une
orchiectomie, on observe une augmentation de I’expression d’ARNm de connexines 40 et une
réduction d’événements de FA comparativement aux males controles. Ces deux études

suggerent que la prévalence plus élevée de FA serait potentiellement liée a un probléme au



niveau de la conduction cardiaque auriculaire soit via la réduction de I’expression des
connexines 40 et du courant sodique auriculaire. Les travaux de cette thése suggerent donc des
voies thérapeutiques visant les connexines 40 et les canaux sodiques dans la médecine de

précision de I’avenir.

4.2 — ATI1R et la fibrillation auriculaire

Plusieurs études ont été publiées démontrant une différence de densité de courants
ioniques au niveau ventriculaire entre les souris transgéniques ATIR et les souris contrdles.
[290, 292, 293] Ce modele de souris est intéressant car il permet de distinguer les effets du
systéme rénine-angiotensine, sans changement hémodynamique (souris agées de 50 jours), de
I’hypertrophie cardiaque (souris agées de 6 mois) dont les caractéristiques hypertrophiques
apparaissent seulement a partir de 65 jours.[343] Nous avons réalisé¢ notre étude sur les
oreillettes gauches, région d’ou origine la fibrillation auriculaire. Nous nous sommes tout
d’abord assurés que ces souris ATIR présentaient de I’hypertrophie tant au niveau cellulaire
(capacitance cellulaire) que moléculaire (marqueur de fibrose i.e. ANP). Nos résultats au niveau
auriculaire concordent avec les données ventriculaires rapportées dans la littérature.[293, 343]
Ensuite, nous avons découvert que les souris AT1R agées de 6 mois avaient une tendance plus
¢levée de présenter des événements de FA (58%) comparativement aux souris controles (42%).
En raison du calibre du cathéter et de la dimension restreinte du coeur des souris de 50 jours, les
expériences de stimulations électriques programmeées sur les souris de 50 jours n’étaient pas
possibles. En effet, en raison de sa taille, I’insertion du cathéter était suffisante pour déclencher
une FA, ou de déchirer le myocarde menant au déceés de 1’animal durant la procédure; ces
limitations techniques ont rendu impossible I’étude de la susceptibilité a la FA chez les souris
de 50 jours. Cependant, nous pouvons constater que les changements électrophysiologiques
(courant Na*) et de conduction (connexines 40 et intervalle PR) observés chez les souris de 6
mois étaient déja présents chez les souris agées de 50 jours. De plus, notre deuxieme étude a
permis de démontrer qu’une diminution de connexines 40 favorise le développement de FA.
Ceci suggere que les souris transgéniques surexprimant ATIR sont plus a risque de FA

(possiblement associée a une perturbation de la conduction auriculaire) que les souris contrdles.
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Sachant que le remodelage électrophysiologique est un facteur important dans le
développement de la FA, nous avons étudié les différents courants ioniques impliqués dans le
potentiel d’action. Nos résultats démontrent donc que chez les souris de 50 jours, seul Ina est
affecté par I’activation chronique des AT1R. Par contre, lorsque 1’hypertrophie est présente (6
mois), on constate que la densité d’IcaL auriculaire diminue également. Une augmentation de
I’hypertrophie cardiaque est souvent accompagnée d’un remodelage structurel qui est
caractérisé par une perte de cardiomyocyte, une prolifération de fibroblastes interstitiels et de
dépot de collageénes, conduisant vers une hausse du risque d’insuffisance cardiaque. De plus, les
voies de signalisation associées a I’hypertrophie cardiaques peuvent activer les récepteurs
d’Angll, qui sont eux relachées en réponse a une baisse de contractilité. Ainsi, pour remédier a
cette baisse de contractilité, I’AngIl cause une augmentation de la relache de Ca** via le
réticulum sarcoplasmique. De plus, cette augmentation intracellulaire de Ca®" active la
calmoduline et induit une activation des facteurs de transcription, Mef2 (myocyte enhancer
factor-2) impliqués dans I’inhibition de la séquestration de Ca?* du cytosol causant d’avantage
une augmentation de la concentration calcique cytosolique. Bref, pour compenser cette hausse
de Ca?" intracellulaire, les canaux Ca?" de type-L sont diminués lors d’hypertrophie

cardiaque.[344, 345]

Comme la diminution d’Ina est similaire entre les deux ages, nous pouvons inférer que
I’hypertrophie n’exacerbe pas les effets néfastes de la surexpression d’AT1R au niveau d’Ina.
Parallelement, I’ARNm sous-jacent de ces canaux varie en fonction des densités de courants
rapportées en électrophysiologie. Au sein de notre laboratoire, Mathieu ef al. ont démontré que
les courants Na" ventriculaires sont réduits chez les souris surexprimant ATIR[292] et
similairement, Shang et al. ont rapporté une diminution des courants Na* dans les myocytes

ventriculaires de rats nouveau-nés exposés a I’ Angll.[346]

Afin d’¢lucider la raison pour cette susceptibilit¢ accrue a la FA, il était important
d’étudier les connexines qui sont impliquées dans la propagation électrique intercellulaire. En
tout premier lieu, une étude a démontré que 1’Angll induisait le remodelage des tyrosines
kinases des connexines augmentant ainsi les risques de mort subite[347] via un probléme de

phosphorylation. En effet, une diminution de la phosphorylation des connexines affecte la
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fonction des jonctions gap en facilitant par exemple sa dégradation.[348-350] De plus, dans un
modele de constriction artérielle transverse, Yasuno ef al. ont rapporté un taux d’incidence
d’arythmies moins élevée chez les souris dépourvues d’ATIR comparativement aux controles,
ce qui ¢était également associé a une réduction plus faible de 1’expression protéique de
Cx43.[351] Par ailleurs, 'utilisation de Valsartan (un bloqueur des récepteurs de type 1 de
I’angiotensine II) augmente 1’expression génique et protéique de Cx43 ventriculaires et est
associée, en clinique, a la diminution d’événements d’arythmies ventriculaires.[352]
Parallélement, une étude réalisée sur un modele de souris surexprimant I’enzyme de conversion
de I’angiotensine montre une diminution d’expression des Cx40 et Cx43 ventriculaires et
lorsque cette surexpression disparait, les niveaux d’expression des connexines remontent a des
valeurs similaires aux controles.[353] Bien que les études mentionnées aient été réalisées dans
les ventricules et qu’elles démontrent un lien entre les connexines 43 et le systéme rénine-
angiotensine, elles renforcent tout de méme nos résultats, démontrant que 1’activation chronique
des récepteurs de type 1 de 1’angiotensine II régule négativement 1’expression des connexines
cardiaques et peut favoriser les événements antiarythmiques associés au SRA. Nos résultats
démontrent d’ailleurs que certaines propriétés électrophysiologiques liées au systeme de
conduction auriculaire, telles que I’intervalle PR, ’onde P, I’amplitude du potentiel d’action et
la vitesse de dépolarisation du potentiel d’action (Vmax), étaient affectées par la surexpression

d’ATIR suggérant un retard de conduction chez les souris surexprimant AT1R.

Notre étude suggere également que la régulation des canaux ioniques auriculaires et
ventriculaires différent I’'une de l’autre. Auparavant, notre laboratoire a démontré qu’une
activation chronique des ATIR (souris agées de 50 jours) causait une diminution des courants
sodiques, potassiques et calciques ventriculaires due, respectivement, a une régulation par les
PKCa (I’augmentation de I’expression protéique de cette protéine diminue la translocation de
Navy1.5 vers la membrane [354]) et a une baisse des niveaux d’expression génique et protéique
de Cav1.2 et des canaux K*. Comme les résultats de cette thése le suggerent, au niveau des
oreillettes, seul le courant Na" est diminué suite a une activation chronique des ATIR et
contrairement aux ventricules, elle est liée a une baisse de la transcription de Nav1.5 (sous-unité
a). De plus, lorsque 1’hypertrophie apparait dans notre modele de souris (chez les souris agées

de 6 mois), au niveau ventriculaire, les effets observés sur les courants ioniques ne s’aggravent

132



pas davantage; tandis que dans les oreillettes, I’hypertrophie cause une réduction d’Ica. sans

réduire davantage les courants Na* et sans affecter les courants K*.

Tels que mentionnés dans I’introduction, les effets néfastes de 1’Angll passent par
I’activation du récepteur de type 1 de I’ Ang II qui a leur tour peuvent activer ou inhiber les voies
de signalisation des protéines G et ainsi réguler les protéines kinases qui sont grandement
impliquées dans la phosphorylation et la régulation des canaux ioniques. De plus, il a été
rapporté que les protéines RGS (« regulators of G-protein signaling ») sont exprimées dans les
myocytes et inhibent les réponses des voies de signalisation de Gag/11 médiées par 1’ AnglI [355-
357]. L’implication de la voie Gag1 suite a son activation par I’ Angll permet, entre autres, de
moduler plusieurs processus cellulaires tels que la régulation de la prolifération, la protection
contre 1’apoptose et la synthése et migration protéique.[358-361] Une étude démontre que les
souris transgéniques déficientes en RGS2 développent plus d’hypertrophie et d’insuffisance
cardiaque et meurent plus rapidement que les souris contrdles.[362] De plus, il a été rapporté
que I’expression de RGS2 est plus importante au niveau auriculaire; en effet, Matsuzaki et al.
ont observé une expression plus élevée de RGS2 dans les oreillettes comparativement aux
ventricules et ont démontré que les RGS2 inhibent les effets de I’ Angll au niveau de la réponse
calcique intracellulaire.[363] Park-Windhol et al. ont montré qu’une surexpression de RGS2
spécifiquement cardiaque n’a pas diminué 1I’hypertrophie ventriculaire causée par une infusion
d’Angll.[364] Ces observations expérimentales pourraient potentiellement permettre
d’expliquer les différences entre les oreillettes et les ventricules au niveau de la réponse a la
surexpression d’ATIR et un réle protecteur de RGS2 au niveau des oreillettes prévenant le
remodelage électrophysiologique causé par le systéme rénine-angiotensine. Basé sur ces études,
des expériences de qPCR ont été réalisées dans le but de comparer I’expression génique de
RGS2 dans les oreillettes et les ventricules (Figure 21). En accord avec la littérature, nous
résultats montrent que I’ARNm de RGS2 est plus fortement exprimé dans les oreillettes

comparativement aux ventricules, tant chez les souris controles que transgéniques.
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Figure 21. Comparaison de I’expression d’ARNm de RGS2 dans les oreillettes et les
ventricules de souris contréles (CTL) versus AT1R de 50 jours et 6 mois. On note
une expression significativement plus elevée dans les oreillettes comparativement aux
oreillettes (n=4/N=8, *p<0,05 entre le ventricule et I’oreillette de méme age et groupe, #

p<0,05 entre CTL et AT1R de méme age).

