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RÉSUMÉ

Les connaissances actuelles concernant les différences reliées au sexe dans
l'incidence des maladies cardiovasculaires et l'activité électrique cardiaque suggèrent
fortement l'impUcation des hormones sexuelles (oesti'ogènes et androgènes) au niveau
cardiaque. Les effets physiologiques de ces hormones sont médiés par les récepteurs aux
oestrogènes a (ERa) et P (ERp) ainsi que par le récepteur aux androgènes (AR). L'objectif
premier de ce projet était de démontrer la présence et de comparer la localisation sous
cellulaire de ERa, ERR et AR dans les ventricules de souris adultes mâles et femelles. Le
second objectif consistait à déterminer l'efifet de la gonadectomie sur l'expression de ces
récepteurs. Les résultats obtenus par mimunobuvardage Western, mununofluorescence et
microscopie confocale démontrent que la localisation sous cellulaire est différente pour
chacun des récepteurs, mais sunilau'e chez les deux sexes. ERa, l'isoforme du ER le plus
abondant au mveau du muscle cardiaque, est principalement membranaire alors qu'ER^ et
AR sont cytosoliques. De plus, l'abondance de chacun des récepteurs au niveau
ventriculaire est similaire chez les mâles et les femelles. L'ovarectomie n'affecte pas
l'expression de ERa, ER? et AR, quelque soit la période de récupéradon allouée après la
chinirgie (l, 3, 6ou 8 semaines); par contre, l'orchidectomie entraîne une diminution
marquée de l'expression de ER? et AR, mais non de ERa, et ce, dès la première semaine
après la chirurgie. Une meilleure connaissance de la localisation sous cellulaire des
récepteurs hormonaux dans le cœur de souris pennettra d'aborder de façon plus précise les
mécanismes moléculaires de l'action des hormones sexuelles au niveau cardiaque. La
regulation appareiiunent différente de l'expression des récepteurs aux oestrogènes et aux
androgènes dans ce tissu suggère des rôles physiologiques distincts selon le sexe, lesquels
pourraient contiibuer aux différences mâles-femelles observées au niveau des maladies
cardiaques.

0
Mots-clés : sexe, récepteurs aux oestrogènes, récepteurs aux androgènes, cœur, souris



n iv

ABSTRACT

There are significant gender-based differences in the incidence of a wide variety of
cardiovascular diseases and in cardiac electrophysiology sti-ongly suggest the implication
of sex hormones on cardiac physiology. Physiological effects attributed to sex honnones
are mostly mediated by their receptors, which are the estrogen receptor a (ERa) and P
(ERp) and the androgen receptor (AR). To provide evidence tfiat those receptors are
expressed in adult mouse ventricles of both sexes, to detennme their subcellular
localization as well as the effect of gonadectomy on their expression level, we used
Western blot analysis, immunofluorescence and confocal microscopy techniques. Results
showed that sex honnone receptors, differ with respect to their subcelliilar localization.
ERa is mainly localized in the membrane fraction while ERp and AR are localized mainly
in the cytosol. Subcellular localization and expression level are similar between males and
females. However, gonadectomy affects receptor expression m a different manner in male
and female ventricles. Neiuier ERa, ERR or AR expression is affected by ovariectomy
independently of the time of recovery (1, 3, 6 or 8 weeks) allowed after surgery. In
contrast, ERp and AR, but not ERa, are expressed at lower level in castrated male
ventricles 1 week after the surgery. The characterization of subcellular localization of sex
honnone receptors will allow further mvestigations of molecular mechaiusms implicated in
honnonal regulation m adult mouse heart. The apparently different regulation of sex
hormone receptors in male and female hearts suggest gender-dependent physiological roles
that could account for the gender-based differences observed m the incidence of
cardiovascular diseases.

Keywords : gender, estrogen receptor, androgen receptor, mouse, heart
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CHAPITRE l- INTRODUCTION

0

1.1 Epidémiologie: Différences entre les sexes

1.1.1 Maladies cardiovasculaires

Depuis déjà une cinquantaine d'aimées, les différences entre les sexes au niveau de
l'incidence des maladies cardiovasculaires (MCV) représentent un phénomène bien établi.1
Ces maladies se développent environ 10 aiis plus tard chez les femmes que chez les
hommes, bien qu'elles constituent pour les deux sexes la principale cause de mortalité au
Canada et dans la majorité du monde industrialisé.2'2a Chez les femmes pré-ménopausées,
l'incidence des MCV telles que l'hypertension, l'athérosclérose, les troubles coronariens et
l'infarctus du myocarde, est plus faible que chez les hommes du même âge. Par contre,
après la ménopause, l'incidence de ces états pathologiques augmente et devient similaire ou
supérieure à celle observée chez les hommes.3'6 Le sexe fémiiùn représenterait donc un
facteur protecteur au niveau de l'mcidence des MCV. Cette protection contre les maladies
cardiovasculau-es chez les femmes pré-ménopausées a souvent été associée à la présence
d'oestrogènes. ' C'est pourquoi Fhonnonothérapie de remplacement ("Hormone
Replacement Therapy"; HRT) chez les femmes post-ménopausées a tout d'abord été
considérée cardioprotectrice.

En effet, quelques études cliniques ont démontré une diminution d'environ 50% de
l'incidence des MCV ainsi qu'une baisse d'environ 25% de la mortalité associée à ces
maladies lors de la prise d'HRT par des femmes post-ménopausées.9'10 Par contre, l'étude
HERS ("Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study") n'a pas démontré d'effets
protecteurs de l'HRT chez des femmes post-ménopausées présentant des maladies
coronarieimes établies. Les auteurs de cette étude ont cependant précisé que des études
cliniques de plus grande envergure, avec un nombre plus grand de participantes et une
selection plus appropriée, étaient nécessaires afin d'établir hors de tout doutes le rôle
protecteur ou néfaste de l'HRT au niveau cardiovasculaire.12 En attendant la réalisation de
ces études, l'Association Américaine pour les Maladies du Cœur ("American Heart
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Association"; AHA) ne recommande plus, et ce depuis juillet 2001, l'utilisation de l'HRT
visant comme bénéfice principal le traitement ou la prévention des MCV chez les femmes
post-ménopausées. De façon parallèle, il est aussi nécessaire de réaliser des projets de
recherche fondamentale concernant les effets cardiaques des oestrogènes afin de pennettre
une meilleure compréhension des facteurs de risques de MCV chez les femmes ainsi que le
développement de traitements plus appropriés.22

Bien que l'attention ait été principalement dirigée vers l'implication des oestrogènes
dans les différences reliées au sexe, il est important de se rappeler que les androgènes ont
aussi un rôle potentiel à ce niveau. Vers la fin des années 80, les androgènes ont été
identifies comme un facteur de risque menant au développement de MCV. Pourtant, dans
les années 90, des études cliniques et expérimentales ont suggéré des effets neutres ou
bénéfiques des androgènes sur le développement et les manifestations cliniques de
l'afhérosclérose chez l'homme. ' II a aussi été démontré que l'hyperandrogénisme
associé à l'obésité, l'hirsutisme ou au syndrome ovarien polycystique était corrélé à un
risque accru de développer des maladies coronariennes.16 Les androgènes semblent donc,
eux aussi, jouer un rôle au niveau du système cardiovasculaire.

1.1.2 Arythmies cardiaques

Comme il a été observé dans les autres MCV, il existe aussi des différences reliées

au sexe quant à l'mcidence de certames arythmies ainsi que dans les propriétés
électrophysiologiques cardiaques. Les différences à l'électrocardiographie entre les
hommes et les femmes ont été documentées pour la première fois par Bazett en 1920. D
est maintenant recoimu que les femmes ont un rythme cardiaque basai plus rapide ainsi
qu'un intervalle QT corrigé (QTc) de 10 à20 ms plus long que celui des hommes du même
âggi7;i7a;i9;20 L'intervalle QT est un paramètre de l'électrocardiograinme (ECG)
représentant la durée du potentiel d'action ventriculau-e et reflétant la durée de la période de
repolarisation ventriculaire.

0
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Figure 1.1: Intervalle QT et potentiel d'action ventriculaire cardiaque
L'intervalle QT sur l'ECG correspond à la durée du potentiel d'action ventriculaire et représente la
durée de la repolarisation ventriculaire. Le prolongement de l'intervalle QT reflète une
repolarisation ventriculaire plus lente, se traduisant par un allongement de la durée du potentiel
d'action ventriculaire.

Roden DM. Ionic mechanisms for prolongation of refractoriness and their proarrhythmic and antiarrhythmic
correlates. AmJCardioll996;78:12-60. (adaptation)

La prolongation du QTc chez la femme est associée à un retard de repolarisation
ventriculaire (comparativement aiix hommes), favorisant donc le développement d'une
arythmie ventriculaire polymorphique appelée Torsades de Pomtes (TdP).17;19;22'26 En effet,
la TdP est directement associée à un allongement de l'intervalle QT et à une repolarisation
ventriculaire plus lente.25 Cette arythmie, souvent soudaine et létale, peut survenir à cause
de défauts génétiques congénitaux, comme dans le cas du syndrome du long QT, mais
principalement, lors d'un débalancement électrolytique (hypomagnésémie, hypokaliéinie)
ou de la prise de médicaments prolongeant l'intervalle QT, comme les antiarythmiques de
classe IA (quinidine, procaïnamide, disopyramide) et III (sotalol, dofétilide, azimilide), les

0
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0 antihistaininiques (terfënadine), les antibiotiques (érythromycine) et les
antidépresseurs.9'17^19'23'25'27 La prolongation excessive du QT par un ou plusieurs facteurs,
comme par exemple l'administration de sotalol à une femme, peut entraîner le
déclenchement de dépolarisations précoces ("early after-depolarizatîons"; EAD) menant au
développement dés TdP.22 Donc, contrairement à ce qui est observé au niveau de
1'incidence des autres MCV, le sexe féminin n'est pas associé à un efifet cardioprotecteur
concernant l'mcidence de ce type d'aryfhmie cardiaque.

";

t

t

^-
\L

hPA-1 PA prolongé

4—
dépolarisation

précoce

 -1

^h^
Torsades de Pointes

(ECG)

0

Figure 1.2 : Développement des Torsades de Pointes

Plusieurs facteurs, tels le sexe féminin, la bradycardie, l'hypokaliémie, l'hypomagnésémie ou
certains agents pharmacologiques entraînent un ralentissement de la repolarisation venfticulaire,
caractérisé par une augmentation de la durée de potentiel d'action (PA) ventriculaire. Cette
repolarisation ventriculaire ralentie favorise l'apparition de dépolarisations précoces, pouvant
déclencher des Torsades de Pointes. Le dernier tableau de la figure 2 représente un tracé
élecft-ocardiographique de Torsades de Pointes.

Ebert SN, Liu XK, Woosley RL. (1998) Female Gender as a Risk Factor for Drug-Induced Cardiac
Arrhythmias: Evaluation of Clinical and Experimental Evidence. Journal of Women's Health;
7:547-557. (adaptation)

Comme c'est le cas pour l'mcidence des autres MCV, les androgènes semblent aussi
jouer un rôle au niveau des propriétés électrophysiologiques cardiaques. En effet, les
différences entre les sexes au mveau du QT apparaissent à la puberté. L'interyalle QT est
long chez les enfants des deux sexes, et avec l'apparition des hormones sexuelles dans la
circulation sanguine, le QT reste long chez la jeune fille alors qu'il raccourcit chez le jeune
garçon.28'29 H conviendrait donc plutôt d'employer l'expression "QT raccourci" chez
l'homme, plutôt que "QT prolongé" chez la femme.
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De ce fait, les androgènes semblent être associés à un raccourcissement de
l'intervalle QT et, conséquemment, à une repolarisation ventriculaire plus rapide.
L'hypothèse d'un effet possiblement protecteur des androgènes sur la repolarisation
ventriculau-e est supportée par des données épidémiologiques. En effet, la diminution de la
concentration d'androgènes circulants, chez des hommes castrés chimiquement pour un
cancer de la prostate, entraîne un prolongement de l'intervalle QT reflétant un
ralentissement de la repolarisation ventriculaire chez ces derniers.30 Dans le même ordre
d'idées, chez des femmes souffi-ant d'une hyperplasie des glandes surrénales induisant une
augmentation de la concentration d'androgènes dans la circulation sangume, l'intervalle QT
est diminué et la repolarisation ventriculaire est plus rapide.30 Des données
élect-ocardiographiques, épidémiologiques et expérimentales suggèrent fortement un
mécanisme dépendant des hormones sexuelles et impliquant des altérations dans
l'expression de canaux ioniques cardiaques coinme base de la propension à un QT plus
long relié à une incidence plus élevée de TdP chez les femmes. Bien que des mdices
indirects suggèrent que les androgènes jouent un rôle protecteur à ce mveau chez l'homme,
il est nécessaire de poursuivre la recherche fondamentale daiis ce domaine pour pennettre
une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans les différences reliées au
sexe et ainsi pennettre un traitement plus approprié des arythmies cardiaques, tant pour les
hommes que pour les femmes.

0

1.2 Ménopause et hormonothérapie

1.2.1 Changements hormonaux reliés à la ménopause
La ménopause constitue la cessation de l'activité ovulatou-e ainsi que des

menstruations. La femme est considérée ménopausée lorsqu'une période d'un an sans
menstruation s'est écoulée. Cette condition, caractérisée par une diminution drastique de la
sécrétion d'oestrogènes par les ovaires, survient environ vers l'âge de 50 ans et donne lieu à
plusieurs symptômes indésu^bles, notainment des bouffées de chaleur accompagnées de
sueurs abondantes, une sécheresse vaginale, des troubles de l'humeur pouvant même aller
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0 jusqu'à la dépression, une prise de poids ainsi qu'une perte de masse osseuse
(ostéoporose). Le passage à la ménopause entraîne plusieurs modifications du milieu
hormonal chez la femme, caractérisées par trois phases distinctes. Ces phases sont appelées
pré-ménopause, ménopause et post-ménopause. A la ménopause, la chute de la
concentration circulante d'oestrogènes est plus drastique que la diminution de la
concentration d'androgènes circulants. Liu et coll., (2001) ont récemment soulevé
l'hypothèse que la phase de ménopause soit donc caractérisée par un excès d'androgènes
relativement aux oestrogènes, correspondant à la période d'augmentation du risque de
MCV chez les femmes.
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pré-ménopause ménopause post-ménopause

Figure 1.3 : Modifications du milieu hormonal reliées à la ménopause
Représentation schématique des changements de la concenft-ation circulante d'oestrogènes et
d'androgènes durant la pré-ménopause, la ménopause et la post-ménopause. La chute drastique de
la concentration d'oestrogènes est bien établie, tandis que la chute des androgènes est moins bien
caractérisée, principalement durant la phase de ménopause. LMP=last mensft^ial period

Liu, Y,, Ding, J; Bush, T. L., Longenecker, J. C., Nieto, F. J., Golden, S. H., and Szklo, M. (2001) Relative
Androgen Excess and Increased Cardiovascular Risk after Menopawe: A Hypothesized Relation.
American Journal of Epidemiology 154(6), 489-494. (adaptation)

0

Normalement, la cessation de la production ovarienne d'œstrogènes chez la femme
en ménopause est accompagnée d'une augmentation de la production d'androgènes par les
ovaires. En effet, il y a une redistribution de la contribution relative des sites de sécrétion
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d'androgènes entre les phases de pré-ménopause et de ménopause, tel que présenté au
tableau 1.1.

pré-ménopause ménopause

niveau site de sécrétion (pourcentage relatif) niveau moyen site de sécrétion (pourcentage relatif)

Oestradiol 5-35 ng/dl ovaires 3ng/dl Ovaires (diminution)

Testosterone 35-42 ng/dl conversion périphérique (50%)
glandes surrénales (25%)
ovaires (25%)

3 5-42 ng/dl conversion périphâ^que (40%)
Glandes surrénales (10%)
Ovaires (50%)

0

Tableau 1.1 : Redistribution de la contribution relative des sites de sécrétion

d'androgènes à la ménopause

Les ovaires, durant la pré-ménopause, ne sont responsables que de 25% de la
sécrétion d'androgènes contre 50% à la ménopause. De plus, les glandes surrénales ne
produisent plus que 10% des androgènes durant la phase de ménopause contre 25% durant
la pré-ménopause.16 L'ablation chirurgicale des ovaires chez les femmes empêche donc
l'augmentation de la sécrétion ovarienne d'androgènes lors de la chute des oestrogènes.
Cette condition entraîne donc aussi une chute d'environ 50% de la concentration
d'androgènes circulants comparativement à la condition de ménopause nonnale.132

Cette théorie concernant l'excès d'androgènes chez la femme en ménopause
correspond aux données épidéiniologiques disponibles et suggère fortement que les
androgènes aussi bien que les oestrogènes possèdent un rôle unportant, autant au niveau de
la physiopathologie que de la physiologie du système cardiovasculau'e. En effet, il est
possible que l'effet néfaste des androgènes au niveau du risque de MCV ne soit que
contrecarré par les oesto^ogènes chez la femme pré-ménopausée et que l'effet des
androgènes prenne le dessus lors de la chute drastique des oestrogènes endogènes lors de la
ménopause, coïncidant avec le risque accm de développer des MCV chez les femmes post-
ménopausées. De plus, cette hypothèse n'est pas incompatible avec les conclusions de
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l" étude HERS, stipulant que l'HRT ne procurait pas de cardioprotection chez les femmes
post-ménopausées souffrant de maladies coronariennes établies, puisque la moyenne d'âge
des femmes dans cette étude était de 66,7 ans. Chez ces femmes, probablement déjà dans
leur phase de post-ménopause, les effets néfastes de l'excès relatif d'androgènes, débutant à
la phase de ménopause, sont sans doute déjà présents. L'hypothèse soulevée par Liu et
coll. (2001) permet donc de soupçonner une interrelation entre les oestrogènes et les
androgènes au niveau de l'incidence des MCV. Mais des études à long-terme, débutant
avant la chute des niveaux d'oestrogènes (pré-ménopause) et tenant compte des niveaux
d'androgènes autant que d'oestrogènes, sont nécessaires afin de vérifier cette hypothèse.