Ainsi, ces résultats pourraient contribuer a expliquer la raison pour laquelle chez les
souris transgéniques de 50 jours aucune diminution d’Ica. n’est observée dans les oreillettes. En
effet, en prévenant le remodelage électrophysiologique au niveau du courant Ca** (baisse de la
densité de courant et de I’expression génique de Cavl.2) causé par le systéme rénine-
angiotensine, cette plus forte expression de RGS2 au niveau des oreillettes explique ’absence
d’effet comparativement aux résultats observés dans les ventricules de souris transgéniques de
50 jours. Bien que cette différence d’expression de RGS2, entre les oreillettes et les ventricules,
soit présente chez les souris de 6 mois, nos résultats rapportent tout de méme une diminution de
densité d’IcaL @ 6 mois. Ainsi, les résultats de qPCR présentés dans la Figure 21 renforcent la
notion que RGS2 ne protége pas les canaux ioniques calciques contre les effets de I’hypertrophie
(6 mois), mais seulement contre les effets néfastes du SRA (50 jours). De plus, il est intéressant
de constater que chez les souris de 50 jours, I’expression de RGS2 auriculaire est inférieure chez
les souris ATIR comparativement aux contrdles, ce qui laisse croire que ce faible niveau
d’expression de RGS2 est suffisant pour exercer son rdle protecteur. En effet, bien que

I’expression de RGS2 dans les oreillettes de souris transgéniques de 6 mois est plus élevée que
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celle de 50 jours, nous avons toutefois observé une diminution d’Icar chez les 6 mois, soutenant
I’hypothéese que les effets étudiés a 6 mois sont dus au remodelage structurel. Pour vérifier cette
théorie, il serait intéressant de créer un modele de souris transgéniques déficient en RGS2 et de
mesurer la densité d’Icar suite a une stimulation chronique des récepteurs de type 1 de I’ Angll.
Bref, les données rapportées a la Figure 21 suggerent qu’au niveau des oreillettes, le SRA ne
semble pas causer d’effet néfaste sur IcaL possiblement grace a la présence plus élevée de RGS2

comparativement aux ventricules.

4.3 — Différences male-femelle dans la fibrillation auriculaire

Il est bien documenté que le sexe masculin est un facteur de risque important de la
fibrillation auriculaire chez I’humain. Nous avons montré que le modele de souris CD-1 réplique
bien ces observations cliniques. En effet, les expériences d’EPS, qui consistent a déclencher de
la fibrillation auriculaire via des stimulations électriques programmeées, montrent que les souris
males présentent deux fois plus d’événements de FA que les femelles (52% versus 25%). De
précédentes études effectuées par notre laboratoire ont rapporté une densité d’Ixur plus élevée
chez les males intacts comparativement aux souris femelles et males orchiectomisées.[297] Ceci
est intéressant, car Ixur (Kv1.5) est le courant K™ majoritaire dans la repolarisation auriculaire
chez I’humain et posséde donc un intérét thérapeutique attrayant comme traitement des
arythmies supraventriculaires telles que la fibrillation auriculaire. De plus, les études
précédemment réalisées dans notre laboratoire ont démontré une augmentation de la densité
d’Ixur et de Kv1.5 ventriculaires chez les souris ORC traitées aux androgénes. Ceci démontre
I’implication des hormones sexuelles males dans la régulation d’Ikur ventriculaire. Cependant,
les études d’¢lectrophysiologie au niveau des oreillettes murines n’ont pas détecté de différence
de courant K* total (et de Kv1.5) entre les souris males et femelles, démontrant que la plus haute
prévalence de fibrillation auriculaire chez les males murins n’est pas due au remodelage d’Ixur
ou aux canaux potassiques. Ces résultats illustrent la différence de régulation entre les oreillettes

et les ventricules.
Tres peu d’études comparent les différences d’expression auriculaire de Navl.5 et de

densités d’Ina entre les males et les femelles. Cependant, au niveau ventriculaire, les études chez

le chien, contrairement a 1’humain,[300] ne rapportent aucune différence d’Ina entre les
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sexes.[296] Similairement, notre laboratoire n’a rapporté aucune différence d’Ina ventriculaire
entre les souris males et femelles a deux reprises, soit dans la lignée de souris CD-1 et
C57BL/6.[333, 365] Tout d’abord, les designs expérimentaux peuvent expliquer ces résultats
divergents. Par exemple, les résultats rapportés dans les études canines utilisent des chiens males
castrés traités a 1’cestrogéne et les femelles sont ovariectomisées et traitées a la testostérone.
Egalement, nous avons démontré que les souris C57BL/6 males ont un niveau androgénique trés
bas comparativement aux souris males CD-1 et ceci peut expliquer le fait qu’aucune différence

d’Ina n’a été observée dans ce modele expérimental.

Par la suite, on constate que les données observées dans la littérature par rapport au
courant Ica. varient énormément; certaines études suggérant 1’implication des cestrogenes,
tandis que d’autres proposent un effet androgénique dans la modulation d’Icar.[299, 338, 366,
367] Plusieurs groupes ont rapporté une diminution d’Ic.. chez les patients atteints de FA.[79,
136-138] Par contre, nos résultats dans les oreillettes montrent que les souris CD-1 femelles
possedent une densité d’Icar inférieure aux males. Cette plus faible densité de courant calcique
chez la souris femelle plutdt que le male démontre qu’lcaL ne semble pas étre impliqué dans la
plus haute prévalence de FA observée chez les males. Cette différence entre les résultats de la
littérature et nos données n’est pas surprenante. Tout d’abord, les observations cliniques sont
effectuées sur des patients d¢ja atteints de FA alors que nos souris sont saines, permettant de
déterminer les substrats potentiellement impliqués dans le développement plus élevée de FA
chez les males. Par ailleurs, une étude effectuée sur des rongeurs suggere que les cestrogénes
diminuent la densité des courants Ica.[367] Egalement, chez I’humain en santé, le courant Icar
auriculaire est inférieur chez la femme comparativement a 1’homme.[368] Des ¢études
précédentes montrent que les androgénes en se liant a leurs récepteurs activent un plus grand
nombre de canaux Ca®* de type-L.[369, 370] L’ augmentation de I’activité du canal Ca** de type-
L entraine potentiellement une augmentation de la concentration calcique intracellulaire qui
résulte en 1’apparition de battements ectopiques. De plus, durant la FA, une augmentation des
contractions auriculaires est souvent notée, causant du coup une accumulation de Ca>*
intracellulaire. Ainsi, afin de compenser cette surcharge calcique, le premier mécanisme de
régulation consiste & diminuer Icar dans le but de diminuer la concentration calcique cytosolique.

Il est donc possible que la diminution d’Ic. observée chez ces patients soit un mécanisme
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compensatoire qui ne serait pas présent ni nécessaire chez les souris plus jeunes/saines ne

présentant pas de fibrillation auriculaire.

Par ailleurs, les patients atteints de FA présentent une diminution de 1’expression des
connexines et leur localisation est plus latéralisée.[175, 371] Dans le cadre de cette thése, nous
avons observé une plus faible expression de Cx40 chez les souris males comparativement aux
femelles. Bien que la différence d’expression génique observée ne soit pas significative,
Pfanmmuler ef al. ont rapporté, en condition basale, que les femmes avaient une tendance a
avoir une expression de Cx40 légerement plus élevée que les hommes.[372] Quant a la
latéralisation, elle peut causer une mauvaise propagation de 1’influx électrique favorisant des
voies de réentrées. Donc, ces altérations de connexines causent une réduction de la vitesse de
conduction auriculaire et une perturbation des voies de conduction normales, due a la
latéralisation menant a ’apparition de voie de conduction secondaire ou connexe (Figure 10).
Afin de vérifier cette hypothese, des ECG de surface ont été réalisés afin d’étudier la vitesse de
propagation auriculaire et d’évaluer les différences d’intervalle PR entre les souris males et
femelles; 1’imagerie optique nous permettra également d’étudier les voies et vitesses de
propagation. Ces expériences permettront de déterminer si la propagation auriculaire chez les
males est moins efficace et multidirectionnelle comparativement aux femelles en détectant la
présence de réentrée, de foyers ectopiques et un ralentissement de la conduction auriculaire.
Ainsi, une prolongation de I’intervalle PR et de I’onde P chez les males confirmeraient la
présence des troubles de conduction chez les males comparativement aux femelles. De plus, des
¢tudes d’immunofluorescence sont présentement en cours pour étudier la localisation des
connexines au niveau des myocytes auriculaires. Il est important de spécifier que ce sont les
connexines sous leur forme phosphorylée qui sont actives, ainsi en parall¢le, des études
d’immunobuvardage de type western seront réalisées afin de déterminer le ratio de connexines
phosphorylées par rapport aux non-phosphorylées, car il est possible que la phosphorylation des
connexines différe entre les sexes. Présentement, aucun anticorps commercial contre les Cx40
phosphorylées existent. Pour remédier a cela, il est possible d’utiliser la technique de co-
immunoprécipitation avec un anti-Cx40, puis utiliser les anticorps contre les sérines 120 et
sérines 345, qui sont impliquées dans la phosphorylation des Cx40 via la PKA.[373, 374]

Egalement, un double marquage de Cx40 et des sérines 120 ou 345 en immunofluorescence
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permettra également de détecter une colocalisation et renforcer les études de co-
immunoprécipitation. Ces études d’immunofluorescence, d’immunobuvargage et de co-
immunoprécipitation permettront de déterminer les différences d’expression protéique entre les
males et les femelles tout en illustrant la latéralisation d’expression des connexines. Si notre
hypothese est juste, ces différences males-femelles devraient étre renversées chez les souris

males orchiectomisées.