0

1.2.2 Avantages et inconvénients de l'hormonothérapie

Le remplacement oestrogénique chez les femmes ménopausées entraîne
l'atténuation significative des effets néfastes associés à cette condition, soit les bouffées de
chaleur, les troubles de l'humeur, la sécheresse vaginale et les sueurs abondantes. L'HRT
procure donc plusieurs effets bénéfiques aux femmes ménopausées, et la question de la
prise d'oestrogènes ou non lors de l'apparition de la ménopause se pose pour toutes les
femmes. Pour le praticien, la prescription d'HRT à une femme requiert une analyse
particulière des bénéfices par rapport aux risques encoums. En effet, les bénéfices établis
concernant la qualité de vie et la prévention de l'ostéoporose doivent être comparés aux
risques de cette thérapie, notamment un risque accru de développer im cancer du sein et/ou
de l'utéms ainsi qu'un risque plus élevé de thromboembolie veineuse et de maladies de la
vésicule biliaire.l2;7;44

Avant la ménopause, les oestrogènes naturels sont responsables de la capacité des os
à retenir le calcium et les autres minéraiix afin de favoriser la construction d'im squelette
solide en inhibant la résorption osseuse. La diminution radicale du taux d'oestrogènes
sanguin à la ménopause entraîne une période de perte osseuse rapide et augmente la
susceptibilité aux fractures. En fait, plus de 50% de la perte osseuse chez les femmes post-
tnénopausées survient durant les premières aimées suivant l'apparition de la ménopause.
L'HRT aide donc à prévenir l'ostéoporose chez les femmes post-ménopausées. ' ' Une
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diminution de 25 à 50% du risque de fi-actures a été démontrée chez les femmes post-
ménopausées prenant des oestrogènes à cause d'une augmentation de la densité osseuse.42'
Cet effet protecteur cesse avec l'arrêt de la prise d'oesti-ogènes.7 De plus, l'utilisation
d'HRT pourrait aussi être profitable dans le traitement et la prévention de la maladie
d'Alzheimer, de l'mcontmence, du cancer du colon et de la dépression. ;

1.2.3 Hormonothérapie et système cardiovasculaire

Malgré l'incertitude concernant les effets bénéfiques ou néfastes de l'HRT au
niveau cardiovasculaire, un nombre substantiel d'effets positifs des oesti-ogènes sur certains
facteurs de risques associés au développement des MCV ont été rapportés. Les
mécanismes proposés pour la possible cardioprotection des oestrogènes mcluent des
modificatioiis du profil lipidique, de l'hémostasie, du métabolisme des carbohydrates ainsi
que de la réactivité et du tonus vasculaires.

L'administration d'oestrogènes chez les femmes post-ménopausées améliore le
profil lipidique en diminuant de 10% le niveau plasmatique de "£ow Density Lipoprotein"
(LDL) et en augmentant de 10% le niveau de "High Density Lipoprotein" (HDL). Les taux
de LDL et de HDL constituent deux déterminants majeurs du risque de développement de
MCV. L'efFet des oestrogènes sur le niveau de lipides plasmatiques varie selon la méthode
d'administration. La voie d'administration transdermale produit moins d'effet sur le taux
circulant de HDL que la voie orale en raison de l'absence du phénomène de premier
passage hépatique associé avec la dégradation de la lipase hépatique qui augmente le taux
circulant de HDL.31

Les oestrogènes modifient de façon positive plusieurs facteurs hémostatiques
normalement prédisposants pour le développement de MCV. En pliis des changements
favorables au niveau du métabolisme et de l'oxydation des lipoprotémes, de la perméabilité
des cellules endothéliales pour les LDL, de la régulation de l'expression des cytokines et
des molécules d'adhésion cellulaire, de la migration et de la prolifération des cellules
musculaires lisses et endothéliales, et de l'agrégation plaquettaire, ' ; ' les oestrogènes

0
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n entraînent une duninution du taux de fibrmogène, contribuant ainsi à retarder la formation
de plaques athérosclérotiques et à réduire les risques de thrombose.

Un autre mécanisme associé avec un rôle possiblement cardioprotecteur des
oestrogènes consiste en une action bénéfique sur le métabolisme des carbohydrates. Les
mdividus ayant des taux de glucose sanguin plus élevés que la normale, soufflant de
resistance à l'insulme ou présentant une augmentation des niveaux circulants d'insuline ont
plus de risques de développer des MCV. Les femmes post-ménopausées ont une
augmentation du taux d'insuline et l'HRT provoque une dmiinution de la libération
d'insuline après les repas ainsi qu'une augmentation de la sensibilité à l'insuline reliée à un
taux de glucose sanguin plus faible, contidbuant ainsi à une dmùnution de risques de
MCV.31

Les oestrogènes affectent aussi de façon positive la réactivité et le tonus vasculaire.
En effet, les oestrogènes induisent une vasodilatation en augmentant la production de
prostacycline dans la paroi vasculau'e, la production de thromboxane Az par les plaquettes,
la production de monoxyde d'azote (NO) par la NO synthase endothéliale amsi que par une
action antagoniste au niveau des canaux calciques vasculaires. De plus, la prise
d'oestrogènes inhibe la vasoconstriction dépendante du calcium et de l'endothélùie-1. Ces
effets vasodilatateurs des oestrogènes contribueraient à diminuer certains facteurs de
risques de MCV.31

0

1.2.4 Androgènes et hormonothérapie

En plus des inconvénients relatifs à la perte des oestrogènes endogènes, les feinmes
post-ménopausées éprouvent aussi certains symptômes désagréables nuisant à leur qualité
de vie, tels la perte de la libido et parfois une fatigue chronique, qui peuvent eti'e éliminés
par l'ajout de testosterone à l'hormonothérapie.132 La thérapie de remplacement aux
androgènes chez les femmes post-ménopausées, bien qu'encore très controversée,
commence à devenir de plus en pliis répandue. En effet, dans quelques pays, notamment
les Ètats-Ums et le Royaume-Uni, l'utilisation de la testosterone en combinaison avec les
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oesti-ogènes coinme thérapie de reinplacement chez les femmes post-ménopausées est
approuvée officiellement, même si des guides concernant une utilisation sécurîtaire de la
testosterone chez la femme manquent aux praticiens. De plus, en Australie et au Royaume-
Uni, la supplementation de testosterone chez les femmes est même utilisée afin de traiter le
légendaire syndrome prémenstruel. Des préparations de testostéroue sous fonne d'implants
sous-cutanés, ainsi que par voie orale et transdermale sont aussi présentement utilisées dans
le cadre d'études cliniques. Jusqu'à maintenant, il a été démontré que l'ajout
d'androgènes à l'HRT procurait une amélioration plus importante de la densité osseuse que
l'HRT traditionnelle. Il y a évideinment des mconvénients majeurs à l'utilisation
d'androgènes avec l'HRT. Ceux-ci incluent le développement d'acné modéré à sévère,
d'hu-sutisme et d'alopécie androgémque. Étant donné que l'utilisation d'androgènes
chez les femmes semble déjà avoir pris de l'ampleur dans certains pays, il y a donc un
immense besom d'études clmiques et de recherche fondamentale sur les effets des
androgènes chez la femme. D est logique de supposer que l'HRT idéale reproduirait en tout
pomt chez la femme post-ménopausée le milieu homional retrouvé chez les jeunes feinmes,
ce qui inclue aussi une faible concentration d'androgènes circulants. Mais, pour l'instant,
compte tenu du manque de connaissances scientifiques à ce niveau, il est très important de
demeurer prudent et d'effectuer les études nécessaires avant de songer à l'ajout de
testosterone à l'HRT de façon généralisée. De plus, l'efîet anabolisant des androgènes et
les risques associés au développement d'hypertrophie ventriculaire ne sont pas à
négliger.73'74' Pourtant, certaines doiinées expérimentales confument le rôle potentiel
pour les aadrogènes au niveau cardiovasculaire et cardiaque suggéré par les données
épidémiologiques. En effet, de la même manière que les oestrogènes, les androgènes
entraînent aussi une vasodilatation médiée par l'activation et l'augmentation de
l'expression de la NO synthase endothéliale.87 Cette vasodilatation par les androgènes
coïncide avec des effets bénéfiques observés au niveau de la tension artérielle chez les
hommes : les hommes hypertendus ont un taux d'androgènes plus faible que celui retrouvé
chez les hommes normotendus et l'angine de poitrine peut être traitée avec des injections
aiguës de testosterone.147 Par contre, il a aussi été démontré que la dihydrotestostérone
(DHT) a un effet proathérogénique en augmentant l'adhésion des monocytes aux cellules
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0 endofhéliales par une augmentation de l'expression des molécules d'adhésion à la surface
148des cellules. Cet effet proathérogénique pourrait être en partie responsable de

1'incidence plus élevée de maladies coronarieimes chez les hommes en comparaison aux
feiiunes pré-ménopausées.

1.3 Mécanismes d'action des hormones sexuelles : Voie

génomique et non-génomique

Bien qu'une mteraction directe entre les hormones sexuelles (HS) et l'ADN soit
stéréochimiquement possible, les effets des HS sont principalement médiés par la liaison
à leurs récepteurs respectifs, soit les récepteurs aux oestrogènes (ER) pour les oestrogènes
et le récepteur aux androgènes (AR) pour les androgènes. Ces récepteurs sont des facteurs
de transcription régiilant l'expression de certaines protémes en contrôlant la transcription
des gènes codant pour ces protéines.46 Ceci correspond à l'effet génomique, qui constitue
le modèle classique de l'action des HS.
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Figure 1.4 : Modèle classique de l'action des hormones sexuelles

Le modèle classique de l'action des honnones sexuelles, correspondant à l'effet génomique, stipule
qu'en absence de ligand, le récepteur est séquestré dans un complexe inhibiteur composé de
plusieurs protémes. La liaison de l'hormone entraîne la libération de ces protéines iiihibitrices, les
protéines de choc thermique ("heat shock proteins"; HSP), un changement dans la confonnation du
récepteur, permettant la dimérisation ainsi que la liaison haute-afFmité du complexe récepteur-
ligand avec son élément de réponse sur l'ADN des gènes cibles, au niveau de l'élément de réponse
aux hormones ("Hormone Response Element"; HRE).
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Weigel, N. W. and Zhang, Y. Ligand-independent activation of steroid hormone receptors. Journal of
Molecular Medicine 76, 469-479. 2001. (adaptation)

Considéré coinme le seul mécanisme d'action des HS dans les années 80, ce modèle

stipule qu'en absence de ligand, le récepteur est séquestré dans un complexe inhibiteur
composé de plusieurs protéines. La liaison de l'hormone entraîne la libération de ces
protéines inhibitrices, les protémes de choc fhermique ("heat shock protems"; HSP), im
changement dans la conformation du récepteur, pennettant la dimérisation ainsi que la
liaison haute-affinité du complexe récepteur-ligand avec son élément de réponse sur l'ADN
des gènes cibles. Les séquences d" ADN impliquées dans la liaison avec les ER sont
appelées éléments de réponse aux oestrogènes ("Estrogen Response Element"; ERE) et
celles reliées au AR, sont appelées élément de réponse aux androgènes ("Androgen
Response Element"; ARE).47

Plusieurs données expérimentales obtenues dans différents types cellulaires
démontrent l'existence d'effets médiés par les HS ne pouvant être expliqués par le modèle
génomique classique.45 Ces effets non-génomiques semblent dus à des récepteurs des HS
localises au niveau de la membrane plasmique et possèdent les caractéristiques suivantes :
l) trop rapides (secondes à minutes) pour être reliés à des modifications au niveau de
l'ARN messager (ARNm) et de la synthèse protéique, 2) peuvent être observés même dans
des cellules hautement spécialisées n'accomplissant pas de synthèse protéique (par exemple
les spermatozoïdes), 3) peuvent être produits par des honnones couplées à des protémes de
haut poids moléculaire comme l'albumine sérique bovine (BSA), empêchant ainsi l'entrée
de l'hormone dans la cellule, 4) ne sont pas bloqués par des inhibiteurs de la synthèse
d'ARNm (actinomycine-D) ou de protéines (cyclohexmiide).4848

Les hormones sexuelles peuvent agir de plusieurs manière sur les cellules cibles,
dépendamment de leur lieu de synthèse. L'Ez peut être synthétisé localement par certaines
cellules grâce à l'enzyme P450 aromatase qui aromatise les précurseurs androgéniques en
oesù-ogènes. (Figure 1.5; p. 25a) Les oestrogènes provenant de la production périphérique
sont biologiquement actifs localement, impliquant une action paracrine, autocrme ou
uitracrme.

87.130
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Figure 1.5 : Schéma de la synthèse des hormones sexuelles
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Figure 1.6 : Schéma représentant I? action hormonale endocrine, paracrine,
autocrine et intracrme

1.4 Récepteurs aux hormones sexuelles : structure, fonction et
localisation

1.4.1 Structure générale

Les ERs et AR font partie de la superfamille des récepteurs nucléaires, tout comme
le récepteur à la progestérone (PR), aux glucocorticoïdes (GR), aux hormones
thyroïdiennes (TR) ainsi qu'aux vitamines A et Ds.49'53 Comme pour la plupart des facteurs
de transcription, les récepteurs des HS (RHS) sont constitués de 4 domaines fonctionnels
principaux (Figure 5A), soit la région N-tenninale hypervariable (région A/B) contenant le
domaine "activation function-V (AF-1) responsable de 1'activite transcriptionnelle
indépendante du ligand, la région centrale hautement conservée liant l'ADN (région C), la
région charnière (région D) contenant une région responsable de la localisation nucléaire, et
la région C-termmale (région E/F) liant le ligand, qui comprend aussi le domame
"activation function-2" (AF-2) responsable de 1'activite transcriptionnelle dépendante du

0
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ligand ainsi que des régions hautement conservées responsables, entre autres, de la liaison
avec les HSP, de la dimérisation, de la localisation nucléaire et de la transactivation.52'54'55
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Figure 1.7 : Structure schématique d'un facteur de transcription

0

Structure générale d'un facteur de transcription présentant les différentes régions et leur fonction
respective.

Ing NH, O'Malley BW. The Steroid Hormone Superfamily: Molecular Mechanisms of Action. In: Weintraub
BD, éd. Molecular Endocrinology: Basic Concepts and Clinical Correlations. New-York:
Raven Press, Ltd.. pp. 195-215. 1995.

1.4.2 Récepteurs aux oestrogènes et aux androgènes

En 1962, le laboratoire d'Elwood Jensen a découvert l'existence d'un ER

mtracellulaire et a participé de façon majeure, avec le laboratoire de Jack Gorski, à
l'élaboration du modèle classique de l'action des oestrogènes.5 '5 Le ER a ensuite été
clone et sequence par deux groupes en 1986.58' Jiisqu'à 1995, on a cru qu'il n'existait
qu'un seul récepteur aux oestrogènes et que ce récepteiir était indispensable à la survie. En
1993, une lignée de souris transgéniques knockout pour le ER a été crée, et bien que
cette souris ne possède pas de ER, une liaison spécifique des oestrogènes dans certains

tissus a quand même pu être observée. Gustafsson et coll., en 1996, ont rapporté l'isolation
du premier clone d'ADN complémentaire (ADNc) pour un second récepteur aux

oestrogènes, ERR, chez le rat. Le ER découvert par Jensen en 1962 a alors été rebaptisé
ERa. ERR a ensuite été identifié chez l'humain 64 et la souris 65. Les isoformes a et P du
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0 récepteur aux oestrogènes humam proviennent de gènes différents, soit le chromosome 6
pour ERa et le chromosome 14 pour ERp, et possèdent des stmctures sùnilaires.

Il y a environ 97% d'identité de séquence entre ERa et ERp dans la région liant
l'ADN (région C), 60% dans les régions liant l'œsti-ogène (région D/E/F),50'54'66 contre
seulement 18% dans la région N-terminale (région A/B).54 Au pomt de vue
phannacologique, les différences observées dans la sfaxicture des deux isoformes du
récepteur aux oestrogènes ont une importance significative, car il devrait êti-e possible de
développer des ligands spécifiques pour un seul des deux récepteurs.67 Une différence
importante enù-e ERa et ERp est leur réponse distmctive aux antioestrogènes synthétiques.
Certains de ces ligands sont des agonistes partiels de ERa, mais agissent comme des
antagonistes purs pour ERp. Cette différence concorde avec la faible similitude de la
région N-terminale (région A/B) et de la région liant le ligand (région E/F) entre ERa et
ERp.55 Le développement de ligands spécifiques pour ERa et ERp, conservant les effets
bénéfiques des oestrogènes au niveau du système cardiovasculaire, des os et du cerveau,
mais ne possédant pas les effets mitogènes et carciûogènes au niveau de la glande
mammaù-e et de l'utéms, représente un défi majeur pour l'industrie pharmaceutique.

Le AR, quant à lui, a été identifié en 1969 par Fang et coll.,68 caractérisé au niveau
du muscle squelettique (1976) et cardiaque (1978) par Krieg et coll.,69 et le premier clone
d'ADNc a été réalisé en 1988 par Chang et coll.70 Au point de vue stmctural et
fonctionnel, AR est très similaire aux autres membres de la famille des RHS dans la région
liant l'ADN (région C), ainsi que dans la région liant l'hormone (région D/E/F) contenant
un domine AF-2. La région N-tenninale (région A/B) est aussi hypervariable, donc peu
conservée, et contient un domaine AF-1. Chez l'humam, la région du AR liant l'ADN
présente 82% d'identité de séquence avec celle du PR, 79% avec celle du GR, 59% avec
celle des ER et 40-50% avec celle des autres membres de la famille des récepteurs
nucléaires.74 La testosterone et la dihydrotestostérone (DHT), un métabolite actif de la
testosterone constituent les principaux ligands du AR, dont l'unique gène est localisé sur le

0
chromosome X chez les mammifères.184
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0 1.4.3 Localisation tissulaire

Les effets physiologiques et physiopathologiques des HS sont étudiés dans presque
tous les tissus et systèmes des maiimùfêres, comme par exemple au niveau du système
reproducteur, nerveux et cardiovasculaire ainsi que dans les cellules cancéreuses,
notamment au niveau de la glande mammaire, de l'utérus et de la prostate.7 La grande
variété de ces effets correspond à la distribution tissulau-e des RHS. En effet, des études
réalisées chez plusieurs espèces, enti-e autres chez le rat, la souris, le singe, et l'humain, ont
pennis de détecter la présence et de déterminer la localisation des RHS dans une grande
variété de tissus.75'77-80

Plusieurs équipes ont démontré que l'ARNm de ERa était exprimé de façon

prédommaate dans la glande mammaire, l'utéros, les testicules, l'hypophyse, le foie, le
rein, le coeur et le muscle squelettique. Selon ces mêmes études, l'ARNm de ERp présente
une distribution plus restremte et est principalement localisé dans les ovaires et la prostate.
Dans d'autres tissus comme la glande thyroïde, les glandes surrénales, les os et plusieurs
régioiis cérébrales, l'ARNm des deux isoformes a été détecté de façon similaire.75' ;82 De
plus, dans les tissus exprimant les deux isoformes du récepteur aux oestrogènes une
localisation spécifique selon le type cellulaire est généralement observée.

Il y a aussi des différences entre les espèces concernant la localisation tissulaire des
RHS. Chez la souris non transgénique de la lignée ERKO, l'abondance relative l'ARNm
codant pour chacun des deux isofonnes des ER a été détemiinée dans plusieurs tissus.
Dans l'utérus, le foie, et le cœur, la présence des deux isoformes des ER a été détectée,
mais l'expression de ERa est prédominante dans ces tissus. ERp a été détecté de façon
prédominante dans les poumons des souris des deux sexes et dans les ovaires. La présence
de ERR a aussi été démontrée, mais de façon moins importante dans la prostate et le
cerveau. Contrairement ace qui a été observé chez le rat, l'ARNm codant pour ERR n'a
pas été détecté dans l'aorte, la glande mammaire, l'hypophyse, les testicules, le rein, la rate
et le muscle squelettique chez la souris.82
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0 Depuis 1977, le cœur est identifié comme un organe cible des oestrogènes.83 La
presence de ER fonctionnels au niveau des myocytes et des fibroblastes cardiaques de rat
nouveau-nés (2 jours) a été démontrée par Grohé et coll. (1997). Chez l'humain, au
niveau cardiaque, la présence de ERa a été rapportée au mveau du myocarde et des fibres

de Purkinje, tandis que la présence d'ERp n'a été rapportée que dans le myocarde.
Jankowski et coll. (2001) ont démontré que l'ARNm codant pour ERa était peu exprimé

dans les quatres compartiments cardiaques chez le rat nouveau-nés (4 jours) contrairement

à l'adulte, chez qui l'expression de ERa est 6 à 18 fois plus élevée dans les oreillettes et 3 à

4 fois plus élevée dans les ventricules. De façon contraire à l'isofonne a, l'expression de

l'ARNm codant pour ERp est à son niveau le plus élevé dans l'orcillette gauche des rats de

4 jours et son expression est de 3 à 4 fois plus faible dans les trois autres compartiments

cardiaques tandis que chez le rat adulte, l'expression de ERp est environ 20 fois plus faible

dans l'oreillette gauche et 2 à 4 fois plus faible dans les autres compartiments cardiaques

par rapport au rat nouveau-né. Chez le rat, l'expression de l'AKNfm codant pour ERa est
donc plus élevée dans le cœur de l'adulte que du nouveau-né, contrairement à l'isoforme P

qui diminue chez l'adulte par rapport au nouveau-né. Chez la souris adulte, au niveau

cardiaque, il a été démontré que l'ARNm codant pour ERa était plus abondant

comparativement à l'ARNm codant pour ERp. L'isoforme a du récepteur aux
oestrogènes semble donc prédominant au mveau du cœur de souris adulte et il semble y

avoir des modifications dans l'abondance relative des deux isoformes des récepteurs aux

oestrogènes durant le développement.

La distribution tissulaire du AR est aussi variée que la distribution tissulaire des ER.

AR est présent au niveau de la peau, des os, de la vessie, de la glande thyroïde, des tubules

rénaux, du foie, des glandes surrénales, de l'hypophyse, des cellules musculaires
squelettiques, lisses et cardiaques ainsi qu'au niveau du système nerveux central.47'81 Une
difference importante existe entre les tissus cibles du système reproducteur et les tissus

cibles non-reliés au système reproducteur. En effet, l'expression des RHS est généralement

10 à 50 fois plus faible dans les tissus cibles non-reliés au système reproducteur
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comparativement au système reproducteur. De plus, il y a peu ou pas de dimorphisme
sexuel concernant l'expression des RHS daiis la plupart des tissus non-reproducteurs,
comme par exemple dans le cœur, les os, les cellules endothéliales et musculaires lisses
vasculaires et les macrophages. ;

0

1.4.4 Localisation sous cellulaire : importance des récepteurs

membranaires

Tel que décrit dans les sections précédentes, les RHS sont des facteurs de
transcription faisant partie de la famille des récepteurs nucléaires. Ces récepteurs ont
toujours été considérés, selon le modèle classique d'activation dépendante de l'hormone,
comme étant séquestrés au niveau du cytosol eVou du noyau et liés aux HSP. Lorsqu'ils
sont dans cet état non-fonctioimel, les RHS sont appelés aporécepteurs.52 Lors de la liaison
de l'hormone, les aporécepteurs sont libérés des HSP, dimérisent et se lient eiisuite à
l'ADN dans le noyau pour moduler la transcription des leurs gènes cibles. La localisation
sous cellulaire des aporécepteurs a été im sujet de contiro verse durant environ 10 ans. Il est
maintenant accepté de tous que les aporécepteurs aux ininéralocorticoïdes, aux
glucocorticoïdes et aux androgènes sont cytosoliques et que les aporécepteurs aiix
estrogènes et à la progestérone sont nucléaires. ;; Pourtant depuis un certain nombre
d'aimées, des effets non-génomiques associés à des RHS membranaires ont été rapportés.

Dans l'utérus, la présence d'un ER membranaire couplé à une cascade de
signalisation sous cellulaire a été rapportée pour la première fois il y a plus de 20 ans par
Pietras et Szego. ' Depuis, les indicés s'accumulent concernant les effets non-
génomiques des HS dans une grande variété de tissus et de types cellulaires, comme la
glande mammaire, les os, l'utéms et les neurones. Par exemple, dans les années 80, la
liaison de 17p-oestradiol (Ë2) marqué au tritium ([ Hj-Ez) a été démontrée au niveau de la
membrane plasmique utérine et de la membrane plasmique d'hépatocytes chez le rat, ainsi
que dans des cellules mammaires cancéreuses humaines en utilisant de l'Ei couplé au BSA
ainsi qu'à la fluorescéine (FITC). Le complexe E2-BSA-FITC, a été déplacé de la
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membrane plasmique par VE-i, l'E2-BSA ainsi que le tamoxifêne mais pas par la
progestérone, le cortisol ou la testosterone, confirmant amsi la spécificité de la liaison
membranaire.

De plus, des altérations au niveau des courants calciques ont été rapportées entre
autres dans les entérocytes (augmentation), neurones (dimmution) et ostéoblastes
(augmentation) de rat, ainsi que des modifications dans le mveau d'AMP cyclique (AMPc)
dans des entérocytes de rat, des fibroblastes prostatiques hiunains, et des cellules
musculaires lisses provenant de vaisseaux pulmonau'es de rat, et ce, en moins de 5 minutes.
Ces études prouvent que l'E2 peut provoquer des réponses rapides par des voies
intracellulaires associées au calcium et à l'AMPc.91 Des études ont aussi démontré que l'Ez
peut réguler les fonctions cellulaires en altérant la conductance ionique et le potentiel
membranaire. En efifet, dans les neurones, l'Ei provoque des dépolarisations et des
hyperpolarisations en modifiant la conductance des canaux potassiques dépendant du
calcium (iK-ca)» par l'altération des mveaux d'AMP et de GMP cycliques.

L'EI induit une vasodilatation en augmentant la production de N0 par la eNOS dans
les cellules endothéliales vasculaires. Cette vasodilatation NO-dépendante constitue une
action non-génomique de l'Ez puisqu'elle est médiée par ERa, atténuée par des
antioestrogènes et n'est pas empêchée par des inhibiteurs de la synthèse d'ARNm
(actmomycine-D) ou de protéines (cycloheximide).149 Dans ces même cellules
endothéliales, Chambliss et coll. (2000) ont démontré une localisation membranaire de
ERa au niveau des caveolae,149 et le groupe de Lisanti (1999) a démontré que l'activité
transcriptionnelle de ERa était augmentée par la cavéoline-1.150'151 Plusieurs membres de
la famille des MAP kinases sont séquestrés dans les caveolae, qui sont des invaginations de
la membrane plasmique abondainment tapissées de cavéoliae et servant à
compartimentaliser la transduction de signaiix extracellulaires.

Les effets non-génomiques reliés aux androgènes sont moms documentés que pour
les oestrogènes, mais semblent quand même possibles dans certains tissus. Des effets
rapides de la testosterone et de la dihydrotestostérone (DHT) couplées au BSA sur les
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0 courants calciques dans les cellules de Sertoli, entre autres, ont été rapportés et suggèrent
l'implication d'un récepteur membranaire. De plus, dans plusieurs cas, ces effets sont
inhibés par l'ajout d'un anti-androgène non stéroïdien, l'hydroxyflutainide, montrant
l'implication potentielle du AR.45a'48'93 Même si l'existence de récepteurs hormonaux
membranaires est désonnais acceptée de façon générale, la structure moléculaire de ces
récepteurs est encore mconnue. Une classification des effets non-génomiques des
honnones sexuelles a été proposée et discutée au "First International Meeting on Rapid
Responses to Steroid Hormones", tenu à Maimheim en 1998, et pennet une description pliis
adequate des effets non-génoiniques observés dam les différents types cellulaires, souvent à
l'aide de techniques différentes.

A. Effet direct
hormone = seul agnniste

R Effet indirect
hormone + autre agomste

l. Effet nmi-spécifique
n'impliquant pat le rstvftfw;

effet de l'hormone inr la IIuidhe mnnbranaire posrikle

U. ElTe* spéciliquc
impliquant ç«<-ifiqu«wtent lerfeepfur

a. Récepteur nudéalre dasslque •<•-
appa-taiant àIatupwfaniUe

<«-•

b. Récepteur non-dassique

Figure 1.8 : Classification de Mannheun concernant les effets non-génomiques des
hormones sexuelles

Falkenstein E, Norman AW and Wehling M. Mannheim classification of nongenomicalty initiated (rapid)
steroid action(s). J Clin Endocrinol Metab 85: 2072-2075. 2000. (adaptation)
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n 1.4.5 La progestérone et ses récepteurs

La progestérone détient un rôle prédominant au niveau du système reproducteur

féminin, principalement durant l'ovulation, l'implantation et la grossesse. La progestérone,

sécrétée principalement par les ovaires, possède une double fonction dans les cellules cibles

comme les cellules utérines et de la glande mammaire. En effet, cette hormone entraîne à la

fois une stimulation de la prolifération et une inhibition de la croissance cellulaire. '

Les bénéfices de l'ajout de progestérone à l'HRT sont bien établis en ce qui concerne le

risque de cancer de l'utérus associé avec la prise d'oestrogènes. Pour le risque de cancer
du sein, les données sont contradictoires et semblent plus difficile à interpréter. En effet,

dans certaines études, la progestérone a été associée avec une effet antiprolifératif des

cellules mammaires cancéreuses, alors que dans d'autre études, des résultats opposés ont

été obtenus.179

Peu de données sont présentement disponibles quant aux mécanismes moléculaù'es

de l'action de cette honnones dans les différents tissus cibles non-reliés au système

reproducteur. L'action de la cette honnone est médiée par le récepteur de la progestérone

(PR) existant sous deux formes, soit le PR-A (81 kDa) et le PR-B (115 kDa), qm sont

produits à partu- du même gène chez l'humain et leur expression est stimulée par l'Ez.176
Au niveau cardiovasculaire, la présence du PR a été rapportée entre autres au niveau des

cellules endofhéliales vasculaires et des fîbroblastes cardiaques. Les données

disponibles suggèrent que le PR-A agisse comme un activateur et le PR-B comme un

répresseur de l'action de la progestérone. De plus, le PR-A semble aussi diminuer la

réponse des autres récepteurs hormonaux, comme par exemple le AR, le GR et les ERs à

leurs ligands respectifs.176 Il apparaît mamtenant clair que le rôle prédominant du PR-A
soit de moduler l'action de l'Ez en empêchant ERa d'activer la transcription. 2 La

complexité de la régulation honnonale apparaît de plus en plus à mesure que les recherches

dans ce domaine progressent, et le rôle de la progestérone au niveau du système

cardiovasculaire et du cœur reste encore à être élucidé.
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1.5 Complexité de la régulation par les hormones sexuelles

L'avancement scientifique des dernières années a permis l'élaboration d'un modèle

plus complexe de la régulation hormonale comparativement au modèle classique. Tout

d'abord, la découverte d'un deuxième isoforme des récepteurs aux oestrogènes, le ERp, a

forcé la communauté scientifique à réévaluer la conception des effets oestrogéniques. En
effet, sa présence abondante au niveau de l'appareil urogénital masculin a pemùs de porter

l'attention sur les rôles physiologiques des oestrogènes chez l'homme.5 De plus, la
similitude au niveau de la région liant l'ADN entre ERa et ERp (environ 97%) suggère que

ces deux isofonnes puissent réguler l'expression des mêmes gènes cibles. Cependant, leur

fonction d'activation AF-1, localisée dans la région N-temiinale hypervariable, sont très

différentes suggérant que l'activation transcriptionnelle des gènes sous le contrôle de ces

deux récepteurs puisse être différente.95

De plus, lorsqu'ils sont coexprimés in vitro, ERa et ERp forment préférentiellement

des hétérodimères.96'97 Ceci indique une convergence possible entre les voies de
signalisation des deux isoformes du ER. Pourtant, une constatation majeure doit être prise

en considération dans revaluation des rôles physiologiques des hétérodimères ERa/ERp.

L'hétérodimère ERa/ERp pourrait avoir un effet physiologique différent de celui des

homodimères, mais l'évidence d'une coexpression des deux récepteurs au niveau d'une

même cellule native n'a pas encore été rapportée définitivement.75

ERp peut mteragir avec son élément de réponse sur l'ADN mdépendamment de la

presence d'hormone et ainsi, atténuer l'activité transcriptionnelle de ERa. Il a donc été

proposé que dans les tissus où les deux isoformes sont présents, la réponse à l'E2 pourrait

dépendre du rapport ERa :ERp. En effet, Gustafsson et coll. (2000) ont proposé qu'ERp

joue un rôle de modulateur de l'activité transcriptionnelle de ERa au niveau de l'utérus

chez la souris. Les RHS peuvent aussi moduler l'expression génique par des mécanismes
indépendants de la liaison avec leur élément de réponse sur l'ADN, par une convergence

positive ou négative avec l'activité d'autres facteurs de transcnption. La transcription est
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donc stimulée par le contact protéine-protéine du RHS activé avec un facteur de
transcription adjacent. Ce mécanisme, appelé "cross-talk" transcriptionnel et démontré en
1996 par Katzenellenbogen, permet d'expliquer l'expression Ez-dépendante pour des gènes
ne possédant pas de ERE."' ° Par exemple, plusieurs membres de la famille des RHS,
dont ERa, ERp et AR, peuvent interagir avec le facteur de transcription API. ' API est
un homo- ou hétérodimère de Jun et Fos.72 Il est aussi intéressant de noter que les
différences entre ERa et ERp sont importantes dans ce processus de ti-ansactivation avec un

élément API, nommé voie alternative d'activation des RHS. En effet, le complexe ERa-

API stimule la transcription des gènes cibles autant en présence d'anti-oestrogènes que
d'oestrogènes. Par contre, le complexe ER(3-AP1 stimule la transcription en présence
d'anti-oestrogènes et inhibe la transcription en présence d'oestrogènes créant donc une
situation de phannacologie inversée. Le rapport ERa:ERp est donc probablement un
détenninant majeur de la réponse oestrogénique globale.

Au niveau des myocytes cardiaques, il a récemment été démontré par le groupe de
Neyses (2001) que l'activation de ERa et ERR par l'Ez enù-aînait l'activation du facteur de
transcription Egr-1 ("early gro'wth response gene-1") par 1'activation de la de signalisation
ERK1/2 ("extracellular signal-regulated kinase 1/2"), mais non de la p38 MAPK ("mitogen
activated protein kinase"), et en impliquant l'élément de réponse au sérum ("sérum
response element"; SRE) daiis Ie promoteur de Egr-1, mais pas l'élément de réponse API ni
le ERE. 6 Ces résultats démontrent qu'une action rapide et non-nucléaire des récepteurs
aux oestrogènes peut êù-e impliquée dans l'activation transcriptionnelle génonùque de
gènes importants de la physiologie cardiovasculaire, et ce, de façon indirecte par
l'activation du facteur de ti-anscription Egr-1, qui régule entre auti-es l'expression de la
ICAM-1 ^intercellular adhesion molecule-1"), du PDGF-a ("platelet-derived growth
factor-oë'\ du TNFa ("tumor necrosis factor-c/'), du TGFpl et -p3 ("transforming growth
factor-pl and -ft3"), de la SOD l ("superoxide dismutase-V'} amsi que l'isofonne a de la
chaîne lourde de la myosine. Egr-1 semble impliqué, entre autres, dans la réparation des
lésions vasculaires et dans l'hypertrophie ventriculaire.126
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De plus, des facteurs de croissance coimne le facteur de croissance épidermique

("epidermal growth factor"; EOF),102-105 des activateurs des protéines kinases (PKA et

PKC) et les MAP kinases peuvent stimuler l'activité transcriptionnelle des RHS de manière

ligand-indépendante par l'entremise de la phosphorylation, permettant ainsi au RHS de se

lier à son élément de réponse sur l'ADN. ; En effet, les RHS sont des phosphoprotéines
et la modification de l'activité kinase/phosphatase mù-acellulaire module leur activité. Il y

a donc une convergence entre les voies génomique et non-génomique reliées à l'activité des

HS. Par exemple, dans plusieurs types cellulaires comme les cellules ostéoblastiques, les

fibroblastes cardiaques, et certaines cellules cancéreiises cérébrales humâmes, l'E2 active

les MAP kinases, qui elles, stimulent l'activité de différents facteurs de transcription ou

facteurs de croissance, entraînant une augmentation de la concentration d'AMPc ainsi que

la phosphorylation et l'activation des ER.91 Pour ajouter à la complexité de la régulation
honnonale, le contact du récepteur avec l'appareil fa'anscriptionnel nécessite la présence de

plusieurs cofacteurs protéiques, pouvant agir comme coactivateurs (par exemple : SRC-1,

CBP/p300, cahnoduline) ou conime corépresseurs (par exemple : NcoR, SMRT et

BRCA1).54'55'106'107 Certains de ces coactivateurs et corepresseurs peuvent moduler
l'activité transcriptionnelle par l'acétylation ou la déacétylation des histones au niveau de la

chromatme. L'acétylation des histones est du-ectement liée à une augmentation de l'activité

transcriptionnelle. Plusieurs cofacteurs tels CBP/p300 et SRC-1 possèdent une activité

histone acétyltransférase (HAT) intrinsèque permettant d'augmenter l'activité

transcriptioimelle des facteurs de transcriptions associés, entre autres ER et AR. Les

corepresseurs, tels que NcoR et SMRT, possèdent une activité histone déacétylase, jouant

le rôle contraire au niveau de l'activité transcriptionnelle. Certains cofacteurs protéiques

sont, eux aiissi, des phosphoprotéines et peuvent moduler de façon indirecte l'activité

transcriptionnelle de RHS par leur phosphorylation.
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1.6 Contexte et Objectifs de l'étude

Malgré l'unportance évidente des HS au niveau de la physiologie et de la
physiopathologie cardiaque soutenue par les données épidémiologiques, peu d'informations
sont disponibles concernant les mécaiiismes moléculau-es sous-jacents à ces différences et
les mécanismes moléculaires de l'action des HS responsables de leurs effets au niveau du
muscle cardiaque lui-même. Le laboratoire du Dr Céline Fiset a récemment démontré des
différences mâle-femelle ùnportantes au niveau de la repolarisation ventnculaiie chez la
souris adulte. En effet, un courant potassique jouant un rôle prépondérant au niveau de la
repolarisation ventriculaire chez la souris est diminué significativement chez les femelles,
coïncidant avec une repolarisation ventriculaire plus lente chez ces dernières. L'expression
du canal responsable de ce courant est aussi dùnmuée chez les femelles au niveau de
l'ARNm et de la protéme (Annexe 2). L'hypothèse soulevée par le laboratoire du Dr
Fiset stipule que cette différence entre les sexes au niveau de la repolarisation ventriculaire
est possiblement attribuable au milieu honnonal distmct entre les mâles et les femelles.
Afin d'étudier de façon plus approfondie les mécanismes moléculaires responsables de
l'action des HS au niveau cardiaque chez la souris adulte, il est primordial de connaître la
localisation précise des récepteurs hormonaux dans les myocytes ventriculaires de souris
adultes mâles et femelles ainsi que de développer un modèle de souris gonadectoiiiïsées
dans le but de détennmer l'expression de ces récepteurs au niveau du cœur en répoiise à
l'ovarectoinie et à l'orchidectomie et ultimement au remplacement hormonal.