Par ailleurs, deux autres mécanismes impliqués dans la fibrillation auriculaire sont le
remodelage contractile et neuronal. Ainsi, il serait intéressant d’étudier les différences entre les
souris males et femelles au niveau de ’homéostasie calcique, du raccourcissement cellulaire et
du transient calcique. Il a souvent été rapporté que la fibrillation auriculaire est causée par
’apparition de foyers ectopiques provenant d’une fuite de Ca** du réticulum sarcoplasmique
via les récepteurs a la ryanodine 2. Cette augmentation de la concentration calcique cytosolique
déclenche alors des battements ectopiques, tels que des post-dépolarisation précoces, et favorise
I’apparition de la FA (Figure 12 et 15). Similairement, une surcharge de Ca?* cytosolique peut
accroitre ’activité inverse de NCX et augmenter la concentration sodique cytosolique en
échange du Ca" permettant alors aux canaux Na* d’atteindre leur seuil d’activation ce qui peut
déclencher un potentiel d’action, soit une post-dépolarisation retardée. De plus, en présence de
FA, la fréquence de contractions auriculaires peut augmenter jusqu’a 10 fois causant une
accumulation supplémentaire de Ca®* [375] et altérer I’homéostasie calcique tout en diminuant
la relache de Ca®* systolique.[376, 377] Ces perturbations diminuent les forces de contraction
auriculaires et peuvent augmenter les risques de thrombo-embolies, car le sang demeure
stagnant.[124, 378] Pour la suite des études, il serait intéressant d’étudier les protéines
impliquées dans I’homéostasie calcique telle que les RyR2, SERCA2 et NCX dans le but de
démontrer si les males ont potentiellement plus de fuite de Ca** du RS et une concentration

calcique cytosolique plus élevée provoquant des événements de post-dépolarisations.

Plusieurs facteurs de risques peuvent étre impliqués dans le développement de la FA
suite a un remodelage neuronal. Tout d’abord, I’apnée du sommeil obstructive (ASO), causée
par D’obstruction des voies respiratoires supérieures malgré 1’augmentation des efforts

respiratoires exercés par les muscles thoraciques et abdominaux, accroit les risques de
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récurrence de FA et I’ASO affecte 25% des hommes et 9% des femmes entre 30 et 60 ans.[379]
Lors d’une ASO, le réflexe systémique est d’augmenter 1’activité sympathique et vagale.
L’augmentation du systéme sympathique induit une phase prolongée de transient calcique,
tandis que I’activité vagale cause ainsi un raccourcissement de la durée du potentiel d’action et
de la période réfractaire effective menant possiblement vers le déclenchement d’une FA.[262,
380, 381] Par ailleurs, le remodelage neuronal est présent chez les athlétes pratiquant des sports
d’endurance ou une augmentation d’Ixacn est observée.[188, 190] Les athlétes pratiquant des
sports d’endurance ont une fréquence cardiaque plus lente et ont donc tendance a avoir un
systeme parasympathique plus actif (associé¢ a une plus grande relache d’acétylcholine), ce qui
peut expliquer la plus grande densité d’Ixach. Etudier I’implication d’Ixach dans la FA serait
intéressant, car ce courant K* est spécifiquement exprimé au niveau auriculaire. Pour ce faire,
nous pouvons utiliser la méthode de patch clamp en mode voltage imposé et enregistrer les
densités de courants suite a une stimulation cholinergique; ceci pourrait étre utile puisque, nous
n’avons enregistré¢ aucune différence d’expression génique de Kir3.1 et Kir3.4 entre les males
et les femelles en condition basale. Nous pouvons également faire des études en mode courant
impos¢ et évaluer les variations au niveau des propriétés électrophysiologiques du potentiel
d’action (telle que la durée de potentiel d’action et le potentiel de repos membranaire) suite a la
stimulation cholinergique. Si nous voyons une différence de courant, il faudra ensuite mesurer
les niveaux d’expressions protéiques impliqués dans le fonctionnement du courant Ixach
(phosphorylation des protéines G et des récepteurs impliqués dans 1’activation d’Ixacn, tels que
les récepteurs nicotiniques et muscariniques). Par ailleurs, une augmentation de ’activité¢ du
systeme sympathique en lien avec 1’exercice régule plusieurs molécules impliquées dans la
réponse €lectrophysiologique et contractile, telles que la PKA et I’AMPc qui a leur tour jouent
un role important dans la modulation de I’activité de certains canaux ioniques (Na* et Ca®") et
protéines de I’homéostasie calcique (PLB, RyR2 et SERCA2a). Toutes ces molécules jouent un
grand role dans les remodelages impliqués dans le développement de la fibrillation auriculaire.
Une augmentation de la phosphorylation de ces protéines accroit leur activité. Tel que
mentionné auparavant, une augmentation de la densité du courant Ic.. peut causer une
prolongation de la durée du potentiel d’action et plus précisément de la phase plateau, ce qui
augmente les risques de post-dépolarisations précoces. Entre autres, une augmentation de la

probabilité d’ouverture de RyR2 peut mener a une fuite calcique du réticulum sarcoplasmique
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et entrainer des battements ectopiques causés par 1’augmentation de la concentration de Ca**
cytosolique. Similairement, I’augmentation de la densité d’Ina stimule ’activité de NCX qui
entrainera également un accroissement de la concentration calcique au niveau du cytosol ou une

prolongation de la durée du potentiel d’action.

4.4 — Similitude et lien entre les deux études

Tout d’abord, il est connu que le systéme-rénine angiotensine et le sexe masculin sont
deux facteurs de risque importants dans le développement de la fibrillation auriculaire. Nous
avons démontré dans la deuxieme étude, a 1’aide d’un mod¢le murin sain, qu’en situation basale,
la susceptibilité plus élevée a la fibrillation auriculaire est associée a une plus faible expression
génique de connexines 40. Par la suite, a ’aide de la premiere étude effectuée dans un modele
murin surexprimant le récepteur de type 1 a ’angiotensine II, nous avons démontré qu’en
condition pathologique, en plus des connexines 40, le courant Na* (SCN5a) joue également un

role important dans la plus haute susceptibilité a la fibrillation auriculaire.

Dans ce méme ordre d’idées, bien que la différence ne soit pas significative, nous
pouvons voir que les souris ATIR males (7/12, 58%) semblent avoir une tendance a étre plus
susceptible aux d’événements de fibrillation auriculaire comparativement aux souris CD-1
males sains (11/21, 52%). Par contre, les études réalisées dans notre modele pathologique ont
été¢ effectuées chez des males d’une lignée de souris (C57BL/6) ayant une concentration
plasmatique d’androgénes inférieure aux autres lignées (Figure 23). Ainsi, il est possible qu’en
utilisant des souris males CD-1 surexprimant AT1R, nous pourrons voir une plus grande
diminution de connexines 40, en lien avec le niveau plasmatique d’androgene; car nous avons
démontré que suite a une orchiectomie, 1’expression d’ARNm des connexines 40 est augmentée
comparativement aux souris males intacts. Bref, il serait intéressant de vérifier cette théorie dans
notre modele pathologique, soit en ajoutant des pastilles de DHT aux souris C57BL/6 pour
amener leur niveau d’androgéne plasmatique a un niveau similaire aux souris CD-1, ou en créant
le mode¢le de surexpression d’AT1R chez les souris CD-1. Nous croyons que dans les deux cas,
la diminution d’ARNm de connexines 40 ainsi que les événements de fibrillation auriculaire

seront davantage accentués en présence d’androgenes.
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Le laboratoire a précédemment étudié I’influence d’une surexpression d’ATIR sur les
propriétés électrophysiologiques ventriculaires chez les souris males et femelles et il a démontré
que les souris femelles présentaient une plus grande mortalité que les males, due entre autre a
une plus grande reliche spontanée de Ca?" du réticulum sarcoplasmique via les RyR2.
Egalement dans cette méme étude, le laboratoire a démontré que les courants Na*, K* et Ca2*
de type-L ventriculaires sont diminués chez les souris ATIR comparativement aux souris
contrdles, autant chez les males que les femelles.[365] Grace a ces études, nous nous apercevons
que la régulation par le systéme rénine-angiotensine est différente entre les oreillettes et les
ventricules. En effet, mes résultats ne montrent qu’une réduction d’Ina et de 1’expression
d’ ARNm des connexines 40 entre les souris AT 1R et les souris témoins. Il serait donc intéressant
de vérifier les différences males-femelles au niveau de 1’électrophysiologie auriculaire dans ce
modele de souris surexprimant le récepteur de type 1 a I’angiotensine II. Bien que nous n’ayons
pas vu de différence électrophysiologique entre les souris males-femelles CD-1 au niveau des
oreillettes, il est tout de méme possible de voir une différence au niveau de 1’homéostasie
calcique entre les sexes dans ce modele pathologique. Bref, basée sur les résultats de cette thése,
il est possible que les souris femelles ATIR présentent une expression génique plus élevée de
connexines 40 dans les oreillettes comparativement aux males, mais posseédent plus
d’événements de relache spontanée de Ca** du réticulum sarcoplasmique et elles seraient autant
susceptibles aux arythmies supraventriculaires liées a la conduction de I’'impulsion électrique
que les males. Ainsi, nous pourrons prouver d’avantage que le systéme rénine-angiotensine et
le sexe masculin sont deux importants facteurs de risque impliqués dans la plus haute prévalence

de fibrillation auriculaire.

4.5 — Implications potentielles

Bien que plusieurs facteurs soient impliqués dans le développement de la FA, nous avons
démontré le role des Cx40 dans les différences males-femelles, expliquant au moins en partie la
plus haute prévalence de FA chez les males. Parall¢lement, nous avons démontré que les Cx40
et le courant Na* semblent étre des facteurs impliqués dans la FA en lien avec la stimulation

d’Angll. Une diminution d’expression de connexines peut expliquer l’augmentation des
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événements de réentrée qui sont impliqués dans I’initiation et le maintien de la FA. Bref, cette
thése nous a permis d’identifier d’importants substrats de la fibrillation auriculaire : les

androgenes, les connexines 40 et le courant Na*.

Présentement, les thérapies ne guérissent pas la FA, mais tendent a contrdler les
symptomes, en offrant une meilleure qualité de vie, soit via 1’ablation, la cardioversion
¢lectrique et les médicaments. Briévement, les méthodes d’ablation et de cardioversion
¢lectrique permettent de réinitialiser le rythme cardiaque; alors que les médicaments utilisés lors
d’événements de fibrillation auriculaire diminuent les risques d’AVC (anticoagulants et
antiplaquettaires) et controlent le rythme et la fréquence cardiaque (bloqueurs de canaux

ioniques).

Ainsi, les approches thérapeutiques traditionnelles présentement utilisées dans le but de
contrdler le rythme et la fréquence cardiaque sont les bloqueurs de canaux Na®, K" et Ca** et les
B-bloqueurs. Effectivement, les bloqueurs de canaux Na* et K corrigent le rythme cardiaque,
tandis que les PB-bloqueurs et les bloqueurs calciques contrdlent la fréquence cardiaque en
diminuant la réponse ventriculaire via une réduction de la conduction au niveau du nceud sino-
atrial et auriculo-ventriculaire. Une autre forme de thérapie qui est présentement sous étude chez
I’homme est 'utilisation de peptides antiarythmiques (PAA). Ces peptides permettent, par
exemple, de rétablir le rythme cardiaque, réduire le délai dans la propagation électrique,
augmenter les communications entre les jonctions gaps et maintenir 1I’ouverture de ces jonctions
gaps.[382-385] Ces peptides possedent des effets antiarythmiques sans altérer les potentiels
d’action transmembranaire, donc sans avoir d’effets sur les canaux ioniques. Ainsi, il a été
démontré que les effets de ces PAA consistent a améliorer le couplage cellulaire et a augmenter
la conductance des jonctions gap suite a une activation des PKCa qui phosphorylent davantage
les connexines. Bri¢vement, les PAA tels que ’AAP10 et son analogue, le rotigaptide,
augmentent la phosphorylation des Cx43 favorisant la communication intercellulaire. Bien que
le rotigaptide posséde une plus grande affinité pour les Cx43 et que les Cx40 sont
majoritairement exprimées au niveau des oreillettes, certains auteurs ont démontré que le

traitement avec le rotigaptide augmente significativement la vitesse de conduction auriculaire
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chez les lapins avec une surcharge volumique, mais ne diminuait pas la susceptibilité¢ d’induire
des tachyarythmies auriculaires.[386] Par ailleurs, Guerra et al. ont montré que 1’utilisation du
rotigaptide réduit la vulnérabilité de fibrillation auriculaire dans un modéle de régurgitation
mitrale canine, mais pas dans un mod¢le d’insuffisance cardiaque canine.[387] Par ailleurs, le
GAP-134 (analogue non-peptidique du rotigaptide) améliore la conduction entre les connexines
en augmentant la propagation électrique et diminue ainsi la vulnérabilité a la fibrillation
auriculaire. De plus, plusieurs auteurs ont démontré que ces PAA antagonisent la
déphosphorylation des connexines 43 et accroit la phosphorylation de ces derniéres.[388-390]
Malheureusement, en ce moment les PAA ne sont pas aussi efficaces sur les Cx40 que les Cx43.
Il est donc possible que dans certaines pathologies telles que la surcharge volumique,
I’expression de connexines 43 est augmentée pour compenser les variations de connexines 40
auriculaires, pouvant expliquer les effets observés au niveau auriculaire suite a 1’utilisation du
rotigaptide.[391] Bien que plusieurs études démontrent un certain bénéfice d’utiliser les PAA
dans les thérapies contre la FA, ces peptides semblent étre plus efficaces dans les formes de
fibrillations auriculaires associées a un découplage fonctionnel (par exemple FA due a une
ischémie) que les FA dues a un découplage structurel, tel que la fibrose. En effet, une FA
chronique est souvent associée a de la fibrose qui résulte d’un changement structurel. Le dépot
de collagene lors de la fibrose cause une séparation entre les cellules et une augmentation de la
communication (vitesse de conduction) ou de ’activité (phosphorylation) des connexines entre
les jonctions gap est peu utile dans ces cas-ci, car les cellules ne sont plus en contact entre elles,
mais sont plutdt séparées par des fibroblastes. Effectivement, une molécule qui augmente le
nombre de communications ou améliore le couplage de connexines intercellulaires est plus
intéressant dans les cas de FA causées par un découplage structurel, qui semble étre le cas dans
les FA liées a la différence sexuelle et au systéme rénine-angiotensine. L utilisation des PAA a
démontré une augmentation de la conduction auriculaire sans diminuer la susceptibilité ni la
durée de la FA.[386, 392] En somme, comme nous 1’avons démontré, outre la diminution des
courants Na* qui affecte la susceptibilité a la FA dans notre modé¢le de souris ATIR, la
diminution de I’expression des Cx40 est également observée dans la plus haute incidence de FA
dans nos deux mod¢les d’étude. Il serait donc intéressant dans un contexte de médecine de
précision de développer des agents pharmaceutiques spécifiques aux formes de FA et similaires

aux PAA avec une plus grande spécificité pour les Cx40, car en ce moment, les PAA semblent
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posséder une plus grande affinité pour les Cx43 et Cx45 [157, 393] et ceci suggere que la

phosphorylation des connexines 40 et 43 passent par différents mécanismes moléculaires.

4.6 — L’age : facteur de risque dans la fibrillation auriculaire

L’age augmente substantiellement les risques de maladies cardiovasculaires, telles que
I’hypertension, ’athérosclérose, 1’hypertrophie ventriculaire, I’insuffisance cardiaque et la
fibrillation auriculaire.[13] En effet, I’incidence de FA atteint plus de 10% chez les personnes
agées de plus de 80 ans. Nous avons débuté des études préliminaires et la Figure 22 montre que
I’age tend a augmenter la susceptibilité¢ a la FA (52% versus 66% chez les souris CD-1 males
de 5 mois et de 10 mois respectivement). Par contre, ces résultats ne sont pas significativement
différents pour le moment, car le nombre de souris rapportées dans ces études préliminaires est
encore trés faible. De plus, il a été rapporté que chez les personnes agées, les substrats
responsables de la FA sont la fibrose et la dilatation auriculaire qui agissent de concert avec les
foyers ectopiques des veines pulmonaires.[394] Ainsi, des phénomeénes tels que les post-
dépolarisations retardées et la réentrée sont souvent la cause de I’initiation de la FA. Tel que
mentionné précédemment, les DADs sont causées par une augmentation de I’activité inverse de
NCX et de la fuite calcique via les RyR2. En effet, une hyperphosphorylation de PKA cause
une phosphorylation accrue de PLB qui entraine une augmentation de la recapture calcique du
cytosol par SERCA2a et une surcharge calcique au niveau du réticulum sarcoplasmique
provoque une dérégulation de RyR2 qui relachera spontanément les ions calciques vers le
cytosol.[235, 238, 395] Puis, cette augmentation de concentration calcique conduit vers une
élévation de I’activité inverse de NCX (entrée de trois ions Na * contre un ion Ca’"). Les
réentrées sont majoritairement causées par des changements €lectrophysiologiques causant une
diminution de la durée du potentiel d’action et de la période réfractaire effective. Certaines
¢tudes ont démontré une réduction d’lcar,[396] une augmentation d’Ii, [397] et d’Ixacn [398]

chez les patients agés comparativement aux plus jeunes.
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Figure 22. Effet de I’4ge sur ’incidence a la fibrillation auriculaire chez les souris

CD-1.

En lien avec nos données, ou nous associons une augmentation du risque de FA a une
diminution de connexines 40 et du courant Na*, plusieurs études démontrent une diminution de
la vitesse de propagation et de la conduction chez les personnes dgées comparativement aux
jeunes adultes.[399, 400] Ainsi, cette diminution de la vitesse de conduction est souvent
associée a une diminution d’Ina [149, 152] et de I’expression des connexines 40 et 43 dans des

modeles de remodelage €lectrophysiologique en lien avec la FA.[401, 402]

L’age étant un facteur de risque important dans le développement de la FA, nous
pourrons étudier davantage I’effet de I’age en comparant les variations électrophysiologiques
entre les souris de 4-5 mois et celles de 9-10 mois. Ceci nous permettrait de déterminer une fois
de plus si la plus haute susceptibilité a la FA est due a une plus faible expression de connexines

40 suite a une augmentation de la fibrose et de la dilatation auriculaire en lien avec I’age.