L'objectif principal de ce projet de recherche était donc de déterminer la localisation
sous cellulaire des récepteurs aux oestrogènes et aux androgènes au niveau ventriculau-e
chez les souris adultes mâles et femelles. Le second objectif consistait à déterminer les
effets de la gonadectomie sur l'expression ventriculaire de ces récepteurs.
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CHAPITRE 2- MATÉRIEL ET MÉTHODES
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2.1 Modèle animal

Des souris femelles CD l (Charles River, St-Constant, Qc) ont été ovarectomisées

(OVX) à l'âge de 37 jours, soit une semaine avant le premier cycle oestral qui survient vers

le 42e jour de vie. Après anesthésie par une injection mtramusculaire (i.m.) d'un mélange
de kétamine (100 mg/kg) et de xylazme (10 mg/kg), les ovaires ont été excisés via une

unique incision dorsale au mveau de la peau et une incision du feuillet musculaire à environ

2 cm de chaque côté, parallèlement à la colonne vertébrale. Suite à l'ablation des ovaires,

le feuillet musculaire et la peau ont été suturés séparément. De la buprénorphine (0,1
mg/kg i.m.) a ensuite été administrée pour l'analgésie. Durant la chirurgie et le réveil, les

souris ont été maintenues à une température d'environ 37°C afin de prévenir l'hypothennie.

Les souris utilisées comme témom ("sham-operated"; Sh) ont subi le processus de la

chirurgie sans que les ovaires ne soient retirés. Une période de recouvrement de l, 3 ou6

semaines a été allouée avant les traitements préliminaires au 17p-oestradiol (£2). Le

traitement sélectionné consistait en l'injection sous-cutanée (s.c.) quotidienne de lO^g d'Ez
dans 0,1 mL d'huile d'arachide durant 4, 7 ou 14 joiirs. Les souris témoins ont été traitées

avec le véhicule seulement, soit 0,1 mL d'huile d'arachide pour une durée équivalente. Des

males GDI casti'és à 37 jours (Charles River, St-Constant, Qc) ont aussi été utilisés.

Au moment du sacrifice, les souris ont été anesthésiées légèrement par inhalation de

métoxyflurane, puis sacrifiées par dislocation cervicale. Rapidement, le sang a été prélevé

par ponction mtracardiaque. Le cœur et l'utérus ont ensuite été prélevés. Les ventricules

ont été rapidement séparés des oreillettes et congelés dans l'azote liquide. Les utérus ont

été débarrassés du tissu adipeux paramétrial et pesés avant d'etre congelés dans l'azote

liquide. Après coagulation, le sang a été centnfugé 20 mmutes à 1500 rotations par

minutes (rpm) pour séparer les éléments figurés et le sérum. Les tissus et le sérum ont été

conserves à -80°C jusqu'à leur utilisation. Les concentrations sériques d'E2 ont été dosées

par essai unmunologique radioactif. (Hôpital Maisonneuve-Rosemont, Montréal)

L'utilisation des souris a été réalisée selon les normes éthiques institutionnelles.
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2.2 Isolation protéique

Les protéines ventriculaires de quatres fi'actions sous cellulaires devaient être
isolées, soit les protémes totales (T), cytosoliques (C), membranaires totales (MT) et
sarcolemmales (S). Quatre ventricules combinés ont été homogénéisés à l'aide d'un
homogénisateur de type polytron (PowerGen 125, Fisher Scientific, Monotréal, Qc) (3 x 20
s à vitesse maximale) dans 2 mL de tampon d'homogénisation Tris-EDTA (Tris 20mM;
EDTA ImM; pH 7.4) contenant des mhibiteurs de protéases. (0,01 mM Leupeptine, l inM
métavanadate de sodium (NaVÛ3), 0,07 Unités/mL aprotiiiine, 0,6 mM benzainidine, l iiiM
"phenylmethylsulfonylfluoride" (PMSF)). L'homogénat a ensuite été divisé en trois parties
égales (environ 700 f^l/tube) :

Tube 1 : Du triton X-100 (2% v/v) a été ajouté à l'homogénat. Après 2 heures
d'agitation à 4°C, l'échantillon a été centiifugé 10 minutes à 10 000 g pour
éliminer les débris cellulaires. Le surnageant a été conservé et nommé
fraction T.

Tube 2 : L'homogénat a été centrifiigé à 200 000g pendant 20 minutes afin d'éliminer
les débris cellulaues et les membranes. Le simaageant correspond à la
fi^ction C. Le culot a été resuspendu daiis 250-300 ^tl de TE avec
inhibiteurs de protéases et additionné de triton X-100 à une concentration
finale de 1% v/v. Après 30 minutes de repos sur glace, l'échantillon a été
centnfugé à 200 000g pendant 20 minutes. Le surnageant correspond à la
fraction MT.

Tube 3 : L'homogénat a été centrifugé à 10 000 g pendant 10 minutes afin d'éliminer
les débris cellulaires. Le surnageant a ensuite été centrifugé à 200 000g
pendant 20 minutes afin de sédimenter les membranes. Le culot a été
resuspendu dans 150 pl de TE contenant les inhibiteurs de protéases et 0,6 M
de chlorure de potassium afin de précipiter les protéines du cytosquelette et
de l'appareil contractile et centrifugé pendant 20 minutes à 200 000g. Cette
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procédure a été répétée une fois avec du TE sans KC1. Le culot a ensuite été
resuspendu dans du TE et nommé JS'action S.

Les protéines ont ensuite été dosées suivant la méthode de Bradford (1976),
divisées en aliquots et conservées à -800C jusqu'à l'utilisation.

2.3 Essais enzymatiques

2.3.1 Activité de la pompe Na+/K+-ATPase sensible à la ouabaïne
Les essais colorimétriques ATPases ont été réalisés selon la méthode de Jones et

Besh (1984).111 La solution de réaction A contient : histidine (50 mM), EGTA (l mM),
Mgd2 (3 mM), KC1 (10 mM), NaNs (10 mM), NaCl (10 mM), dithiothréitol (DTT) (l
mM) et ouabaïne (1,5 inM). La solution B correspond à la solution A, mais sans la
ouabaïne. Les solutions A et B ont été chauffées à 37°C, afin de pennettre la dissolution
complète de la ouabaïne dans la solution A. Une solution protéique (2 mg/mL) additionnée
de 0,6 mg SDS/mg protéines/mL a été incubée sur glace 30 minutes à 25°C, et 10 {Al de
cette solution ont été ajoutés à 350 [il des solutions de réaction A et B. La réaction a été
démarrée en ajoutant 40 \iL d'une solution d'ATP (30 mM tris-ATP, 50 mM histidine, 3
inM MgClz) par tube. Les échantillons ont ensuite été incubés à 37°C durant 60 mmutes et
la réaction a été arrêtée par l'ajout de 200 p.1 de SDS 10% dans chacun des tubes. L'activité
de la pompe Na /K -ATPase sensible à la ouabaïne a été obtenue par soustraction de
l'activité mesurée avec ouabaïne de celle mesurée sails ouabaïne. Toutes les réactions ont

été réalisées en duplicata sur des protéines des difîférentes filetions protéiques isolées à
partir de ventricules de souris mâles mcluant l'homogénat brot (H). (n=3)

0

2.3.2 Activité de la pompe Ca2+-ATPase du réticulum sarco/endoplasmique
La solution de réaction 1A contient: histidine (50 mM), EGTA (l mM), MgClî (3

mM), KC1 (110 mM), ouabaïne (1,5 niM), dithiotfaréitol (DTT, l mM), CaCk (1,5 ^M).
Pour la solution 2A, du NaNs (10 mM) a été ajouté à la solution 1A. Pour la solution 3A,
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0 de la thapsigargine (lO^iM) a été ajouté à la solution 2A. Trois solutions semblables ont été
préparées, mais sans ajouter de CaCl2, et ont été nommées 1B, 2B et 3B respectivement.
Ensuite, 10 (iL d'une solution protéique (2 mg/mL) ont été ajoutés à 350 \xL des solutions
de réaction l A, 1B, 2A, 2B, 3A et 3B. Dans chacun des tubes, de la calcimycme
(ionophore A23187, 1.5 }iM) a ensuite été ajoutée. La réaction a été démarrée en ajoutant
40 i^L d'une solution d'ATP (30 mM tris-ATP, 50 mM histidine, 3 mM MgClz) par tube.
Les échantillons ont ensuite été incubés à 37°C durant 90 minutes et la réaction a été
arrêtée par l'ajout de 200 p,l de SDS 10% dans chacun des tubes. Toutes les réactions ont
été réalisées en duplicata sur des protéines des différentes filetions protéiques isolées à
partir de ventricules de souris mâles incluant l'homogénat brut (H). (n=4).

2.3.2.1 Dosage du phosphate inorganique

Le phosphate inorganique généré par les réactions ATPases a été mesuré par
spectrophotométrie. Tout d'abord, une courbe d'étalonnage a été réalisée en duplicata
selon le tableau suivant :

tube

l
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

ddH20
(»ll)
400
390
380
360
340
320
300
250
200
150
100

KHîP04 (l mM)
(fil)
0
10
20
40
60
80
100
150
200
250
300

P04/mL
(nmol/mL)

0
25
50
100
150
200
250
375
500
625
750

SDS 10%
(til)
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200

0

Dans chacun des tubes (courbe d'étalonnage et échantillons), 200 |^L d'une solution
d'acide ascorbique 9% ont ensuite été ajoutés. Après agitation, 200 [iL d'une solution de
molybdate acide contenant 1,25% de molybdate d'aiiunonium et 6,5% acide sulfimque
(H2SÛ4) ont été ajoutés à des intervalles de 10 à 30 s. Après 30 minutes, l'absorbance de
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n chacun des échantillons a été mesurée à une longueur d'onde de 650 nm en respectant le
même intervalle de temps que pour l'ajout de la solution de molybdate acide.

2.3.3 Activité de l'enzyme glucose-6-phosphate déshydrogénase

L'activité de l'enzyme glucose-6-phosphate déshydrogénase a été mesurée dans
toutes les firaction protéiques isolées, mcluant l'homogénat brut (H), selon une méthode
adaptée de Cohen et Rosemeyer ( 1975).n L'activité de cette enzyme est mesurée en
condition d'excès de glucose-6-phosphate et de p-nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (NADP) par 1'augmentation de 1'absorbance à 340 nm, correspondaat à la
formation de NADP réduit (NADPH) selon la réaction :

glucose-6-phosphatc + NADP A 6-phosphogluconolactone +NADPH + IT^

La solution de réaction est composée de Tris-HCl (pH 9,0) contenant l mM de
NADP et 10 mM de glucose-6-phosphate. La réaction a été initiée par l'ajout de 10 (iL
d'une solution protéique (2 mg/inL) à l mL de solution de réaction. L'absorbance a ensuite
été mesurée à chaque 5 minutes durant 90 minutes par spectrophotométrie à une longueur
d'onde de 340 nm. L'activité enzymatique G6PDH a ensuite été déterminée à l'aide de la
formule suivante :

Unités/mL=AA34o/6.22 V

où AÂ340 est le changement par minute de l'absorbance à 340 nm

6,22 est le coefficient de dégradation du NADPH (ce coefiEicient doit d'abord
êti-e divisé par le volume total de la réaction (en mL), qui dans ce cas est l)

V est le volume de protéines ajouté (en mL)

0

L'activité enzymatique obtenue a ensuite été convertie en immole de NADP/mg de
protéine/heure en tenant compte du fait que l Unité correspond à la quantité d'enzyme qui
réduit l ^imole de NADP par minute à 25°C.
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n 2.4 Immunobuvardage Western

Les protéines (100 f^g/puit) ont été séparées par SDS-PAGE (gel de concentration:
4%; gel de séparation: 5%-15%) coulé à l'aide d'un appareil à gradient (Hoefer) et
transferees sur une membrane de nitrocellulose (Amersham Biosciences, Montréal, Qc)
durant 90 miûutes à 100 Volts. Les membranes ont ensuite été colorées avec une solution
de Ponceau S afin de s'assurer de la qualité de la migration, du transfert ainsi que de
l'égalité de la quantité de protéines chargée dans chacun des puits. Après avoir été bien
rincées au TBS IX pH 7,4, les membranes ont été incubées 2 heures dans du TBS IX pH
7,4 additionné de 0,1% v/v de tween-20 (TBST) et de lait écrémé en poudre à 3 % m/v
(TBST-lait 3%). Les membranes ont ensuite été incubées durant 12 à 14 heures à 4°C avec
les anticorps primaires dilués dans du TBST-lait 1%. Des anticorps polyclonaux générés
chez le lapin et dirigés contre 15 acides aminés (aa) de la région N-terminale de ERa
(l :2500; Upstate biotechnology. Lake Placid, USA, 06-935), 17 aa de la region C-
temiinale de ERp (1:500; Upstate biotechnology. Lake Placid, USA, 06-629), 19 aa de la
région C-temiinale de AR (1:200; Santa Cruz Biotechnology, Californie, USA, C-19) et le
"proliferating cell nuclear antigen" entier (261 aa) (PCNA) (1:200; Santa Cruz
Biotechnology, Californie, USA, FL-261) ont été utilisés. Les anticorps utilisés pour
détecter la présence des ERs ne présentent pas de réactivité croisée. Après 3 lavages de 10
minutes dans du TBST-lait 3%, les membranes ont ensuite été incubées 90 minutes avec un
anticorps secondaire anti-mununoglobulines de lapm généré chez la chèvre et couplé à la
peroxidase (l : 10 000; Santa Cruz Biotechnology, Californie, USA, sc-2004) dans du
TBST-lait 3%, lavées 3 fois 10 minutes avec du TBST, et niises en contact avec les réactifs
de chemiluminescence.

2.5 Isolation des myocytes ventriculaires
Les myocytes ventriculaires ont été isolés par dissociation enzymatique, suivant la

méthode de Fiset et coll. (1997)164 Brièvement, avant le sacrifice, 0,1 mL d'héparine a été
mjecté i.p. afin de prévenir la fomiation de caillots sanguins. Après le sacrifice, le cœur a
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0 rapidement été monté par l'aorte sur la canule du système de Langendorff modifié et
perfuse à un débit constant de 2 mL/min durant 5-10 imnutes avec une solution de tyrode
(130 mM NaCl, 5,4 mM KC1, l mM MgCk, 0,33 mM NazHPO^ 10 mM hepes, 5,5 mM
glucose, ImM CaClz; pH 7,4) préalablement oxygénée et maintenue à 37±1°C. Le cœur,

encore battant, a ensuite été perfuse durant 10 minutes avec une solution de tyrode sans
CaCk, entraînant l'arrêt cardiaque. Le cœur a été digéré durant 20 minutes avec une
solution de collagénase (tyrode sans CaClz additionné de : 73,7 U/inl collagénase type 2;
0,1% BSA; 20 mM taurine; 30 \iM CaCk) puis perfuse 5 minutes avec la solution "KB"
(100 mM K-glutamate, 10 mM K-aspartate, 25 mM KC1, 10 mM KH2P04, 2 mM MgSÛ4,
20 mM taurine, 5 mM créatine, 0,5 mM EGTA, 20 mM glucose, 5 mM hepes, 0,1% BSA;
pH 7,2). Les ventricules ont été isolés et les myocytes ventriculaires dissociés délicatement
par trituration dans la solution "KB" à l'aide d'une pipette pasteur. La suspension cellulaire

a ensuite été filtrée sur tamis de nylon et conservée à 4°C pour un maximum de 2 heures.

2.6 Immunoïïuorescence et microscopic confocale

Les myocytes fraîchement isolés ont été déposés sur des lamelles recouvertes de

laminine (15 ^ig/mL), incubés l heure à 37°C en présence de 5% COz et ont ensuite été

fixés (2% paraformaldéhyde; pH 7.3) et pemiéabilisés (0,1% triton X-100) simultanément
sur glace durant 20 minutes. Trois lavages au PBS IX pH 7,4 ont suivi chacune des étapes
subséquentes. Afin de prévenir le marquage non-spécifique, les cellules ont été incubées l
heure avec du sérum normal d'âne (NDS) à 10% et ensuite mises en contact durant 12 à 14
heures avec un anticorps primaire polyclonal généré chez le lapin et dirigé contre 20 aa de
la région C-tenninale de ERa (l :250; Santa Cruz Biotechnology, Californie, USA, MC-

20). Les cellules ont ensuite été exposées l heure à un anticorps secondaire couplé à la
rhodamine (TRITC) (l :500; Jackson Immunoresearch, Mississauga, ON). Les lamelles
ont ensuite été montées sur lame en utilisant 10 |Lil de p-phénylènediamine (l mg/mL) dans
du glycérol à 75%. Les lames ont été observées à l'aide d'un microscope Zeiss Axiovert
100M relié à un système laser Zeiss LSM 510.