4.7 — L’exercice physique d’endurance et la fibrillation auriculaire

Tel que mentionné dans I’introduction, I’exercice physique d’endurance est souvent li¢

a la fibrillation auriculaire. L’exercice d’endurance augmente jusqu’a 1,5 fois le risque de
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fibrillation auriculaire.[403] Il existe potentiellement un lien entre I’exercice et I’activation du
SRA. Tout d’abord, I’entrainement physique induit une hypertrophie cardiaque excentrique,
signifiant que la taille des cardiomyocytes augmente en longueur accroissant ainsi le volume de
la chambre ventriculaire, contrairement aux hypertrophies pathologiques qui sont concentriques
causant un épaississement de la paroi ventriculaire et une diminution du volume de la chambre
ventriculaire. Inversement a [I’hypertrophie excentrique, 1’hypertrophie concentrique
n’augmente pas la taille des cardiomyocytes, mais augmente plutét le nombre de
cardiomyocytes en disposition parallele.[404, 405] Par ailleurs, il est connu que la stimulation
des ATIR est impliquée dans I’hypertrophie cardiaque et que ces récepteurs peuvent également
étre activés par des mécanismes indépendants de I’ Angll.[343, 406-409] Une étude par Barauna
et al. a démontré qu’une augmentation de 1’activation de la voie de signalisation des AT1R
contribuait a I’hypertrophie cardiaque observée suite a un entrainement physique d’endurance.
Cette augmentation d’activité d’AT1R n’était pas corrélée a une augmentation d’ Angll ou toute
autre molécule du SRA.[410] De plus, durant un exercice d’endurance, les cardiomyocytes
subissent un étirement mécanique qui peuvent activer les ATIR en 1’absence d’une
augmentation d’Angll. Malhotra ef al. ont confirmé que I’étirement mécanique et 1’Angll
régulent difféeremment les molécules du SRA des cardiomyocytes (telles que
I’angiotensinogene, la rénine, ’enzyme de conversion de 1’angiotensine et les sous-types des
récepteurs de I’ Angll). Par ailleurs, les auteurs ont indiqué que 'utilisation d’un antagoniste des
ATIR, le Losartan, inhibait I’hypertrophie causée par la régulation a la hausse des AT1R suite
a I’exercice d’endurance. Donc, les activités d’endurance causent en tout premier lieu une
sécrétion autocrine aigue d’Angll. Puis, en parall¢le, I’étirement mécanique entraine une
augmentation de production locale d’Angll de facon chronique et stimule également
I’expression d’ARNm et de protéines du SRA indépendamment de 1’ Angll. Ainsi, I’activation
des ATIR par les Angll est amplifiée due a une double production d’Angll via les deux
mécanismes mentionnés.[406] Bref, ces études indiquent une relation entre I’exercice physique
d’endurance et ’activation du SRA. Cet accroissement de 1’activité des ATIR peut causer une
hypertrophie cardiaque favorisant le déclenchement de la fibrillation auriculaire notée chez les
athlétes pratiquant des sports d’endurance. Il serait donc plus intéressant de développer des

thérapies pouvant réduire I’activité des récepteurs de 1’angiotensine II de type 1 que des
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inhibiteurs de ’enzyme de conversion, car les effets néfastes notés semblent étre causés par

I’activation des ATI1R.

Rappelons que la taille des oreillettes en condition basale est plus élevée chez ’homme
comparativement a la femme, ce qui peut contribuer a la plus haute incidence de FA chez les
hommes.[411-413] De plus, suite a I’exercice d’endurance, le volume des oreillettes augmente
de fagon plus importante chez ’homme que chez la femme et cette différence peut étre due a un
niveau de fibrose auriculaire plus faible chez la femme en lien avec I’activité physique.[201]
Par ailleurs, il a été observé que les athlétes ont une prolongation de 1’onde P et cette
prolongation est possiblement due a un retard de conduction inter et intra-auriculaire, en lien
avec la dilatation auriculaire.[414] Ainsi, le remodelage structurel (dilatation auriculaire causant
un retard de conduction) est un facteur de risque indépendant impliqué dans le développement
et le maintien de la FA chez les athlétes. Ces observations cliniques peuvent donc
potentiellement expliquer la plus haute incidence de fibrillation auriculaire chez les athlétes
masculins comparativement aux athlétes féminins. Les hommes qui pratiquent des sports
d’endurance sont plus a risque de fibrillation auriculaire, car leurs oreillettes subissent un
remodelage auriculaire plus important que les athlétes féminins. Puis, en lien avec la premiere
¢tude sur le systéme rénine-angiotensine, ce remodelage auriculaire (hypertrophie), suite a
I’exercice d’endurance, cause également un étirement mécanique entrainant une synthese locale
d’Angll. Ainsi, I’Angll activent les AT1R et ces récepteurs sont grandement impliqués dans
I’apparition d’effets néfastes au niveau cardiovasculaire. Bref, la plus haute incidence observée
chez les athlétes males peut étre due a ces deux facteurs de risque, soit I’activation chronique
du SRA et le sexe masculin. Ces facteurs de risque causent un remodelage structurel qui est la
principale explication de la différence male-femelle dans I’incidence de fibrillation auriculaire

chez les athlétes pratiquant des sports d’endurance.

4.8 — Le role des hormones sexuelles dans le systéme
cardiovasculaire

Dans le systéme cardiovasculaire humain, les hormones cestrogéniques et leurs

récepteurs agissent via des mécanismes génomiques et non-génomiques. Tout d’abord,
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I’cestrogeéne est responsable de la protection cardiaque chez la femme pré-ménopausée et cette
protection disparait aprés la ménopause, alors que les niveaux d’cestrogénes diminuent
considérablement.[415, 416] Cependant, dans le cadre de cette thése, nous démontrons que les
cestrogénes ne jouent aucun réle dans la protection contre la fibrillation auriculaire. En effet, la
Figure 18 montre que I’incidence a la FA demeure deux fois supérieure chez ’homme méme
apres 1’age de 55 ans, soit apres 1’occurrence de la ménopause chez la majorité des femmes,
démontrant ainsi que 1’cestrogene ne posséde pas d’effet protecteur au niveau de la prévalence
a la FA. Ensuite, comparativement aux souris males intactes, nos résultats démontrent une
diminution d’événements de fibrillation auriculaire chez les souris ORC, donc aprés avoir
diminué de facon importante les niveaux d’androgeénes. Dans le but de soutenir ces résultats,
nous avons utilisé la lignée de souris C57BL/6, ou les males ont un faible niveau d’androgenes
comparativement aux autres lignées souris dont les CD-1.[334] Ainsi, la Figure 23 montre que
les souris males C57BL/6 en plus d’avoir des niveaux d’androgénes plasmatiques réduits ont
une incidence d’épisodes de fibrillation auriculaire similaire aux souris males ORC, qui est
réduite par rapport aux males CD-1 intacts. En effet, si les cestrogénes avaient un effet
protecteur, aucune réduction d’événements de fibrillation auriculaire aurait été¢ observée suite a
I’orchiectomie ou chez les souris males C57BL/6. Pour tester cette hypothése, nous pourrons
traiter les souris males ORC avec de la dihydrotestostérone (DHT) pendant 60 jours et
déterminer leur susceptibilité a la fibrillation auriculaire. L utilisation de la DHT est préférée,
car contrairement a la testostérone, la DHT n’est pas convertie en cestrogene.[334] Ceci nous
permettrait de démontrer le role des androgenes dans la FA et potentiellement expliqué la plus
haute incidence a la FA chez les males. En effet, les souris males ORC traitées a la DHT
devraient présenter une susceptibilité a la FA plus élevée comparativement aux souris CD-1

males ORC et femelles.
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Figure 23. Niveaux d’androgénes dans les différentes lignées de souris et la
susceptibilité a la FA dans nos modéles de souris. Haut. Niveaux de testostérones et
de DHT plasmatiques observées dans quatre lignées de souris (Figure tirée de [334]). Bas.
Susceptibilité a la fibrillation auriculaire chez les souris males et femelles CD-1 et males

C57BL/6 de 4 a 5 mois.

Ces observations cliniques et expérimentales sont a la base de notre hypoth¢se initiale,
stipulant que les androgénes possédent un réle important dans la plus haute incidence a la
fibrillation auriculaire chez les hommes. Briévement, les effets a long terme de 1’ cestrogéne sont
médiés via les récepteurs a et B de 1’cestrogeéne par 1’altération de I’expression génique et de la
synthese protéique (action génomique);[417] tandis que la réponse non-génomique est induite
par I’activation de la guanosine monophosphate cyclique (GMPc) et des voies de signalisation
intracellulaire.[418] Plusieurs mécanismes par lesquels 1’cestrogéne exerce son effet protecteur

ont été suggérés, soit grace a la réduction du stress oxydatif,[419] de I’inflammation,[420] de
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I’hypertrophie et de son effet anti-apoptotique.[421] Il a été rapporté que les thérapies de
replacements d’hormones, ajout d’cestrogenes, réduisent le risque de maladies cardiovasculaires
chez les femmes post-ménopausées.[422, 423] Par ailleurs, 1’ajout d’cestrogeénes chez ’homme
diminue le remodelage structurel et fonctionnel, qui a été causé par une augmentation du
volume, et ralentit la progression de la dysfonction ventriculaire gauche.[424, 425] Par contre,
ces thérapies peuvent étre potentiellement dangereuses, car I’cestrogéne et la progestérone
possedent également des effets thromboemboliques;[426, 427] et dans les cas de FA, ou les
AVC ischémiques sont les conséquences les plus fréquentes de mortalité, il est important
d’évaluer les effets bénéfiques versus néfastes avant d’envisager des thérapies avec des

hormones sexuelles féminines.

4.9 — Limitations et directions futures

Bien que certaines propriétés électriques tels que le potentiel d’action et la fréquence
cardiaque différent entre la souris et I’humain, les mécanismes impliqués dans la régulation des
courants ioniques et les différences électrophysiologiques liées au sexe observées chez I’humain
sont également présentes chez la souris. En effet, le cceur murin exprime les récepteurs aux
hormones sexuelles stéroidiennes et possede les mémes bases moléculaires et
électrophysiologiques que le cceur humain. Ainsi, la souris posséde une majorité de courants
ioniques auriculaires similaires aux humains, tels que Ina, Icar, Lo, Ikur, Ik1 €t Ikacn. Par contre,
certains courants ioniques auriculaires présents chez 1I’humain ne jouent pas un rdle aussi
important chez la souris; par exemple, Ik: et Iks ne sont pas d’une importance significative dans
la repolarisation auriculaire chez la souris. De plus, les courants ioniques modulés par les
niveaux d’hormones sexuelles chez 1’humain sont également présents chez la souris.[297, 333-
336, 342] Bien que certaines différences entre les souris et ’humain nécessitent d’étre pris en
considération lors des études de translation entre les deux modéles, la similarité des
caractéristiques mentionnées fait de la souris un mod¢le intéressant pour les études

fonctionnelles en lien avec les différences males-femelles et les régulations hormonales.
D’autres limitations peuvent étre soulevées, par exemple, les fibrillations auriculaires

observées dans notre étude ne sont pas des événements spontanés, mais plutdt des FA induites.