0
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0 2.7 Analyses statistiques

Un test d'analyse de variance simple ("one-way ANOVA") suivi d'un post-test de
Durmett ou de Newman-Keuls ont été réalisés, avec une valeur de p inférieure à 0,05. Les
analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism 2.0 ou Origin 5.0.

0
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CHAPITRE 3- RÉSULTATS

3.1 Modèle de la souris ovarectomisée

Il est bien établi que l'ovarectomie entraîne un gain pondéral, une atrophie marquée,

mais réversible, de l'utéms ainsi qu'une chute drastique de la concentration de 17?-

oestradiol (E^) circulante.113'114 Afin de confinner l'efficacité de l'ovarectomie et du

remplacement au 17p-oestradiol, ces trois paramètres ont été mesurés. Nous avons observé

une augmentation significative du poids corporel des souris ovarectomisées (OVX) par

rapport aux souris témoins (T) et "sham-operated" (Sh). Le graphique présenté à la figure

l A expose la variation du poids corporel moyen (en grammes) des souris T, Sh et OVX

selon la durée allouée après la chirurgie (0, 7, 21 et 42 jours). L'augmentation du poids

chez les femelles OVX devient décelable et significative (p<0,01) seulement à 42 jours

post-chirurgie, correspondant à 79 jours de vie. Les souris sont opérées à 37 jours de vie,

soit avant la maturité sexuelle qui survient vers 6 à 8 semaines (42-56 jours). La souris

atteint normalement son poids maximum vers l'âge de 8 semaines (56 jours), et c'est à

partir de ce moment que la différence de poids entre les souris OVX et les souris T et Sh

devient apparente.

Le poids de l'utérus des souris OVX est significativement plus faible que celui des

souris Sh et OVX traitées au 17p-oestradiol (OVX+E2). La figure 1B représente

graphiquement le poids de l'utérus (en grammes) chez les différents groupes étudiés (Sh,

OVX et OVX+E2). L'absence de stunulation oestrogénique au niveau de l'utérus chez les

souris OVX a entraîné une atrophie marquée de cet organe chez ces dernières, et

l'admmistration d'E2 (OVX+Ez) a ramené l'utéms à un poids similaire à celui des souris Sh.

0
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Figure 3.1 : Paramètres d'évaluation de l'efficacité de l'ovarectomie

(A) Le graphique présenté montre que le poids corporel (grammes) augmente de façon significative
(p<0,01) chez les souris ovarectomisées (OVX) en comparaison aux souris témoins (T) et "sham-
operated" (Sh) du même âge. Cette différence devient apparente 42 jours après la chirurgie. (B) Le
graphique présenté montre que l'ati-ophie marquée de l'utérus chez les OVX en raison de l'absence
de stimulation oçsti-ogénique (à l, 3 ou6 semaines post-chinirgie) est réversible par l'admmista-ation
de 17poestradiol (OVX+Ez) (pour 4, 7 ou 14 jours) puisque le remplacement hormonal ramène cet
organe à un poids similaire à celui observé chez les souris Sh d'âge correspondant.

0
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n Les concentrations sériques d'Ez, présentées à la figure 3.1 A, sont, elles aussi,
significativement plus faibles chez les souris OVX que chez les souris femelles témoins et
OVX+EZ. La diminution de la concentration sérique d'Ë2 est similaire pour tous les
groupes OVX, quelque soit la durée allouée après la chirurgie. Les concentrations sériques
d'E2 produites par les traitements de 4 jours au 17(3-oestradiol (OVX l-semaine + 4-jours
Ë2 : 422±102 pM et OVX 3-semaines + 4-jours £2 : 640±134 pM) sont similaires aux
valeurs observées chez les souris témoins femelles (390±117 pM) et sont du même ordre de
grandeur que les concentrations physiologiques moyennes observées chez la feinme durant
la phase folliculaire (95-580 pM), ovulatoire (253-1336 pM) et lutéale (187-804 pM) du
cycle menstruel, présentées à la figure 3.1 B.

Concentrations sériques de 17p-oestradiol (£2)

Groupes Moyennes
(DM)

±S.E.M.

Femelles fn=7)
Males (n=8)
OVX 1-semaine (n=10)
OVX 3-semaines (n=7)
RVX 6-semaines (n=3)
OVX 8-semaines (n==6)

390
56

± 117
± 7

122
154
133
103

± 19
± 27
± 28
± 22

OVX 1-semaine + 4-jours Es (n=7) 422 ± 102
OVX 1-semame + 7-jours E2 (n==4) 514 ± 202
OVX 1-semaine + 14-jours EÎ (n=3) 1331 ± 424
OVX 3-semaines + 4-jours Ez (n=7) 640 ± 134

B
Valeurs physiologiques

d'Eî humaines (pM)

folliculaire: 95-580

ovulatoire: 253-1336

lutéale: 187-804

ménopause: 0-172

homme: 48-172

Tableau 3.1 : Concentrations de 17p-oestradiol chez les souris et chez l'humain

(A) Les souris ovarectomisées (OVX) présentent une concentration sérique de 17p-oestradiol
significativement plus basse que les souris témoins femelles et OVX traitées au 17p-oestradiol
(OVX+Ez). Les concentrations d'Ë2 présentées représentent les valeurs moyennes±s.e.m. (pM).
Les concentrations mesurées chez les OVX+Ez recevant un traitement de 4 jours sont similaires aux
concentrations mesurées chez les souris femelles témoins ainsi qu'aux concentrations
physiologiques moyennes observées chez la femme à différentes phases du cycle menstruel (en B).

0
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0 Le poids du cœur a aussi été mesuré chez les souris des groupes témoms (T), Sham

(Sh) et OVX (X). Le rapport poids du cœur/poids corporel a été calculé, et

conformément aux résultats obtenus par le groupe de Calderone (2002) chez le
rat, aucune hypertrophie ne semble présente chez les souris OVX par rapport aux

souris témoins et Sham, que ce soit l, 3 ou 6 semaines après la chirurgie puisque

aucune différence significative n'a été détectée entre les trois groupes. (p>0.05)

Tableau 3.1b : Rapport poids du cœur/poids du corps chez les souris
témoins, sham et OVX à l, 3 et6 semaines post-chirurgie

Groupes poids du coeur
(g)

poids du corps/ poids du cœur
(xlO3)

Tl (n=4)
Shl (n=4)
Xl (n=4)
T3 (n=3)
Sh3 (n=4)
X3 (n=3)
T6 (n=4)
Sh6 (n=3)
X6 (n=3)

moyenne s.e.m. moyenne s.e.m.

0,1088
0,0938
0,0810

0,1133
0,1083
0,1115
0,1054
0,1314
0,0985

±
±
±
±
±
±
±
±
±

0,0155
0,0056
0,0021
0,0244
0,0034
0,0030
0,0036
0,0241
0,0036

4,63 ±
4,17 ±
3,60
4,42
4,28
4,47

4,17
5,40
4,51

±
±
±
±
±
±
±

0,58

0,22
0,10
0,99
0,11
0,37
0,16
0,99
0,87

p>0,05 pour tous les groupes

0
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3.2 Fractionnement sous cellulaire

Afin de détermmer la localisation des différents récepteurs au niveau des myocytes
ventricxilaires, un protocole de fi-actioimement sous cellulaire a été mis au point. La
caractérisation enzymatique des filetions obtenues a permis d'évaluer le niveau
d'enrichissement eVou de contamination des différentes fi-actions. Les enzymes utilisées
comme marqueurs spécifiques des différents compartiments sous cellulaires sont les
suivantes : la pompe Na+/K -ATPase sensible à la oiiabaïne (NaK) pour le sarcolemme, la
pompe Ça -ATPase du réticulum sarco/endoplasmique (SERCA) pour le réticulum
sarcoplasmique, et l'enzyme glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) pour le
cytosol. Les pompes ATPases ÇNaK et SERCA) font partie de la famille des pompes de
type-P, utilisant l'énergie de l'hydrolyse de l'ATP pour ti-ansporter des ions à travers les
membranes contre le gradient électrochimique.i158

3.2.1 Activité de la pompe Na+/K+-ATPase
La pompe Na /K+-ATPase sensible à la ouabaïne (NaK) est une enzyme

membranaire impliquée dans le transport actif du sodium (Na ) et du potassium (K ) à
travers la membrane sarcolemmale. Cette enzyme est iBlubée de façon spécifique par les
glycosides cardiaques, coiiune la ouabaïne, et est responsable de l'action inotrope positive
de ces composés.115-117 L'activité de la pompe NaK sensible à la ouabaïne a donc été
mesurée dans chacune des fractions sous cellulaires afin de déterminer l'enrichissement de

chacune de ces fractions en membrane sarcoleinmale par rapport à l'homogénat de
ventricules de souris. Le graphique présenté à la figure 3.2 montre que la fi-action S,
contenant les protéines sarcolemmales, est enrichie par un facteur de 3 comparativement à
l'homogénat et que la fi-action C, contenant les protéines cytosoliques, présente très peu de
contamination membranaire (facteur de 0,32) comparativement à l'homogénat. En effet,
l'activité NaK mesurée (représentée par les valeurs moyennes±s.e.m.dans le tableau 3.2) est
trois fois plus élevée dans la fiaction S (1054,1±152,0 nmol Pi/mg/h) que dans la fi'action H
(344,8±120,7 nmol Pi/mg/h) (p<0,05) et plus faible dans la fraction C (110,0±60,4 nmol
Pi/mg/h) (p=^ns vs H). L'activité NaK moyenne mesurée dans les ô-actions T (436,8±178,2
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mnol Pi/mg/h) et MT (292,2±133,9 nmol Pi/mg/h), contenant les protémes totales et
membraaaires totales respectivement, n'est pas significativement différente de celle
mesurée dans la fi-action H (p==ns vs H).

Activité Na+/K+-ATPase
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Figure 3.2 : Activité de la pompe Na+/K+'ATPase
Cette figure présente un graphique de l'activité enzymatique de la pompe Na+/K+-ATPase mesurée
dans toutes les fractions protéiques étudiées (présentée en mnol Pi/ mg protémes/ heure), n y a im
enrichissement d'environ 3 fois en membrane sarcolemmale dans la fi-action S (p<0.05) par rapport
à la fi'action H. Il y a très peu de contamination sarcolemmale au niveau de la fi-action C. Les
essais enzymatiques ont été réalisés avec des protéines isolées à partir de venfricules de mâles
(w=3). (H=Homogénat; T=protéines totales; C:=protéines cytosoliques; MT=protéines membranaires
totales; S=protéines sarcolemmales)
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Tableau 3.2 Activité de la pompe Na+/K+-ATPase

Fractions

protéiques

Activité Na+/K+-ATPase Facteur
(nmol Pi/ mg de protéines/h) d'enrichissement

Homogénat (H)
Totales (T)
Cytosoliques (C)
Membranaires totales (MT)
Sarcolemmales (S)

344,8 ± 120,7
436,8 ±178,2
110,0 ±60,4

292,2 ± 133,9
1054,1 ± 152,0 §

1.0
1.27
0.32
0.85
3.06

n=3; valeurs représentées par les valeurs moyennes ± sem
§P<0,05

3.2.2 Activité de la pompe Ça -ATPase du réticulum sarco/endoplasmique
D y a au moins trois types de pompe Ca2+-ATPase dans les différents compartiments

des cellules musculaires cardiaques et squelettiques, soit la pompe Ca2+-ATPase
dépendante de la calmoduline localisée au niveau de la membrane plasmique (PMCA), la
pompe Ça -ATPase dépendante du Ca2+ localisée au niveau du réticulum
sarco/endoplasmique (SERCA) et la pompe Ça -ATPase mitochondriale (MCA).1 Afin
de distinguer entre l'activité de ces trois pompes, l'utilisation d'inhibiteurs sélectifs est
nécessaire. La SERCA est inhibée de façon sélective, stochiométnque et irréversible par la
thapsigargine et la MCA est inhibée de façon spécifique par le sodium azide (NaNs). '

0

Le graphique de la figure 3.3 A montre que l'activité de la MCA est présente dans
toutes les fractions sous cellulaires. Même si la distribution de l'activité de la MCA semble

différente entre les fi-actions sous cellulaires, cette activité n'est pas significativement
différente par rapport à l'homogénat. Le graphique de la figure 3.3 B représente la
distribution de l'activité de la PMCA dans les différentes fractions sous cellulaires. Cette

activité a été détectée au niveau de la fi-action H, très faiblement dans les fi'actions C et MT

et s'est avérée mdétectable dans les fractions T et S. Le graphique de la figure 3.3 C
représente la distribution de l'activité de la SERCA à travers les différentes fractions sous
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n cellulaires. Cette activité est significativement plus importante dans la fraction S que dans
les fiactions T, C et MT (p<0,01). Pourtant, il n'y a pas de différence significative enti-e
l'activité de la SERCA mesurée dans dans la fi-action S, contenant les protéines
sarcoleœmales, par rapport à l'activité mesurée dans l'homogénat (H). Les valeurs
mesurées pour l'activité de chacune des pompes Ca2+-ATPase sont présentées dans le
tableau suivant.

Activités Ca2+-ATPase
(nmol POVmg protéines4i)

Fractions protéiques MCA PMCA SERCA

Homogénat (H)
Totales (T)
CytosoUques (C)
Membranaires totales (MT)

Sarcolemme (S)

730.8 ± 730.8
127.0 ± 86.6
30.1 ± 30.1
58.6 ± 58.6

365.8 ± 255.0

1589.0 ± 875.9
0.0 ± 0.0

18.0 ± 18.0
25.5 ± 15.2
0.0 ± 0.0

2110.0 ±1462.0
543.1 ± 335.0
73.7 ± 24.8
55.6 ± 23.3

2135.0 ± 335.0

n=4; Données représentées par la moyenne ± s.e.m.

Tableau 3.3 : Activités des pompes Ca2+-ATPase
Ce tableau expose les valeurs de l'activité de la MCA, de la PMCA, et de la SERCA (présentées en
moyennes ± s.e.m.) mesurées dans les différentes filetions sous cellulaires isolées à partir de
ventricules de souris mâles (n=4). Les valeurs présentées dans ce tableau correspondent aux
graphiques A, B et C de la figure 3.3.

0
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Figure 33 : Activité des pompes Ca2+-ATPase
(A) Ce graphique représente la distribution de l'activité de la MCA entre les différentes fractions
sous cellulaires. L'activité de la MCA, présente dans toutes les fractions sous cellulaires, n'est pas
significativement différente ento-e les fi-actions totales (T), cytosoliques (C), membranaires totales
(MT) et sarcolemmales (S) comparativement à l'homogénat (H). (B) Ce graphique présente la
distribution de l'activité de la PMCA dans les différentes fi-actions sous cellulaires. Il n'y aucune
différence significative pour cette activité entre les différentes filetions sous cellulaires. L'axe des
Y de ce graphique présente une coupure entre 50 et 1500 pM Pi/mg/h. (C) Ce graphique montre
que l'activité de la SERCA est significativement plus importante dans la fraction S que dans les
fractions T, C et MT (p<0.01), mais il n'y a pas de différence significative pour cette activité entre
l'homogénat et la fraction S.
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0
3.2.3 Activité de I'enzyme glucose-6-phosphate déshydrogénase

L'eiizyme glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH), présente imiquement
dans le cytosol des cellules, est utilisée comme marqueur cytosolique et pennet donc de
détenniner la contammation cytosolique dans chacune des flections sous cellulaires
étudiées. La figure 3.4 A montre que la fraction C, contenant les protéines cytosoliques,
est enrichie par un facteur de 3,6 par rapport à l'homogénat et que la fi'action S, contenant
les protéines sarcolemmales, ne contient aucune contamination cytosolique. En effet,
l'activité de la G6PDH (en ^imol NADPH/ mg protéines/h) mesurée daiis la fraction C
(13.951 ± 3.211) est 3,6 fois plus élevée que l'activité mesurée dans l'homogénat (3.860 ±
0.485) (p<0,01) et aucune activité n'a été détectée dans la fraction S. L'absence de
contammation cytosolique dans les différentes fi-actions protéiques a aussi été vérifiée par
unmunobuvardage western à l'aide d'un anticorps dirigé contre la "proliferating cell
nuclear antigen" (PCNA), qui est une protéine accessoire de l'ADN polymérase ô requise
pour la transcription des gènes. Dans les myocytes cardiaques adultes, il a été démontré que
la PCNA n'est pas transférée dans le noyau cellulaire et se retrouve uniquement dans la
Section cytoplasinique.125 La figure 3.4 B, représentant un exemple d'inununoblot contre
la PCNA (100 p.g/puit), confînne qu'il n'y a aucune contamination cytosolique dans les
différentes filetions sous cellulaires et que la fraction C est enrichie en cytosol par rapport
aux autres fi-actions. Les valeurs moyennes ± s.e.m. (n=3) pour l'activité de la G6PDH
mesurée dans chacune des fi-actions sous cellulaires isolées à partir de ventricules de souris
mâles sont présentées dans le tableau suivant.

Tableau 3.4 : Activité glucose-6-phosphate-déshydrogénase

0

Fractions
Protéiques

Homogénat (H)
Totales CT)
Cytosoliqucs (C)
Membranaires totales (MT)
Sarcolemmales (S)

Activité glucose-6-phosphate-déshydrogénase
(timol NADPH/ mg protéines/h)

3.860 ± 0.485$
9.786 ± 0.719

13.951 ± 3.211* f
8.601 ± 0.671

t
n=3; Données représentées par la moyenne ± S.E.M.

* p < 0.01 vs H, S

t p< 0.05 vs MT

f p < 0.01 vs T, C etl^T

§ p< 0.05 vs T

Facteur
d'cnrichissement

1.0
2.5
3.6
2.2
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3.3 Récepteurs aux hormones sexuelles

3.3.1 Localisation sous cellulaire et abondance relative des récepteurs
aux oestrogènes et aux androgènes chez les mâles et les femelles
Tant chez les mâles que chez les femelles, l'analyse des fi-actions sous cellulaires

par immunobuvardage western a montré que ERa (67 kDa) est localisé principalement au
niveau de la fraction S tandis que ERp (60 kDa) et AR (112 kDa) sont localisés
principalement au niveau de la fi-action C dans les ventricules de souris adultes. La figure
3.5 présente un exemple d'iimnunobuvardage western reflétant la distribution des
récepteurs selon le fi-actionnement sous cellulaire chez les mâles (lOO^ig/puit) et les
femelles (ERa et ER? : 50 ^g/puit; AR : lOOpg/puit). La distaibution de ERa selon le
fi'actionnement sous cellulaire a aussi été vérifiée par immunobuvardage western en
utilisant un second anticorps primaire dirigé, cette fois, contre la région C-temiinale de
ERa (Santa Cruz Biotechnology, MC-20) et la disûibution obtenue (résultat non-présenté)
s'est avérée identique. La figure 3.6 présente un exemple typique de la localisation sous
cellulaire de ERa dans les myocytes ventriculaires de souris mâles et femelles obtenu par
immunofluorescence et microscopie coiifocale. Le marquage de ERa par
immunofluorescence est similaire dans les myocytes ventriculaires des souris des deux
sexes et suggère une localisation membranaire et nucléaire de ERa. La cellule témoin, est
un myocyte ventriculaire de souris mâle n'ayant pas été en contact avec l'anticorps
primaire, mais seulement l'anticoips secondau-e. L'absence de fluorescence a confirmé la
spécificité de l'anticorps secondaire. L'aiialyse par immunobuvardE^e western, dont im
exemple est présenté à la figure 3.7, a montré que l'abondance de chacun des récepteurs
étudiés est similaire entre les mâles (100 (xg/puit) et les femelles (100 p.g/puit). En effet, le
niveau d'expression protéique de chacun des récepteurs est équivalent chez les deux sexes
dans toutes les fractions sous cellulaires testées. Chacun des récepteurs étudiés, soit ERa,
ERp et AR, semble donc avoir une distribution sous cellulaire distincte dans les myocytes
ventriculaires de souris adulte. De plus, la localisation sous cellulaire et le niveau
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d'expression protéique de ces récepteurs sont similaires chez les deux sexes au niveau
venta'iculaire.

3.3.2 Effet de la gonadectomie sur le niveau d'expression des récepteurs

aux oestrogènes et aux androgènes

L'analyse par unmunobuvardage western, dont un exemple est présenté à la figure

3.8 A, a montiré que l'ovarectonùe ne semble pas affecter l'expression des récepteurs aux
oestrogènes et aux androgènes au niveau des ventricules chez les femelles. En effet, peu

importe la durée allouée après la chirurgie (l, 3, 6 ou8 semaines), l'expression de ERa,

ERp et AR ne varie pas daiis la fi-action protéique d'intérêt, soit la jGraction S pour ERa et la

fi-action C pour ERp et AR. Pourtant, chez les mâles, la situation est différente. En effet,

l'analyse par immunobuvardage western, dont un exemple est présenté à la figure 3.8 B, a

montré une dmûnution marquée de l'expression de ERp et AR dans la j&action C, mais pas

de ERa dans la fi-action S, seulement une semaine après l'orchidectomie.

Il a été démontré que le AR existait sous 3 formes différentes à l'intérieur des
cellules produisant un triplet protéique (110, 112 et 114 kDa) lorsque séparé par SDS-page,
la bande à 110 kDa représentant le AR nouvellement synthétisé. Dix minutes suivant sa
synthèse, le AR subit une preinière phosphorylation lui coiiférant la capacité de lier le
ligand, générant la bande à 112 kDa. Suite à la liaison avec le ligand, une deuxième
phosphoiylation, générant la bande à 114 kDa, confère ensuite au AR la capacité de lier
l'ADN et d'activer la traiiscription. Cette dernière forme du récepteur (114 kDa) est donc
plus susceptible de se retrouver au niveau du noyau, fraction qui n'est pas représentée ici.
Sur l'immunoblot de la figure 3.8 B, la bande à 110 kDa représente le AR natif et la bande
à 112 kDa représente donc le AR phosphorylé et prêt à lier le ligand.

La régulation de l'expression de ERp et AR, les récepteurs cytosoliques, est affectée
différemment par la chute de la concentration d'hormone sexuelle dans la circulation

sanguine chez les mâles et les femelles. Dans le cas de ERa, chez les souris des deux

sexes, la gonadectomie n'affecte pas le niveau d'expression de ce récepteur membranaire
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n dans la fraction S. Les résultats présentés à la figure 3.8 B suggèrent donc une régulation

plutôt androgénique de l'expression de ERR et AR au niveau du cœur de souris.
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Figure 3.5 : Localisation ventriculaire des récepteurs chez les mâles et les femelles

Cette figure représente un exemple typique d'analyse du fractionnement sous cellulaire par
immunobuvardage western avec des anticorps dirigés contre ERa (l :2500, Upstate biotechnology,
Lake Placid, USA), ERR (1 :500; Upstate biotechnology. Lake placid, USA) et AR (l :200; Santa
Cmz biotechnology). L'immunoblot montre que la localisation sous cellulaire des récepteurs aux
oestrogènes et aux androgènes est similaire dans les ventricules des souris mâles (100 p,g/puit) et
femelles (ERa et ERp : 50 |J,g/puit; AR : 100 f^g/puit). ERa (67 kDa) est localisé principalement
dans la fraction S alors que ERR (60 kDa) et AR (112 kDa) sont principalement localisés dans la
fraction C dans les ventricules des souris adultes des deux sexes.
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Figure 3.6 : Localisation subcellulaire de ERa par immunofluorescence et

microscopic confocale

Cette figure présente un exemple typique de la localisation subcellulaire de ERa dans les myocytes
ventriculaires des souris mâles et femelles à l'aide des techniques d'immunoflorescence et de
microscopie confocale. Les myocytes veatriculaires mâles et femelles ont été marqués avec un
anticorps primaire dirigé contt-e ERa (l :50; Santa Cruz biotchnology, ) et un anticorps secondaire
couplé à la rhodamine (l :500; Jackson Inununoresearch). Pour les deux sexes, le marquage
fluorescent (rouge) suit l'organisation typique des tubules-t et est présent au niveau du noyau,
confinnant ainsi la localisation nucléaire et membranaire de ERa. L'absence de fluorescence sur la
cellule témoin (myocyte ventriculaire mâle) confirme la spécificité de l'anticorps secondaire. Au
bas de la figure, un agrandissement des myocytes ventriculaires présentés plus haut permet de
mieux apprécier la localisation membranaire de ERa, tant chez les mâles que chez les femelles.
Des résultats similaires ont été observés sur environ 10 cellules par préparation, sur au moins trois
preparations différentes.
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Figure 3.7 : Abondance relative des récepteurs chez les souris mâles et femelles

L'abondance relative de chacun des récepteurs chez les mâles et les femelle a été vérifiée par
immunobuvardage western (100 ^ig/puit). Cette figure montre que l'abondance de ERa (67 kDa),
ERR (60 kDa) et AR (112 kDa) est similaire au niveau ventriculaire chez les mâles (puit l) et
femelles (puit 2) dans les différentes fractions sous cellulaires étudiées.
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Figure 3.8 : Effet de la gonadectomie sur l'expression des récepteurs

(A) Cette figure d'immunobuvardage western (100 p.g/puit) montre que l'expression protéique de
ERa (67 kDa) dans la fraction S ainsi que de ERp (60 kDa) et AR (l 12 kDa) dans la fi-action C
n'est pas affectée par l'ovarectomie (l, 3, 6 ou 8 semaines post-chirurgie) au niveau ventriculaire
chez les femelles. (B) Cette figure d'immunobuvardage western (100 |Ltg/puit) montre que
l'expression protéique de ERa (67 KDa) dans la fi'action S n'est pas affectée par l'orchidectomie au
niveau ventticulaire chez les mâles. Au contt-aire, l'expression protéique de ERp (60 kDa) et de AR
(112 kDa), dans la fraction C, est diminuée de façon marquée par l'orchidectomie au niveau
ventriculaire chez les mâles, et ce, seulement une semaine suivant la chirurgie.
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CHAPITRE 4- DISCUSSION

4.1 Efficacité du fractionnement sous cellulaire

Le fi-actîonnement sous cellulau-e des ventricules a permis d'étudier le niveau

d'expression protéique des récepteiu-s aux oestrogènes et aux androgènes chez la souris.
Afin de déterminer l'efficacité de ce protocole et ainsi pemiettre un interprétation juste des
résultats obtenus, les différentes filetions sous cellulaires ont été caractérisées en mesurant

l'activité d'enzymes appartenant à des organelles ou compartiments cellulaires précis, soit

la pompe Na /K -ATPase sensible à la ouabaïne (NaK) pour le sarcolemme, la pompe
Ça -ATPase du réticulum sarco/endoplasmique (SERCA) pour le réticulum
sarcoplasmique, et l'enzyme glucose-6-phosphate déshydrogéiiase (G6PDH) pour le
cytosol. L'absence de contamuiation cytosolique a aussi été vérifiée dans toutes les
fractions par immunobuvardage western à l'aide d'un anticorps dirigé contre la PCNA

("proliferating cell nuclear antigen"), une protéme accessoire de l'ADN polymérase ô
requise pour la ù-anscription des gènes, localisée uniquement au niveau du cytosol dans les
myocytes cardiaques adultes.125 L'absence de cette protéme cytosolique au niveau des
fi'actions H, T et MT sur l'immunoblot est probablement due à la sensibilité moins grande
de cette technique en comparaison de l'essai enzymatique G6PDH. Néanmoins, ce résultat
confirme l'enrichissement de la fraction C en protéines cytosoliques par rapport aux autres
fi-actions. Dans ce protocole de fi-actionnement cellulau'e, le tampon ne contenait aucun
détergent lors de l'homogénisation des ventricules à l'aide du polytron. L'homogénat a
ensiiite été centrifugé à 200 000 g durant 20 minutes, propulsant probablement les noyaux
encore intacts dans le culot. Le surnageant ainsi produit constituant noû-e fi-action
cytosolique, il est peu probable que les protéines nucléaires se soient réparties dans le
cytosol suivant la lyse cellulaire. Par ailleurs, s'il en avait été amsi, ERa qui est un
récepteur nucléaire, se serait aussi retrouvé au mveau de la fi-action cytosolique, ce qiu n'est
pas le cas.

0
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4.1.1 Composition des fractions T et MT

Selon les résultats de caractérisation du protocole de j&actionnement sous cellulaire,
les filetions T et MT, ne sont enrichies en aucun marqueur enzymatique par rapport à
l'homogénat ventriculaire brut. Les critères de solubilité dans le triton X-100 impliquent
que la fraction protéique à solubiliser soit ultracentrifùgée à 105 000 g durant 60 ininutes
ou encore ultrafiltrée sur filtre de 0.22 microns.183 La fi-action T, contenant 2% de tidton et
ayant subi 2 heures d'agitation à 4°C, mais n'ayant été centrifugée qu'à 10 000 g durant 10
minutes, peut être qualifiée d'extrait total partiellement solubilisé. Pour la fraction MT, une
ulti-acentrifùgation à 200 000 g durant 20 minutes a été effectuée, ce qui est équivalent à
une ultracentrifugation à 105 000 g durant 40 minutes selon les tables de conversion de
temps de centrifùgation de la compagnie Beckman. Dans les faits, cette fi^ction contient
donc en réalité la fi-action particulaire partiellement solubilisée. L'utilisation d'un détergent
non-ionique dans l'isolation protéique de ces fi-actions pourrait avoir, même à une

température de 4°C, entraîné la solubilisation de certaines protéines membranaires en
dissolvant les membranes. Les enzymes utilisées comme marqueurs du sarcolemme
(NaK) et du réticulum sarcoplasmique (SERCA) sont des protéines membraaaires et leur
fonctionnalité poiurait avoir été affectée suite à l'altération de l'intégrité des membranes
par le triton. Conséquemment, la mesure de l'activité de ces enzymes dans la fi'action T
pourrait être sous-estimée. Pour la fi-action MT, la solubilisation n'ayant pas été adéquate,
les membranes non-solubilisées ont pu être sédimentées dans le culot, entraînant avec elles

certaines protéines membranaires, expliquant l'absence d'enrichissement suggéré par les

essais enzymatiques.

De plus, certaines protéines localisées dans les microdomaines membranaires
résistants aux détergents non-ioniques ne sont pas solubilisées par l'utilisation de ces
détergents.1 Ces microdomaines membranaires, insolubles par les détergents non-
ioniques tels que le triton X-100 et le Nonidet P-40, mesurent environ 50 nm de diamèta-e et
sont appelés de façon générale "lipid rafts" (radeaux lipidiques). Ces structures lipidiques
membranaires, impliquées dans la compartimentalisation de la transduction des signaux
extracellulaires, peuvent être regroupées en différentes classes selon leurs propriétés : les
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"rafts", les "detergent-resistent membranes" (membranes résistantes aux détergents; DRM)

et les caveolae. Seule la présence abondante de cavéoline au niveau des caveolae

différencie cette struct.ire des DRM, qui eux n'en contiennent pas.166 Pour notre fraction
MT, qui devrait à l'avenir être centrifugée à 105 000g durant 60 ininutes pour être

considérée contenir les protéines membranaires solubles dans le triton, l'appellation

protéines membraaaires totales (MT) est donc erronée. En effet, cette fi-action aurait plutôt

du être appelée : protéines membranaires solubles dans le tiiton. Il en est de même pour la

fi-action T, qui devrait êti-e nommée exù'ait total soluble, après avoir été ultracentrifugeé à

100 000 g durant 60 minutes. Pourtant, afin d'éviter la confusion, les appellations T et MT

employées au départ seront conservées dans ce mémoire.

Il semble y avoir une contammation cytosolique très légère au niveau de la fraction

MT, ce qui n'est pas surprenant considérant que les fi-actions C et MT sont séparées par

cenùdfùgation différentielle et que le prélèvement du surnageant constitue une étape

cmciale pour la containination cytosolique de la fraction MT, comme on peut le voir sur la

partie B du schéma de la figure 4.1. Cette contamination doit être réduite au minimum par

une attention toujours particulière du manipulateur à cette étape. De plus, un lavage avec

du TE avant de solubiliser avec le triton pourrait êti-e ajouté et diminuerait sensiblement le

degré de contamination.

Les microdomaines membranaires insolubles au triton, les DRM et les caveolae, se

retrouvent probablement dans le culot produit par la dernière ultracentrifugation de la partie

B du schéma de la figure l. La séparation des membranes insolubles au triton contenues

dans ce culot par centriûigation sur gradient de sucrose, technique pennettant de séparer les

membranes cellulaires selon leur densité, constituerait une amélioration considérable au

protocole de fi-actionnement sous cellulaire. Mais un lavage préalable de ce culot avec du

KCI est nécessaire, car plusieurs protéines contenues dans ces compartiments sont liées au

cytosquelette, empêchant donc la flottaison du microdomaine au bon endroit dans le

gradient de sucrose.166 Mais comme l'utilisation de triton avant la séparation par gradient
de sucrose pourrait enù-aîner la solubilisation de certaines protéines nonnalement associées

à ces microdomaines, mais de manière plus faible,166 l'ajout de triton pourrait aussi être
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élimmé complètement et remplacé imiquement par un lavage au KC1 suivi d'un gradient de

sucrose.

Homogénat
<î-4vuriu<ult* <omïan« duu 1^.2 mL dte TBBH 7,4)

A B4 e
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^"10 000 g 10 minutes
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Figure 4.1 : Représentation schématique du protocole de fractionnement sous

cellulaire
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0 4.1.2 Composition des fractions C et S

Selon nos résultats, les protéines cytosoliques et membranaires, faisant partie des

fractions C et S respectivement, semblent bien séparées. En effet, selon l'activité de leur

marqueur enzymatique respectif, ces fi-actions semblent enrichies par un facteur de 3,6 pour

la fi-action cytosolique (C) et par un facteur de 3 pour la fraction sarcolemmale (S), par

rapport à l'homogénat ventriculaire bmt. De plus, il n'y a apparemment pas de

contammation membranaire au mveau de la fi'action C, ni de contamination cytosolique

dans la fiaction S. Ces deux fractions sous cellulaires constituent donc les fi-actions

d'intérêt pour l'analyse de la localisation sous cellulaire de ERa, ERR et AR.

Pourtant, une attention particulière doit être apportée à la fi-action S. En effet,

l'activité de la SERCA mesurée dans la fi-action S n'est pas significativement différente de

celle mesurée dans l'homogénat brut, mais signifîcativement plus élevée que l'activité de la

SERCA obtenue dans les Section T, C et MT. Selon les résultats obtenus pour l'activité

SERCA, la jfraction S n'est apparemment pas enrichie en réticulum sarcoplasmique par

rapport à l'homogénat bmt, mais en contient probablement une proportion substantielle. Le

réticulum sarcoplasmique (SR) est divisé en deiix parties: le SR longitudmal ou "en réseau"

("longitudinal SR" ou "network SR" -, LSR ou NSR) et le SR jonctionnel ("jmctional SR" ;

JSR).1 Tel que montré sur la figure 2 ci-dessous, le JSR est apposé directement sur la

paroi intracellulaire du sarcolemme, plus précisément au niveau du système de tubules-

traasverses (tubules-t) qui constituent des invaginations de la membrane sarcolemmale vers

l'intérieur de la cellule et font partie intégrante de cette dernière. Une limitation assez
importante de ce protocole de fractionnement réside dans la difficulté à séparer

adéquatement les membranes des différentes organelles sous cellulaires, en particulier la

membrane sarcolemmale et la membrane du réticulum sarcoplasmique, étant donné la très

grande proxunité et de ces membranes.
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Figure 4.2 : Proximité de la membrane sarcolemmale et du réticulum

sarcoplasmique jonctionnel

Cette figure représente une coupe transversale d'un myocytes ventriculaires de souris en
microscopic électronique.