Nos ¢épisodes de FA doivent étre induites, car nos souris ne sont pas malades; ce qui est
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totalement différent des observations cliniques, ou les patients sont atteints de FA. L’avantage
offert par notre modele est la possibilité¢ de découvrir les substrats impliqués dans la FA qui sont
différents chez les males et les femelles sans facteurs de risque confondants, tels que 1’age et

I’hypertension.

Bien que nous ayons montré 1I’implication des connexines 40 et des courants Na* dans
la plus haute incidence de FA chez les souris males et les souris transgénique surexprimant les
ATIR, nous n’avons pas fait d’études d’immunohistochimie. Ces expériences nous
permettraient de déterminer la localisation et la latéralisation des connexines et le niveau de
phosphorylation des connexines ainsi que des canaux sodiques. Des études d’immunobuvardage
de type western et d’immunofluorescence seraient intéressantes. Par ailleurs, dans le but de
renforcer ces découvertes au niveau des troubles de conduction auriculaire impliquées dans
I’apparition de la FA, nous pouvons réaliser des études d’imagerie optique et déterminer si la
présence de réentrée est plus élevée chez les souris transgéniques ATIR et males
comparativement aux controles et femelles, respectivement. Ces études d’imagerie nous
permettraient également d’évaluer les différences de vitesse de conduction auriculaire entre les
mod¢les murins. En effet, une réduction de la vitesse de conduction en lien avec les niveaux
d’androgeéne plasmatique pourrait supporter notre résultats montrant une diminution génique de

Cx40 chez les souris ATIR et les males comparativement a leur controles respectifs.

Il est important de préciser que grace aux travaux de cette thése, nous avons identifié
une partie des substrats qui sont possiblement impliqués dans la plus haute incidence a la
fibrillation auriculaire. Bien que cette these se soit principalement concentrée sur le remodelage
¢lectrophysiologique tel que mentionné dans I’introduction, il existe trois autres types de
remodelage qui jouent un role dans le développement et le maintien de la fibrillation auriculaire,
soit le remodelage structurel, contractile et neuronal. Ainsi, nous n’avons pas étudié les niveaux
de fibrose, les protéines impliquées dans la modulation de I’homéostasie calcique et le systéme

nerveux autonome.

La grande limitation du modéle humain en ce moment est le phénotype et le génotype

des tissus cardiaques. En plus d’étre difficilement accessibles, les tissus cardiaques que nous
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recevons proviennent souvent de patients possédant plusieurs maladies cardiaques ou qui sont
gravement malades (car les tissus cardiaques proviennent de patients transplantés ou prélevés
lors de chirurgie cardiaque), ce qui augmentent grandement les différentes variables pouvant
affecter de facon importante I’¢lectrophysiologie cardiaque. Ceci complique les études ou nous
essayons de déterminer les différents substrats et facteurs de risque qui peuvent jouer un rdle
dans les différentes formes d’arythmies cardiaques, car il est possible que ces arythmies se soient

développées suites a une complication, a une maladie ou a une variation génétique.

Chapitre 5 — Conclusion

En résumé, les travaux de cette thése ont été dédiés a 1’identification de substrats
impliqués dans la fibrillation auriculaire au niveau de deux facteurs de risque, soit le systéme
rénine-angiotensine et le sexe masculin. Grace a un mod¢le d’activation chronique du systéme
rénine-angiotensine, notre premicre ¢tude a démontré, en plus des différences de régulations
¢lectrophysiologiques entre les ventricules et les oreillettes, que la plus haute incidence de FA
en lien avec le SRA est due a une baisse du courant Na* et de 1’expression génique de Cx40.
Puis, la deuxiéme ¢étude, nous a permis de déterminerles différentes propriétés
¢lectrophysiologiques entre les males et femelles. Par ailleurs, cette étude nous a permis de
démontrer un lien entre les androgénes, les Cx40 et la FA. En effet, les androgeénes diminuent
I’expression génique de Cx40, causant une augmentation d’événements de FA. Finalement, les
¢tudes présentées dans cette thése nous a permis d’exposer d’intéressantes voies dans le
développement et le maintien de la fibrillation auriculaire, soit celle de la conduction et de
I’initiation de D’impulsion électrique cardiaque. En conclusion, ce travail contribuera a
I’identification de nouvelles cibles thérapeutiques spécifiques au sexe et au développement de
thérapies de précision ciblant entre autres les connexines et les courants sodiques. Sur la base
de nos travaux, il est possible que des médicaments tels que les peptides antiarythmiques
augmentant I’expression de Cx40 ou des antagonistes des récepteurs de type 1 de I’angiotensine

IT prennent une plus grande importance dans le traitement de la fibrillation auriculaire.
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Brief Summary

There are clear sex-differences in clinical electrophysiology and arrhythmia-risk. Women are
at greater risk of sick-sinus syndrome, AV-node reentrant tachycardia and long-QT syndrome;
men manifest more AV-block, accessory pathway-mediated arrhythmias and early
repolarization syndromes. Great advances have been made in unravelling fundamental
mechanisms underlying sex-differences in ventricular arrhythmias, whereas the basis for other
differences are poorly understood. Here, we review the nature and underlying mechanisms of

sex differences in basic electrophysiology and clinical arrhythmias.

ii



Abstract

Sex-differences in cardiac electrophysiological properties and arrhythmia differences are
evident in epidemiological and investigative studies, as well as in daily patient care. At the
supraventricular level, women are at increased risk of sick sinus syndrome and atrioventricular
nodal reentrant tachycardia, while men manifest more atrioventricular block and accessory
pathway-mediated arrhythmias. At the ventricular level, women are generally at higher risk of
long-QT associated arrhythmias, whereas men are more likely to present early repolarization,
idiopathic ventricular fibrillation and Brugada syndromes. Great advances have been made in
unravelling the fundamental mechanisms underlying sex-differences in ventricular arrhythmias,
particularly those associated with abnormal repolarization. On the other hand, the basis for
male-predominant arrhythmic risk in structural heart disease and differences in supraventricular
arrhythmia susceptibility are poorly understood. Beyond biological differences, arrhythmia
occurrence and patient care decisions are also influenced by gender-related factors. This paper
reviews the current knowledge regarding the nature and underlying mechanisms of sex

differences in basic cardiac electrophysiology and clinical arrhythmias.
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Introduction

In 1920, Bazett reported that women have longer QT intervals despite faster heart rates.! While
epidemiological studies on sex differences in clinical arrhythmia have abounded, human data
on basic electrophysiological dissimilarities between men and women remain sparse. Animal
models have served to evaluate the basic sex differences in electrophysiological function and
recent human studies confirm many of these concepts. This review summarizes our current
knowledge of sex differences in clinical arrhythmia and their management, and also outlines

mechanistic insights from both animal and human studies, highlighting areas of knowledge

gaps.

Sex differences in normal electrophysiology: clinical aspects and animal models

Please note that by accepted convention the term “sex” refers to biologically determined
differences, whereas “gender” refers to socially/culturally-derived distinctions between males
and females. We follow these usages in our presentation. Men and women differ in normal

electrophysiology of their specialized conduction system and working myocardium (Figure 1).

Specialized electrical system

Women have greater sinoatrial node (SAN) automaticity, with a shorter sinus cycle length
(faster heart rate) and shorter corrected SAN recovery time.> Burke et al.> showed that sex-
dependent SAN differences persist after autonomic blockade. They also demonstrated that
apparent sex differences in exercise heart rate depend on differences in exercise capacity rather
than intrinsic sex differences. Heart rates also increase during pregnancy. In a murine model,
pregnancy increases pacemaker current (Ir) density by increasing HCN2-subunit protein

expression.*

Compared to men, women also have enhanced atrioventricular (AV) nodal function as
evidenced by shorter PR and AH intervals, AV nodal effective refractory period and
Wenckebach cycle length.’ They also have smaller HV intervals and QRS durations.>> These
differences in AV nodal and His-Purkinje function persist after autonomic blockade.® The

mechanism of sex differences in AV conduction is unknown.
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Atrial electrophysiology
Sex differences in atrial electrophysiology are less clear. Human data are inconsistent and
animal studies are sparse. Men seem to have longer P wave duration’ and refractory period,

although the latter observation is inconsistent among studies.>*

Ventricular repolarization
Sex differences in ventricular repolarization have been extensively studied.” Women have
longer QT and corrected QT (QTc) intervals,' independent of autonomic modulation.!® Males

1

are more likely to show early repolarization, J-point elevation and larger ST-slopes.!! Sex

differences in repolarization are not observed in prepubertal children.'!

At puberty, males
manifest QTc shortening, while females maintain or slightly increase their QTc, observations
consistent with hormone-mediated differences. Various animal models (Table 1) show that sex
differences in ventricular repolarization involve effects of sex hormones, both via expression
differences for ion-channel subunits (genomic effects) and channel-function modulation (non-

genomic effects).’

The QT interval is determined by ventricular cardiomyocyte action potential duration (APD).
Longer APDs could result from smaller outward K'-currents or larger inward Na* or Ca®'-
currents. Male mice have larger ultrarapid delayed-rectifier K'-current (Ikur) and expression of
the underlying a-subunit, Kv1.5.!> Orchiectomized mice have smaller ventricular Ik, and
Kv1.5 and prolonged APD/QTc-interval; Ik is restored upon administration of androgens.!* In
canine models, testosterone increases inward-rectifier (Iki) and transient-outward (Io) K'-
currents, along with Kir2.1 and Kv4.3-subunit expression respectively, while estrogen decreases
them in males.'"* Male-female differences are transmurally-distributed in dogs, with smaller I
in female endocardium and larger inward L-type Ca**-current (Ica) in females, reducing
repolarization reserve.!> Low-dose testosterone acutely reduces APD in guinea pigs via
enhancement of Iks, whereas high-dose testosterone shortens APD by increasing Iks and

16

reducing Icar.”® In general agreement with animal studies, human data show that female

ventricles express a variety of K'-channel subunits less strongly than male ventricles.!’