Sperelakis, N. et coll. Recent Adv Stud Cardiac Struct Metab. 1974 ,-4:163-94. (adaptation)
À la lumière de ces résultats, il est impossible de détenniner la proportion de

membrane du réticulum sarcoplasmique par rapport à la membrane sarcoleinmale
contenues dans la fi'action S. Pour ce faire, il faudrait connaître l'activité enzymatique
spécifique des pompes NaK. et SERCA au mveau du muscle cardiaque chez la souris.
Selon nos données actuelles, il convient donc de dire que la fi-action S est une fi'action
enrichie en membrane sarcolemmale qui présente une contamination avec du réticulum

sarcoplasmique. Afin d'obtenir une fraction ultra pure de membrane sarcolemmale, il
faudra séparer ces deux conipartiments membranaires en utilisant la technique du
chargement calcique ("calcium phosphate loading") suivi d'un gradient de sucrose. '
Ces deux techniques combinées permettront de séparer le sarcolemme, le JSR et le LSR
selon leur densité. Par contre, la principale difficulté concernant de la séparation de ces
compartiments membranaires à partir de cœurs de souris résidera dans le rendement très
faible en protéines enrichies obtenues avec un nombre important de cœurs de ces petits
mammifères comparativement aux maminifêres plus gros, comme le chien, procurant plus
de tissu au départ.
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0 Selon les résultats obtenus pour la PMCA, la fraction S ne contiendrait pas de

membrane sarcolemmale, car aucune activité de cette pompe n'y a été détectée. Pourtant,

la PMCA n'est pas utilisée comme marqueur de la membrane sarcolemmale parce qu'elle

est très peu exprimée comparativement à la SERCA. En effet, cette pompe Ca2+-ATPase
sarcolemmale représente seulement 0,01-0,1% de toutes les protéines membranaires, '
tandis que la SERCA représente jusqu'à 80% des protéines membranaires.123 La PMCA
est impliquée dans le contrôle de la concentration cytosolique des ions calciques, et ce,

principalement dans les cellules non-musculaires. Elle permet la reprise des ions Ca2+ à
l'intérieur de la cellule.15 Son importance dans les cellules musculaires est donc beaucoup
moindre comparativement à la SERCA ou l'échangeur Na+-Ca2+, mais malgré tout, cette
pompe a quand même un rôle physiologique dans les cellules musculaires. De plus, la

calmoduline, l'activateur prmcipal de la PMCA, augmente l'affînité de cette pompe pour le

calciuin.15 En absence de calmoduline, coinme c'est le cas dans cet essai enzymatique, la
PMCA est activée à environ 50% de son activité maximale par les phospholipides acides,

les acides gras polyinsaturés, un traitement protéolytique ou par la phosphorylation par la

PKA ou la PKC. Dans la membrane cellulaire, la PMCA est possiblement entourée par
suffisamment de phospholipides membranaires pour être activée à 50% de son activité

maximale.128'I59 II ne faut donc pas tenir compte de l'activité ezymatique mesurée pour la
PMCA pour tirer des conclusions sur la composition des fractions puisque l'activité de

cette pompe Ca2 -ATPase, probablement agissant à 50% de son activité maximale en
raison de l'absence de calmoduline, a simplement été soustraite pour permettre l'obtention

de l'activité de la SERCA.

De façon générale, le fi-actionnement sous cellulaire semble adéquat mais nécessite

quand même quelques améliorations. Il y a très peu de contamination membranaire au

niveau de la fiaction C, enrichie par un facteur de 3,6 en cytosol rapport à l'homogénat. n

n'y a apparemment pas de contammation cytosolique au niveau de la fi^ction S, enrichie

par un facteur de 3 en membrane sarcoleiiunale par rapport à l'homogénat. La fraction S

n'est pourtant pas une fraction ultra pure de membrane sarcolemmale puisqu'elle contient
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0 aussi une proportion substantielle de réticulum sarcoplasmique, probablement la plus

grande partie du NSR ainsi que le JSR qui est relié aux tubules-t.'123

0

4.2 Localisation sous cellulaire des récepteurs aux oestrogènes

et aux androgènes au niveau ventriculaire chez les souris

adultes mâles et femelles

Selon nos résultats, chacun des récepteurs étudiés, soit ERa, ERp et AR, possède

une distribution sous cellulaire distincte dans les myocytes ventriculaires de souris adulte.

De plus, la localisation sous cellulaire et le niveau d'expression protéique de ces récepteurs

sont similaires chez les deux sexes au niveau ventriculaire. Confonnément à ce qui est

généralement accepté concernant la localisation des récepteurs homionaux reliés au sexe à

l'intérieur des cellules, nos résultats montrent que ERp (60 kDa) et AR (112 kDa) sont

principalement localisés au niveau du cytosol des myocytes ventriculaires de souris adultes

des deux sexes.

Poiu- ERa (67 kDa), la localisation la plus généralement acceptée est une

localisation principalement nucléaire pour le récepteur classique, et membranaire, médiant

plutôt des effets non-génomiques impliquant l'activation de pliisieurs cascades

intracellulaires. L'optimisation d'une méthode d'isolation de noyaux de cœur de souris

est présentement en cours dans le laboratoire du Dr Fiset. La réalisation d'un essai

enzymatique pour déterminer la pureté de cette fiaction sera unpossible en raison du faible

rendement en noyaux obtenu jiisqu'à maintenant (< l^g/^il) par rapport à la quantité de

tissus nécessaire, soit 30 cœurs de souris pour n=l. Cependant, la pureté de la fraction

nucléau-e obtenue par ce protocole a déjà été vérifiée par le groupe de Malviya en 1996 et

ce protocole est aussi utilisé régulièrement par l'équipe de Rousseau. Les essais

enzymatiques réalisés pour s'assurer de la pureté des noyaux compreiment : l) un essai

pour la NAD pyrophosphorylase, un marqueur enzymatique spécifique pour la membrane

nucléaire interne, 2) un essai pour la mannose-6-phosphatase, un marqueur en2ymatique

spécifique pour la membrane nucléaire externe ainsi que 3) un essai pour la NADPH
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0 cytochrome e réductase, un marqueur enzymatique spécifique pour les microsomes. La

fraction nucléaire produite grâce à ce protocole présente une contamination de moins de 2%

en réticulum sarcoplasmique et est hautement enrichie en membranes nucléaires.139 Il

serait sans doute intéressant de réaliser un essai enzymatique pour la mannose-6-

phosphatase afin de tester la contamination nucléaire de nos différentes fractions sous

cellulaires. Néanmoins, la possibilité d'une contamination nucléaire substantielle de nos

filetions, qui sont réalisées à partir de ti'ois ou quatre cœurs de souris seiilement semble, à

premier abord, peu probable.

Selon les résultats obtenus par l'analyse Western de nos fractions sous cellulaires,

ERa (67 kDa) semble localisé de façon importante dans la fraction membranaire, tandis

que la présence de ce récepteur s'est avérée à peine détectable au niveau du cytosol chez la

souris adulte. Selon nos connaissances, la présence d'un récepteur aiix oestrogènes

membranaire dans des cardiomyocytes de manuiûfêres adultes n'a encore jamais été

rapportée. Par contre, dans une ta-ès grande variété de tissus et types cellulaires dont les

cardiomyocytes de rat nouveaux-nés, des effets rapides non-génomiques probablement

associés à la présence de récepteurs aux oestrogènes membranaires ont été rapportés. En

effet, les oestrogènes constituent le groupe d'hormones stéroïdes possédant le plus vaste

éventail d'effets non-génomiques rapportés à ce jour. Bien que les indices de la présence
d'un récepteur aux oestrogènes membranaire s'accumulent depuis maintenant plus de 20

ans, la confasion concernant ce récepteur membranaire persiste, car la stmcture moléculau-e

de ce récepteur est encore mconnue.169 Coiiséquemment, il y a actuellement un débat
concernant la stmcture moléculaire du récepteur aux oestrogènes membranaire (mER).

Trois hypothèses ont été proposées, soit l) un mER de stmcture identique au ER nucléaire

(nER) classique, 2) un mER partageant seulement certains des domaines caractéristiques du

nER, notamment le LBD ^ligand-binding domain"), ou 3) un mER complètement différent

du nER.169 Cette confusion existe en raison de la diversité des efiFets non-génomiques

observes pour les oestrogènes. Û est important de préciser ici que ERa semble plus

suceptible de correspondre au mER, car très peu d'effets non-génomiques ont été associés à

ERR. Des résultats obtenus récemment par Razandi et ses collaborateurs (1999) ont

0
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0 montré que ERa et ERR, provenant du même transcrit que les récepteurs classiques, étaient

localises au niveau de la membrane plasmique des cellules de la lignée CHO ("Chinese

Hamster Ovary") et enù-aînaient, par un mécanisme associé aux protéines G, l'activation de

de la phospholipase C et de l'adénylyl cyclase responsables de l'augmentation de l'inositol-

1,4,5-triphosphate et du niveau d'AMPc respectivement. Pourtant, la surexpression de

différentes protéines dans des lignées cellulaires peut mener à une localisation sous

cellulaire faussée, par exemple la localisation membranaire de protéines normalement

retrouvées uniquement à l'intérieur des cellules.168 Conséquemment, seuls les résultats

obtenus grâce à des préparations physiologiques devraient être utilisés afin de déterminer la

localisation membranaire du nER.169 Dans ce même ordre d'idées, nos résultats semblent

suggérer que ERa (et non ERR) constituerait l'isoforme membranaire observé dans les

myocytes ventriciilaires de souris adultes, et que sa structure pourrait être très similaire à

l'isofonne nucléau-e classique puisque son poids moléculaire est identique (67 kDa). De

plus, les résultats obtenus par immunofluorescence et microscopie coiifocale sur des

myocytes ventriculaires fi'aîchement isolés et confînnant la localisation nucléaire et

membranaire de ERa dans les myocytes ventriculaires des souris procurent l'avantage de

l'utilisation d'une préparation physiologique, évitant ainsi la possibilité que ce récepteur se

retrouve par erreiir dans la membrane à cause d'une surexpression.

La fluorescence observée pour ERa suit l'orgamsation typique des tubules-t.

Pourtant, le JSR étant apposé directement sur la paroi mtracellulaire du sarcolemme,

notainment au niveau des tubules-t, on peut soupçonner que la fluorescence observée

suivrait la même organisation dans le cas d'une localisation de ERa au niveau du JSR ou

des tubules-t. Selon nos résultats, ERa est donc principalement un récepteur membranaire

dans le cœur de souris adulte, mais il est impossible de déterminer plus précisément la

localisation sarcolemmale ou sarcoplasmique de ce récepteur à la lumière de ces résultats.

En parallèle avec l'analyse de l'expression protéique par immunobuvardage Western dans

les différentes fractions sous cellulaires, l'immunofluorescence et la microscopie confocale

constituent des outils intéressants pour détenniner d'ime façon encore plus précise la

localisation des protéines ciblées à l'intérieur de la cellule. Des anticorps spécifiques pour
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chacune des organelles sous cellulaires sont maintenant disponibles et permettent de

déterminer la colocalisation de différentes protéines au niveau de ces organelles. Cette

technique a d'ailleurs été employée dans notre laboratou'e afiin de détenniner la localisation

du canal potassique Ku'2.1 au niveau des tubules-t des myocytes ventriculaires de souris.

En effet, il y a une colocalisation entre la fluorescence observée pour le canal Kir2.1 et le

WGA ("wheat germ agglutinin")15^, une lectine marquant sélectivement les groupes d'acide

sialique et de N-acétyl-glucosamine du glycocalyx présents sur la membrane sarcolemmale

et les tubules-t. ' (Annexe l) II serait aussi possible d'utiliser des marqueurs plus

spécifiques, tels que la cavéolme-3 pour les caveolae, la nucléoporine p62 ou la lamine

pour le noyau ou la protéine BiP/GRP78 pour le réticulum sarcoplasmique (Organelle

Sampler Kit, BD Biosciences) afin de détenniner la colocalisation des RHS avec les

différentes organelles des myocytes venti^culaires. La réalisation d'une colocalisation entre

ERa et une protéine marquant sélectivement le réticulum sarcoplasmique ou la membrane

sarcolemmale permettrait aussi de distinguer entre une localisation au niveau du SR ou du

sarcolemme pour ce récepteur. De plus, la dispombUité imminente d'un logiciel de

déconvolution permettra probablement d'obtenir une résolution assez grande pour

distinguer entre ces deux organelles. De plus, en raison de la plus grande résolution

atteignable, l'utilisation des techniques d'mununocytochimie en microscopie électronique

seraient encore plus appropriée afin de distinguer précisément la localisation de ERa dans

les cellules ventriculaires de souris adultes. En effet, il serait probablement possible

d'atteindre une résolution suffisante pour la localisation sous cellulaire de ERa de manière

très précise, comme on peut le constater sur la figure 2.

Une localisation de ERa au niveau du JSR, suggérerait une implication de ce

récepteur dans le couplage excitation-contraction (E-C), car le JSR est ùnpliqué

directement dans ce processus. Cette hypothèse est soutenue par le fait que des

différences enù-e les sexes existent dans les courants transitoires calciques au niveau du

réticulum sarcoplasmique chez le rat adulte. En effet, Leblanc et coll. (1998) ont

démontré que les myocytes de rat femelle présentaient des courants transitoires calciques

plus faibles que les myocytes de rats mâles du même âge. Leurs résultats suggèrent que des
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différences reliées au sexe existent au niveau de la régulation calcique par le réticulum

sarcoplasmique, et pourraient contribuer à expliquer la moins bonne conù-actilité cardiaque

chez les rats femelles adultes. De plus, il a aussi été rapporté que le tamoxifêne exerçait
une inhibition de la reprise du calcium par le réticulum sarcoplasmique par un mécanisme

n'impliquant pas une action directe au niveau de la pompe calcique (SERCA) m en

augmentant la perméabilité de la membrane du SR au calcium. 2 La localisation de

ERa au niveau du réticulum sarcoplasmique dans le cœur de souris suggérerait donc que

les différences reliées au sexe au niveau de la gestion des stocks d'ions calciques puissent

être médiés par ERa.

U ne faut pourtant pas exclure la possible localisation de ERa au niveau des tubules-

t. Un nombre important d'études ont montré que, dans plusieurs autres types cellulaires,

comme par exemple les cellules endothéliales vasculaires, l'Es peut provoquer des réponses

rapides par des voies intracellulaires associées entre auta'es au calcium et à l'AMPc,

impliquant la présence de récepteurs aux oesù-ogènes membranaires.91 De plus, dans ces
mêmes cellules endothéliales, Chambliss et coll. (2000) ont démontré une localisation

membranaire de ERa au niveau des caveolae, et le groupe de Lisanti (1999) a démontré

que l'activité transcriptionnelle de ERa était augmentée par la cavéoline-1. ;151 Une

localisation similaire de ERa au niveau des caveolae conférerait à ce récepteur une grande

importance physiologique dans l'étude de la régulation hormonale de la repolarisation

ventriculaire. En effet, le canal potassique Kvl.5, responsable du courant potassique IKUT» a

un niveau d'expression (ARNm et protéme) plus faible dans les ventricules des souris

femelles, correspondant à un potentiel d'action plus long et une repolarisation ventriculaire

plus lente chez ces dernières comparativement aux mâles du même âge. Il a été rapporté
récemment par le groupe de Tamkun (2001) que le canal potassique Kvl.5 était localisé au

niveau des caveolae dans des cellules Ltk~ de souris. Une colocalisation de ERa et de

Kvl.5 dans les caveolae dans les myocytes venfriculaires de souris fi-aîchement isolés

constituerait un indice important dans l'étude des mécanismes d'action impliqués dans la

regulation honnonale de la repolarisation ventriculaire. En effet, plusieurs membres de la

famille des MAP kinases sont séquestrés dans les caveolae, qui sont des invaginations de la
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0 membrane plasinique abondamment tapissées de cavéoline et servant à compartunentaliser

la transduction de signaux extracellulaires. Il est donc important de déterminer de façon

plus précise la localisation membranairc de ERa dans les myocytes ventriculaires des

soiiris adultes. Considérant la probable localisation membranaire du ERa classique dans

les myocytes ventriciilaires de soiiris adultes, il est envisageable de supposer que des effets

non génomiques de l'Es, faisant possiblement partie de la catégorie Alla ou BIIa de la

classification de Mannheim, soient possibles.

4.2.1 Implication de l'absence de dimorphisme sexuel dans l'expression

des récepteurs aux oestrogènes et aux androgènes au niveau

ventriculaire chez la souris adulte

Comme dans la plupart des tissus cibles ne faisant pas partie du système

reproducteur, il y a peu ou pas de dunorphisme sexuel dans l'expression des récepteurs aux

oestrogènes et aux androgènes au niveau cardiovasculaire chez plusieurs espèces. Nos

résultats sont en accord avec ces informations puisqu'aucun dimorphisme sexuel n'a été

observé dans la localisation sous cellulaire ni dans l'abondance de ERa, ERR et AR au

niveau ventriculaire dans le cœur de souris. Pourtant, dans le cœur de singe, un

dunorphisme sexuel dans l'expression du AR, mais pas dans l'expression de ERa, a été

rapporté. En effet, pour ERa, aucune différence n'a été détectée au niveau du contenu

cellulaire, ni au niveau de la distribution sous cellulaire entre le noyau et le cytosol. Pour

AR, la distribution sous cellulaire varie selon le sexe : chez les femelles, le AR est localisé

uniquement au niveau du cytosol tandis que chez le mâle, le AR présente une distribution

cytosolique et nucléaire.136 Une différence similaire dans la localisation nucléaire et

cytosolique du AR a aussi été rapportée au niveau de la glande submandibulaire chez la

souris ainsi qu'au niveau de l'aorte chez le rat. Dans ces deux cas, le AR est

principalement localisé au noyau et un peu dans le cytosol chez les mâles et uniquement

dans le cytosol chez les femelles.137'138 L'ajout d'une firaction nucléaire aux fractions
existantes permettra donc, entre autres, de vérifier si une telle difiFércnce entre les sexes

0
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0 dans la distribution cytosolique et nucléaire des récepteurs aux oestrogènes eVou aux

androgènes existe au niveau ventriculaire chez la souris adulte.

L'absence de différence observée dans la localisation et l'abondance des récepteurs

aux oestrogènes et aux androgènes suggère qu'une différence dans la régulation des effets

médiés par ces récepteurs serait impliquée dans les différences entre les sexes au niveau de

la régulation hormonale plutôt qu'une différence dans l'expression des récepteurs. De plus,

il n'est pas à exclure que des différences dans l'expression ou la compartimentalisation des

différentes protéines impliquées dans la modulation de l'activité de ces facteurs de

transcription à dififérentes étapes des cascades intracellulaires induites par l'activation des

RHS soient, elles aussi, impliquées dans les différences entre les sexes.