Women show cyclic variations in QTc, with QTc longer in the follicular than the luteal phase,
after autonomic blockade.!® These are due to large changes in progesterone and estrogen plasma
concentrations during the ovarian cycle (Figure 2), which alter ion-currents through non-
genomic effects:'®!° progesterone increases, while estrogen decreases, repolarizing currents.
Thus, increased estrogen/progesterone ratios during the follicular phase decreases repolarizing

currents, prolonging APD and QTec.

Supraventricular arrhythmias

Supraventricular tachycardias

The sex-dependence of paroxysmal supraventricular tachycardias (SVT) varies with
arrhythmia-type (Figure 3).>° Women are more likely than men to have AV-nodal (AVN)
reentrant tachycardia (AVNRT) and focal atrial tachycardia.?’ Men have double the incidence

2 Sex affects

of accessory-pathway tachycardias®! as well as asymptomatic pre-excitation.?
pathway location, females having more right-sided pathways.?>?* The small risk of ventricular

fibrillation (VF) in patients with ventricular preexcitation seems independent of sex.?*

Premenopausal women show cyclic variations in SVT burden, with more frequent and longer
episodes in the luteal phase, corresponding to shorter APDs.>> The number of episodes
correlates positively with progesterone levels and negatively with estrogen levels. In women
with cyclic SVT and a negative EP study at mid-cycle, repeating the EP study at end-cycle or

after exogenous estrogen withdrawal may increase inducibility and ablation-success for SVT.?¢

The basis for sex differences in SVT are largely unknown. Dual AVN-pathway physiology is
similarly prevalent in males and females.” Female predominance in AVNRT rather reflects
shorter slow-pathway ERP, with a wider vulnerability-window.?” Reduced AVNRT-recurrence
rates during high-estrogen states probably relates to APD-prolonging effect of estrogen in

humans.?®

Gender-related factors affect therapeutic decision-making in SVT. Although the efficacy and
safety of catheter ablation of SVT is similar in men and women, the latter are referred for

invasive therapy later than men despite having more symptoms.? This referral delay in women
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likely reflects gender-related bias in therapy as well as delayed diagnosis; women with SVT are

more likely to have a diagnosis of panic attacks prior to arrhythmia documentation.*

Atrial fibrillation

Sex differences in prevalence, outcomes and clinical therapeutics of atrial fibrillation (AF) were
recently reviewed.’! Men have a 1.5-fold greater risk than women of developing AF.*? Because
of the longer longevity of women, and since advancing age is the single most important risk

factor, females account for half of the overall AF population.*’

Advancing age, diabetes,
hypertension and heart failure increase AF-risk similarly in men and women, but valve disease

increases AF-risk more in women than men (RR 3.4 vs. 1.8).3

Although AF-incidence is lower in women, they are at higher risk of AF-related complications
like stroke and death,>* although this has been challenged by recent cohort studies. In a
population-based Quebec cohort study of >65-year old AF-patients, female sex was an

independent predictor of stroke.*’

However, sex was not a predictor for patients aged 65-75.
Studies in other populations reproduced these findings.’®3” These data suggest that female sex

is a predictor of stroke only in the presence of other risk factors like older age.

Women have higher recurrence-rates after electrical cardioversion®® and more complications
with pharmacological rhythm-control versus rate-control.”® They are at higher risk of drug-

induced Torsades de Pointes (TdP)*’ and are also more likely to require pacemakers with

1 2

amiodarone-use.*! Women with AF have worse quality of life than men,** regardless of

treatment strate,gy.39

Several studies assessed the effect of sex on outcomes and complications after AF-ablation.*’
In an Italian cohort study,** women referred for ablation were older, had longer history of AF,
higher prevalence of hypertension and larger left atria. Despite these differences, freedom from
AF after ablation was similar. In contrast, in a much larger US cohort with similar baseline sex
differences,* freedom from AF post-ablation was significantly less for women. Women also
had a much higher prevalence of non pulmonary-vein (PV) sources (50%, vs. 16% in men).

Whether a lower success rate for AF-ablation in women is due to delayed therapy and/or
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mechanistic differences warrants further study. Of note, women also have higher complication-

rates following AF-ablation.*>*4¢

While significant advancements in understanding clinically-relevant AF-mechanisms have been
made in the past decade,*’ few mechanistic studies addressed sex differences in atrial

electrophysiology and AF. Tsai et al.*®

reported that male rodent PV-myocytes have greater
spontaneous beating-rates, more burst-firing and larger isoproterenol-induced delayed
afterdepolarizations (DADs). Male left-atrial cardiomyocytes also have greater late Na‘-current
and Ca*"-content, which may explain larger DADs and more frequent triggered activity.*’
Ambrosi et al.>® observed sex differences in ion-channel gene-expression, with males having
stronger expression of K'-channel subunits (Kv4.3, KChIP2, Kv1.5 and Kir3.1) and a trend
towards greater expression of Navl.5 and Cavl.2. A human study showed that women have
greater AF-induced increases in connexin (Cx)-40 expression than men.>! How sex differences

in genomic expression of various ion channels renders men at higher risk of AF and whether

non-genomic differences also exist remains to be studied.

Bradyarrhythmias
Women are more likely to have sick sinus syndrome (SSS) but less likely to have AV-block.>
The underlying mechanisms of these differences are unknown. Women are less likely to benefit

52-54

from dual-chamber pacemaker implantation, are more likely to have procedural

complications such as pneumothoraxes (OR 2.1) and pocket hematomas (OR 1.5),°? but have

better overall survival-rates.>>°

Ventricular arrhythmia in structurally-normal hearts

Drug-induced long-QT and TdP

The most common molecular mechanism of drug-induced long-QT syndrome (LQTS) is
blockade of hERG (Kv11.1), the a-subunit of the rapid delayed-rectifier K*-current (Ik).>’
Women have greater risk of drug-induced LQTS/TdP.>®> The causes are multifactorial. First,
females show lower-level expression of HERG and other K'-channel subunits like minK
(B-subunit of slow delayed-rectifier, Iks); thus, lower repolarization reserve.!” Second, females

show estrogen-dependent upregulation of Na*-Ca?"-exchanger and Ic., which favour early
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afterdepolarizations (EADs) and TdP.®° Although baseline QTc shows little variation along the
menstrual cycle, woman have greater QTc-prolongation with ibutilide during menses and

ovulation compared to luteal phase.! QTc-prolongation during luteal phase is identical to men.

Congenital long QT syndrome

Sex is also a strong modulator of arrhythmic risk in congenital LQTS. Sex-differences are age-
dependent: prepubertal males have greater risk of arrhythmic events than their female
counterparts, while females are at greater risk after puberty, in association with longer

6364 545 discussed below.

QT-intervals.%? Risk also depends on genotype,
LQTS Type 1 (LQTT1) is caused by heterozygous loss of function mutation in KCNQ1, the gene
encoding the o-subunit of Ixs. In childhood, although male QTc-intervals are identical to
females, males have greater risk of cardiac arrest (HR 2.3).®> Both Iks and Icar are enhanced
comparably by adrenergic stimulation; Iks-enhancement prevents excess APD-
prolongation/EADs due to Ica-augmentation.®® Thus, arrhythmic events in LQT1 typically
occur in adrenergic contexts like exercise. Boys may therefore have higher risk of LQTI-
arrhythmia because of more vigorous physical activity rather than primary electrophysiological
susceptibility. After puberty, when QTc-intervals decrease in males but remain unchanged in

females, cardiac-arrest risk equalizes in men and women. %

LQT?2 is caused by loss of function mutation in KCNH2, which encodes the a-subunit of Ix,. In
prepubertal children, both QTc and risk of cardiac arrest in males and females are identical 5%’
Following puberty, QTc prolongation is observed in females while males have a non-significant

shortening,%® leading to a 2.3-fold risk of cardiac arrest in adult LQT2-females versus males.’

Sex-differences in arrhythmic risk in LQT3, due to inadequate Ina-inactivation, is debated. One
study found no sex-differences in arrhythmic risk,% while another suggested greater event-rates

in males with LQT3.%

While some experts advocate sex-dependent phenotype and genotype risk-stratification

schemes,® recent guidelines do not recommend specifically this approach.®’
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Brugada syndrome
The male-predominant risk of Brugada syndrome is so apparent that men in some southeastern
Asian villages dressed in women’s clothes to deceive evil spirits from taking young men’s lives

during their sleep.”’

Males with Brugada syndrome have a higher rate of spontaneous type-1 ECG, and are more
likely to experience VF or sudden cardiac death (SCD) during follow-up.”” The mechanism of
arrhythmia in Brugada syndrome is uncertain, but accelerated epicardial repolarization
involving predominance of I, over inward currents like Ina is central to one common theory of
pathogenesis.”! A loss-of-function mutation in SCN5A, encoding the Ina oi-subunit, is identified
in about 1/3 of cases. Molecular data from non-diseased human hearts are in agreement with
the concept that male predominance of the Brugada phenotype results from higher I.
Compared to males, females have 39%-less expression of KChIP2, the main accessory subunit

of Iy, in right-ventricular (RV) epicardium.!’

Idiopathic VF and early repolarization syndromes

Male sex is strongly associated with early repolarization (ER), both the benign form and when
associated with VF in the early-repolarization syndrome (ERS).”>”® Idiopathic VF is also
predominant in males, who represent 2/3 of the cases.”* Both ER and ERS in males are due to
a greater transmural gradient in early repolarization.” The major reason for this transmural
gradient is the higher density of I, in male ventricular epicardium, which results in a larger
notch in epicardial action potentials. Larger I, is caused by greater expression of its B-subunit
KChIP2 in men.!” Mechanistic and clinical similarities in Brugada and ER prompted some

authors to group them as J-wave syndromes, which are clearly more manifest in males.”

Sex differences in idiopathic VF without ER are less clear. Males comprise 72% of patients
with VF and ER (ERS) but only about 54% of patients with VF without ER (P=0.007).”> This
might suggest that males have a higher incidence of ERS but not “true” idiopathic VF (i.e. when
excluding ERS). A Dutch study’® on familial VF is in discordance. In this study, which

identified a haplotype associated with familial idiopathic VF, early repolarization was only
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present in 6% of risk-haplotype carriers but males still had a higher event rate than females (45%

vs. 21%). This haplotype results in DPP6 overexpression, which appears to cause a Purkinje

fiber-delimited ERS.”’

Other primary electrical diseases

Catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia (CPVT) is an inherited arrhythmic
syndrome causing VT during exercise or stress. In the largest cohort studying risk factors of
cardiac events in CPVT, sex was not a predictor of events.”® 1In the rare short QT syndrome
(SQT), males comprise up to 80% of subjects, consistent with a background of rapid
repolarization in males (Figure 4).!7 Risk of arrhythmic events in those fulfilling diagnostic

criteria (i.e. with short QT) is independent of sex.”

Focal idiopathic ventricular tachycardias

Focal idiopathic VT represent about 10% of VTs.2® These occur in structurally normal hearts,
but unlike VTs related to defined channelopathies, idiopathic VTs are generally of focal origin.
Adenosine-sensitive RV outflow-tract tachycardias are more common in females, although LV
outflow-tract VT is observed equally in males and females.®! The basis for the RV versus LV
difference in sex-dominance is unclear. Perhaps paradoxically, hormone replacement therapy

in menopausal women seems to reduce outflow-tract VT burden.®?

Verapamil-sensitive fascicular tachycardia is three times more common in males.®! These
tachycardias are thought to be caused by reentry involving the posteroseptal LV myocardium
and Purkinje network.®® Possible explanations for male predominance are shorter Purkinje-cell
APD?®® and slower His-Purkinje conduction® which favour reentry. No data are available

regarding sex-dependence of ion-channel expression in human Purkinje fibers.

Ventricular arrhythmia in structural heart disease

Coronary artery disease and heart failure

SCD-rates in women are less than half those in men.?* While age-dependence is qualitatively
similar, comparable SCD-incidences occur 10 years later in women. Lower SCD-risk in women

is not completely due to lesser coronary artery disease (CAD): women still have significantly
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lower SCD-rates after controlling for effects of CAD or heart failure.** Consistent with primary
electrical factors, women with CAD and LV ejection-fraction<40% are also less likely than men

to have inducible sustained VT.%

Prevention of SCD has been shown with beta-blockers and implantable cardioverter

defibrillators (ICDs) in specific populations.®%

Although beta-blockers similarly reduce
mortality in men and women post-myocardial infarction,®® the mortality benefits of ICDs are
less evident in women than men. In a metanalysis including 5 major trials women (who
represented only 21% of the study-population) had significantly fewer appropriate ICD-
therapies (HR 0.63; Figure 5).%7 Observational data parallel those of clinical trials: among ICD-
recipients, women have fewer appropriate therapies, similar rates of inappropriate therapies and
comparable overall mortality to men.®®® These results suggest that women with LV systolic
dysfunction have lower arrhythmic mortality, but similar non-arrhythmic mortality, compared
to men.”® Current guidelines do not recommend considering sex in ICD implantation decision-
making, but women are less likely to receive guideline-recommended ICDs.”! The mechanistic

basis for sex-related differences in arrhythmia-rates with acquired heart-disease are largely

unknown.

Inherited cardiomyopathies
In hypertrophic cardiomyopathy, male sex is a predictor for appropriate ICD shock.”>”* Males
are overrepresented in arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy for unclear reasons,

while arrhythmic risk and overall prognosis is similar in males and females.”

Congenital heart disease

Men with congenital heart disease are twice as likely as women to receive an ICD.” Although
men tend to have more supraventricular arrhythmias, documented ventricular-arrhythmia rates
are similar among males and females, suggesting that lower ICD implant-rates in women may
be related to gender bias.”®> In repaired tetralogy of Fallot, sex does not predict arrhythmia
rates.”® Similarly, sex does not predict appropriate ICD-shock in patients with atrial-switch

procedures for transposition of the great vessels.”’

xii



Conclusions

While we have a reasonable understanding of mechanisms underlying sex differences in rare
channelopathies and arrhythmias due to repolarization-abnormalities, we still have much to
learn about the nature and basis of sex-related differences in more common, yet more complex,
arrhythmias. Therapeutic decisions are modulated by sex, but how much of the modulation is
evidence-based versus a reflection of bias is unclear. Much more must be known before sex can
be used appropriately to base therapeutic decision-making on differential responses to
pharmacological and invasive treatments. A better knowledge of sex differences in cardiac
arrhythmia mechanisms, determinants and therapeutic response is clearly needed to improve

patient care.
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Table 1. Sex differences/sex hormone effects in ventricular electrophysiology

Species Variables measured Observations Reference(s)
(current)*

Dogs QT-interval Castration: 1 Androgen :] 14
IcaL Female > Male 15
Kv4.3 (Ii) Androgen : 1 14
Kir2.1 (Ik1) Androgen: 1 14
Navl.5 (Ina) No effect of estrogen or androgen 14

Guinea APDog Androgen : | 98

Pigs Ik Androgen: 1 99
Iks Androgen: 1 16
Ik: Estrogen: | 98
IcaL Androgen: | 16
IcaL Estrogen: | 105
Icar Male > Female 99

Mice QT-interval Female > Male 12
Ixu/Kv1.5 Male > Female; Androgen : 1 13
lio/Kv4.3 Male > Female 100
IcaL No difference 12
IcaL Estrogen : | 104
Repolarization Androgen : 1 13
reserve

Rabbits  QT-interval (APD) Female > Male (Estrogen : 1 98

EAD/TdP)

Ik (inward portion) Androgen: 1 101
Ikr Androgen: 1 101
Ica/Cavl.2 Estrogen: 1 60
Incx/NCX1 Estrogen: 1 102

Rats IcaL No difference 106
Iy No difference 107
Ca’’ transient Estrogen: | 103

Humans QT-interval Female > Male 103
HERG (Ik.)+ Male > Female 17
minkK (Ixs)+ Male > Female 17
Kir2.3 (Ix1)# Male > Female 17
KChIP2 (Iio)+ Male > Female 17
Navl.5 (Ina)+ No difference 17

*The primary variable(s) measured is (are) shown without brackets; where only ion-channel
subunit expression was quantified, the corresponding current is shown in brackets.

+Differences at both protein and mRNA levels; #0nly mRNA data available,
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Figure Legends

Figure 1.

Figure 2.

Figure 3.

Figure 4.

Figure 5.

Normal sex differences in electrophysiological variables. AH, HV=AH, HV
intervals; AERP=atrial ERP; AVN=AV-node; ERP=effective refractory period;
F=females; M=males; SNCL=sinus-node cycle-length; SNRT= sinus-node
recovery time; VRP=ventricular ERP; WCL=Wenckebach cycle-length.

Female ovarian cycle with related electrophysiological changes and arrhythmia
susceptibility. Follicular-phase properties are in red; luteal in blue.

Sex differences in supraventricular arrhythmia susceptibility.  AF=atrial
fibrillation; AT=atrial tachycardia; AVNRT=atrioventricular-node reentrant
tachycardia; AVRT=atrioventricular reentrant tachycardia; M=males; F=females.
Sex differences in ventricular cardiomyocyte electrophysiology. Ik=delayed-
rectifier K™-current; Ii,= transient-outward K*-current

Sex differences in overall mortality and appropriate therapy in patients randomized
in primary prevention ICD trials. Forest plot showing sex-differences in overall
mortality and appropriate ICD therapy from major randomized controlled trials
and pooled data for primary-prevention ICD in systolic dysfunction. Reproduced

with permission from reference 87.
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A) ICD survival benefit in men

Hazard Ratio
Study or Subgroup  Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
SCD-HefFT 51.0% 0.71 [0.57,0.88) B
MADIT-1I 23.5% 0.66 (0.48, 0.90) -
DEFINITE 6.6% 0.49(0.27,0.88) =
COMPANION 18.8% 0.65 (0.46, 0.92) -
Total (95% CI) 100.0% 0.67 [0.58, 0.78] %
Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi*=1.40,df=3 (P=0.70); F= 0% 001 01 3 10 100

Test for overall effect. Z=5.17 (P < 0.00001) Favours ICD Favours Placebo

B) ICD survival benefit in women

Hazard Ratio

Study or Subgroup  Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
SCD-HefT 44.3% 0.90[0.57,1.43)
MADIT-II 18.9% 057(0.28,1.15]
DEFINITE 141% 1.14[0.50, 2.58]
COMPANION 22.8% 059(0.31,1.12)
Total (95% CI) 100.0% 0.78 [0.57, 1.05]

o :ChP= = =z ‘P= I t T t {
Heterogeneity. Tau®= 0.00; Chi*= 2.69, df=3 (P = 0.44), F= 0% 001 01 1 10 100

Test for overall effect. Z=1.63 (P=0.10) Favours ICD Favours Placebo

C) Appropriate ICD intervention

Hazard Ratio

Study or Subgroup  Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
SCD-HefFT 39.4% 0.78(0.52,1.17) -
MADIT-1I 27.9% 0.60(0.37,0.97) -
DEFINITE 71% 0.39(0.15,1.01) ——
COMPANION 25.6% 0.56 (0.34,0.92) =
Total (95% CI) 100.0%  0.63[0.49,0.82] *

- Tau*= 0.00; Chi*= =3(P= P= t t t t
Heterogeneity. Tau®= 0.00; Chi*= 2.32, df=3 (P = 0.51),F=0% oFom—r 1 10 50

Testfor overall effect Z= 3.54 (P = 0.0004) S

Figure 5
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