0

4.2.2 Implication d'un effet de la gonadectomie dépendant du sexe sur

l'expression des récepteurs aux oestrogènes et aux androgènes au

niveau ventriculaire chez la souris adulte

Il y a plusieurs changements physiologiques et honnonaux reliés à l'ablation des

gonades. Certams de ces changements, comme la variation du poids corporel et du poids

de l'utérus, sont maintenant utilisés comme paramètres afin de mesurer l'efficacité de cette

chirurgie. Nous avons donc utilisé le gain pondéral, l'atrophie du miiscle utérin ainsi que la

chute de la concentration plasmatique de 17p-oestradiol afim de confînner I'efBcacite de

nos ovarectomies. Au mveau cardiovasculaire, la gonadectomie, chez des rats mâles et

femelles prépubères est associée avec une fonction ventriculaire gauche diminuée, une

moins bonne performance contractile, une diminution de l'activité Ça -ATPase au niveau

de la myosine ventriculau'e ainsi qu'une modification de l'expression des isoenzymes des

chaînes lourdes de la myosine passant de la prédominance de l'isofomie Vi vers une

predominance de l'isoforme Va, ce qui est un marqueur d'adaptation hypertrophique. Les

changements associés avec la gonadectomie post-puberté sont les mêmes que pour la

gonadectomie pré-puberté pour la fonction venùiculaire et la contractilité. Dans les deux

cas, la gonadectomie affecte la performance contractile du ventricule gauche de façon plus



77

0

0

importante chez les mâles que les femelles,1 suggérant un effet prédominant des
androgènes à ce niveau. La fonction cardiaque est modulée par plusieurs facteurs

hormonaux, neuraux et humoraux circulants ou locaux ainsi que par des modifications de

l'équilibre électrolytique, du volume et de la pression sanguine.31'174 En retour, le cœur

sécrète aussi des peptides biologiquement actifs, contribuant ainsi à l'homéostasie

corporelle. Il a été démonù-é que l'Ei modulait le tonus et la réactivité vasculaires, entre
autres en induisant la production d'oxide nitrique (NO) par la NO synthase.175 Il a aussi été
rapporté que la concentration circulante d'endothéline-1, un peptide vasoconstricteur, était

augmentée chez les femmes post-ménopausées, et que l'expression d'endothéline-1 était

inhibée par l'Ez dans les cellules endothéliales vasculaires.173 Les modifications observées

par Scheuer et coll. au niveau de la perfonnance contractile suite à l'ovarectomie sont donc

possiblement attribuables à des effets indirects causés par la chute de la concentration

d'œstrogène circulante sur la vasculature. Mais de manière générale, l'ablation des

gonades entraîne des modifications de la physiologie du système cardiovasculaire

différentes entre les mâles et les femelles, suggérant une régulation hormonale distincte

selon le sexe.

Nos résultats corroborent l'hypothèse d'une régulation honnonale distincte selon le

sexe. La présence et l'abondance similaires des récepteurs aux oestrogènes et aux

androgènes dans les ventricules des souris mâles et femelles ainsi que les effets de la

gonadectomie sur l'expression des récepteurs, différents selon le sexe, suggèrent aussi

fortement que les difiTérences reliées au sexe dans la physiologie cardiaque ne relèvent pas

simplement d'un dimorphisme sexuel dans l'expression des récepteurs médiant l'efîèt des

hormones sexuelles, mais plutôt dans la régiilation effectuée par ces récepteurs en réponse à

un milieu hormonal diffCTent entre les mâles et les femelles.

Chez le rat, au niveau de l'utérus, l'ovarectomie entraîne une augmentation de

l'expression de l'ARNm codant pour ERal43; et une disparition complète de l'ARNm

codant pour l'isoforme p. Au niveau cardiovasculaire, Mohamed et Abdel-Rahman

(2000) ont démontré à l'aide de la technique du RT-PCR quantitatif que l'ovarectomie
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n'entraînait aucun changement significatif de l'expression de l'ARNm codant pour ERa

dans l'aorte thoracique et l'aorte abdominale chez les rates. Au niveau du cœur, les auteurs

ont détecté une duninution non-significative de l'expression de l'ARNm codant pour ERa,

et ce jusqu'à 12 semaines suivant l'ovarectomie. Dans cette publication, aucune mention

n'est faite à propos de ER?.46 Le groupe de Calderone (2002) a aussi démontré que, chez

les rates adultes, l'ovarectomie n'entraînait pas de modification de l'expression protéique

de ERa et de ERp au niveau du ventricule gauche trois semaines après la chirurgie.173 Nos

résultats sont donc en accord avec ceux des autres groupes concernant l'effet de

l'ovarectomie sur l'expression ventriculaire des récepteurs honnonaux reliés au sexe : chez

les femelles, la diminution de la concentration circulante d'£2 suite à l'ablation bilatérale

des ovaires ne semble pas affecter le mveau d'expression ventriculaire de ERa, de ERp ou

deAR.

Chez le rat, l'orchidectomie entraîne une élimination du signal d'hybridation m situ

pour ERp dans la prostate, et pour AR dans le système reproducteur. La perte du AR

dans le système reproducteur chez le rat a été observée seulement trois jours après

l'orchidectomie et a été renversée dans les 15 minutes suivant l'administration

d'androgènes. Chez les souris mâles knockout pour le récepteur à la FSH (FORKO),

présentant une diminution de 35% de la concentration d'androgènes dans la circulation

sanguine par rapport aux souris males non-transgéniques de la même lignée, une

diminution importante de l'ARNm codant pour AR a été observée au niveau des

testicules.154 Contrairement à l'effet inversé de l'ovarectomie sur l'expression des

récepteurs aux oestrogènes entre le système reproducteur, principalement l'utéms

(augmentation), et le cœur (absence de réponse ou diminution), le AR semble réagir de la

même manière dans ces deux systèmes chez les mâles suite à la castration. Dans un même

ordre d'idées, nos résultats ont démontré que, dès la première semaine, l'orchidectomie

entraînait une diminution importante du niveau de l'expression ventriculaire de ERp et de

AR, mais non de ERa, suite à la dùninution de la concentoation circulante d'androgènes.

L'absence de modifications dans l'expression et l'abondance des récepteurs honnonaux

après l'ovarectomie chez les femelles versus la diminution marquée et rapide de
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l'expression cytosolique de ERp et AR chez les mâles suite à l'orchidectomie corroborent

l'hypothèse d'une régulation hormonale distincte selon le sexe. De plus, nos résultats

suggèrent un rôle important des androgènes dans la régulation hormonale au niveau

venùiculaire chez la souris, correspondant avec la modulation apparamment plus

androgénique de la durée de l'intervalle QT chez l'humain. Un dimorphisme sexuel dans la

distribution cytosolique et nucléaire du AR entre les mâles et les femelles sera

probablement présent et semble aussi correspondre avec une prépondérance de la régulation

androgénique au niveau cardiaque. En effet, ces récepteurs sont des facteurs de

transcription et leur effet sur la transcription est localisé au noyau.

4.3 Les modèles appliqués à l'étude de la régulation hormonale

4.3.1 Le modèle de la souris gonadectomisée

L'étude de la régulation honnonale est possible en évaluant les conséquences de

l'mhibition de l'action ou de la sécrétion d'une hormone par comparaison à une condition

contrôle. Une méthode fi-équemment utilisée pour réduire ou abolir complètement la

production et les effets des hormones sexuelles est l'ablation des gonades. Ces modèles,

bien que présentant aussi quelques mconvénients en raison des changements

physiologiques associés avec la gonadectomie, pennettent quand même la comparaison

d'une condition contrôle avec une condition de réduction importante de l'activité

hormonale.76

Scheuer et ses collaborateurs (1987) ont démontré que l'orchidectomie entraînait

une dmùnution du poids corporel chez les rats mâles et que l'ovarectonùe enti^înait une

augmentation du poids corporel chez les femelles. La perte des hormones sexuelles

enù-aînée par la gonadectomie influence donc le poids corporel de façon inverse chez les

rats mâles et femelles. Dans les deux cas, l'administration de testosterone n'a pas empêché

la diminution du poids corporel chez les mâles castrés ou son augmentation chez les

femelles ovarectomisées. Par contre, chez les femelles, l"'administration d'Ez a empêché

0
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1'augmentation du poids corporel entraînée par l'ovarectomie.113 Conformément aux
observations réalisées entre autres par Scheuer et ses collaborateurs (1987) chez le rat, les

souris OVX présentent une dmunution importajate de la concentration sérique d'E2, une

atrophie marquée du muscle utérin, réversible par l'administration d'Ez, ainsi qu'un gain

pondéral significatif décelable à 42 jours post-OVX. Il a été démontré que le gain pondéral

chez les souris OVX était causé principalement par la polyphagie induite par l'absence d'Ez

menant au développement d'une quantité plus importante de tissu adipeux.76 Ce
phénomène peut constituer un facteur confondant dans l'étude des effets de la suppression

oestrogénique. En effet, le tissu adipeux contient des aromatases pennettant la synthèse

périphérique d'Ez à partir de l'aromatisation des androgènes circulants provenant

principalement de la sécrétion surrénalienne.156 Pourtant, la diminution de la concentration
sérique d'Ë2 similaire pour tous les groupes OVX quelque soit la durée allouée après la

chirurgie, soit l, 3, 6ou 8 semaines, exclue la possibilité que le gain pondéral observé à 42

jours post-OVX ait constitué un facteur confondant dans cette étude.

Chez plusieurs espèces incluant l'humaiû, l'enzyme P450 aromatase a quand même

un rôle physiologique important au niveau des tissus cibles périphériques eux mêmes. Par

exemple, chez la femme post-ménopausée, la production d'œstrogènes est assurée par les

tissus périphériques, principalement le tissu adipeux, mais aussi par l'enzyme P450

aromatase présente dans les ceUules de la peau, les cellules osseuses, les cellules

musculaires lisses vasculaires et aortiques, ainsi que plusieurs régions cérébrales. Les

oestrogènes provenant de la production périphérique sont biologiquement actifs localement,

impliquant une action paracrme, autocrine ou intracrine. '

Il serait donc utile de doser le taux d'androgènes circulant chez les souris femelles

témoins (pré- et post-ménopausées) ainsi que chez les souris OVX afin de déterminer si la

condition d'excès androgénique est reproduite chez la souris par la condition de ménopause

et si l'ablation chirurgicale des ovaires entraîne une dimmution de la concenfration

d'aadrogènes cu-culants comparativement à cette condition. L'hypothèse de l'mfluence

prédominante milieu hormonal dans son ensemble, donc du rapport

oestrogènes/androgènes, proposée par Liu et coll. (2001) est soutenue au niveau
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0 moléculaire par plusieurs études. De façon générale, un relâchement de la spécificité des

effets dépendants du sexe concernant la sensibilité des tissus non reliés au système

reproducteur en réponse aiix oestrogènes et aux androgènes coniparativement aux tissus

reproducteurs a été observé.8 De plus, l'interaction physiologique des oestrogènes et des

androgènes dans plusieurs tissus cibles a été démonfrée par Krietmann et Bayard en

1979. Plus récemment, le groupe de Trifiro (2000) a démontré que ERa et AR pouvaient

fonner des hétérodimères et ainsi modifier l'activation transcriptionnelle de chacun des

récepteurs, suggérant la présence d'un niveau de contrôle supplémentaire dans la régulation

hormonale impliquant l'importance du rapport oestrogènes/androgènes.'172

0

Le milieu hormonal dans son ensemble, donc aussi le rapport

oestrogènes/androgènes, apparemment contrôlé localement par l'aromatase dans les tissus

périphériques, joue un rôle au niveau de la physiologie cellulaire autant chez les hoinmes

que chez les femmes,133 et pourrait aussi être impliqué dans les différences enù-e les sexes
observées au niveau de l'incidence des MCV.16 En effet, il a été démontré par le groupe de
Kumar (2000), qu'il y avait des différences reliées au sexe dans la régulation de

l'expression et de l'activité de l'enzyme P450 dans le tissu adipeux humam.15 L'activité
de cette enzyme est beaucoup plus importante chez les femmes pré- et post-ménopausées

comparativement aux hoiiunes. Une dififérence similaire dans l'expression et/ou l'activité

de la P450 aromatase au niveau du coeur de souris pourrait aussi contnbuer aux différences

dans la régulation hormonale observées entre le coeiir des souris mâles et femelles. Grohé

et ses collaborateurs (1998) ont démontré la présence de plus importante de l'enzyme P450

aromatase au niveau des cardiomyocytes de rat nouveau-nés femelles comparativement aux

mâles.131 Dans ces cellules, la synthèse d'Ez par cette enzyme à partir de la testosterone est

suffisante pour activer ERa et ERR, ce qui influence l'expression de la NO synthase

inductible (iNOS) de manière dépendante du sexe.131 En effet, l'activation
transcriptionnelle d'un plasmide rapporteur contenant un élément de réponse aux

oestrogènes contrôlant l'expression du gène de la luciférase de drosophile (ERE-Luc) a été

stimulée par l'administration de précurseurs androgémques de façon plus importante daiis

les cellules femelles. L'activation de gènes endogènes, soit ERa et iNOS, est aussi plus
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importante chez les femelles suite à l'administration de précwseurs androgéniques. Le fait

que l'expression des récepteurs aux oesti-ogènes ne soit pas modifiée au niveau cardiaque

suite à l'ovarectomie pourrait suggérer que le cœur, dans des conditions physiologiques

normales, ne soit pas directement affecté par les modulations hormonales endogènes.

Pourtant à la lumière des données disponibles et considérant une possible condition d'excès

androgénique relatif à la ménopause suffisant pour permettre l'activation des ERs, il est

tentant de supposer que l'absence de modification du mveau d'expression protéique des

récepteiirs hormonaux cardiaques suite à l'ovarectomie chez les femelles soit plutôt

associée à une activité de régulation locale des concentrations d'E2 par l'aromatase de

mamère plus importante chez ces dernières, permettant aussi de protéger le cœur contre les

variations oestrogéniques associées au cycle menstruel et à la grossesse chez la femme.

Cependant, avant de considérer cette spéculation comme une hypothèse plausible, la

presence et le dimoiphisme sexuel de l'aromatase devraient être vérifiés dans des myocytes

cardiaques adiiltes, car il semble y avoir des différences dans la régulation honnonale entre

les cellules de nouveau-nés et d'adultes. En effet, Jankowski et coll. (2001) ont montré

qu'il y avait des modifications dans l'abondance relative des deux isoformes des récepteurs

aux oestrogènes durant le développement. De plus, les concentrations d'androgènes chez
les femelles ovarectomisées devrait aussi être mesuré afin de détenniner le rapport

oestrogènes/androgènes chez ces dernières.

0

4.3.2 Les modèles transgéniques

Parmi les lignées de soiiris transgéiiïques permettant d'étudier les rôles des

hormones sexuelles dans différentes pathologies ainsi que dans différents tissus, on

reû-ouve les souris knockout poiu- les récepteurs aux oestrogènes (aERKO, RERKO),62'152

la souris knockout poin- le récepteur de l'hormone folliculo-stimulante (FORKO) ainsi

que la souris présentant une mutation dans le récepteur aux androgènes (Tfin; "testicular

feminized mice") . Cette denùère exprime une variante tronquée du AR, le rendant non
fonctionnel, correspondant au syndrome d'insensibilité aux androgènes (AÏS; androgen

insensivïty syndrome) rapporté chez l'humain.
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D existe aussi une souris knockout pour l'enzyme P450 aromatase (souris ne

possédant pas le gène CYP19, responsable de la production de cette enzyme) (ArKO).153

Au niveau du milieu hormonal, cette souris présente un niveau indétectable d'oestrogènes

tandis que le niveau d'androgènes est beaucoup plus élevé.50 Ce phénotype la rend donc
très intéressante pour l'étude de la régulation androgénique au niveau du cœur.16 De façon

générale, le phénotype de ces souris transgéniques permet de mieux comprendre les rôles

physiologiques des hormones sexuelles et leurs mécanismes d'action dans les tissus

cibles.75 De plus, la possibilité de comparer les résultats obtenus grâce à ces différentes

lignées de souris avec les résultats obtenus dans des conditions de suppression de l'action

hormonale permettra de mieux comprendre les mécanismes de la régulation hormonale

dans son ensemble.

0
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CONCLUSION

"One of the challenging problems confronting biological scientists has been the

manner in -which hormones serve as regulators of biochemical processes in tissues of

higher animals."

E.V. Jensen and E.R. DeSombrc, 1973146

0

Malgré l'avancement spectaculaire de la science dans ce domaine depuis les 40

dernières armées, la citation de Jensen est toujours d'act.ialité. Maintenant, les outils

technologiques et la biologie moléculaire pennettent de pousser encore plus loin la

compréhension de la régulation hormonale chez les mammifères. Pourtant, jusqu'à
maintenant, peu de renseignements sont disponibles quant aux mécanismes de la régulation

hormonale dans le cœur. Etant donné l'utilisation répandue de la souris comme modèle en

recherche cardio vasculaire, il est primordial de caractériser les mécanismes sous-jacents

aux différences mâles-femelles observées au niveau cardiaque chez la souris. La possibilité

que l'influence honnonale distincte entre les mâles et les femelles soit impliquée dans ces

différences constitue une hypothèse très plausible. Poiirtant, ces différences ne semblent

pas attribuables à un dimorphisme sexuel au niveau de l'expression des récepteurs aux

oesti-ogènes et aux androgènes entre le cœur des soiiris mâles et femelles. Par contre, une

difference reliée au sexe dans la régulation de l'activité de ces récepteurs au niveau

cardiaque, pourrait être impliquée. La caractérisation de la localisation sous cellulaire des

RHS dans les ventricules de souris constitue donc un preinier pas dans l'étude des

mécanismes d'action reliés à la régulation honnonale dans le cœur de souris. Une

meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans les dififérences entre les sexes

permettra de ti-aiter ou prévenir plus efîîcacement les différentes maladies

cardiovasculaires, notamment les arythmies cardiaques, tant chez les hommes que chez les

femmes.
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Perspectives

Etant donné le peu d'mfonnation disponible concernant la régulation honnonale au

niveau du cœur et l'impact de l'acquisition de ces connaissances au mveau de la santé

humaine en général et, plus particulièrement, au niveau de la compréhension des

différences reliées au sexe dans la physiologie et la physiopathologie cardiovasculaire, il est

important de poiirsuivre ce projet. Comme la seule présence des ces récepteurs ne peut

garantir leur fonctionnalité de façon non-équivoque, il est nécessaire d'évaluer la

fonctionnalité de ERa, ER? et AR dans le cœur des souris des deux sexes. Des résultats

préliminaires concernant la fonctionnalité de ces récepteurs ont été obtenus dans le

laboratoire du Dr Fiset et la poursuite de cet aspect du projet est présentement en cours. De

plus, la disponibilité unminente des soiuis transgéniques knockout pour les récepteurs aux

oestrogènes (ERKO) dans le laboratoire du Dr Fiset facilitera l'étude plus approfondie des

mécanismes moléculaires de la régulation hormonale de la repolarisation ventriculaire

cardiaque.

0
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ANNEXE 1

Le canal potassique Kir2.1 est responsable du courant potassique entrant à

rectification retardée (Ixj)- Des données d'électrophysiologie obtenues sur des myocytes

ventriculau'es de souris ont démontré que suite à une dépolarisation membranaire, un

courant lent entrant (courant de queue; luii!) est généré. Ce courant de queue (sous-tendu

par le canal potassique Kir2.1) est probablement du à une accumulation d'ions potassium

au niveau des tubules-t des myocytes ventriculaires. La localisation du canal Kir2.1 au

niveau des tubules-t dans les myocytes ventriculaire de souris observée par

immunofluorescence et microscopie confocale corrobore ces données d'élecù'ophysiologie.

La colocalisation avec une lectine marquant les sucres hautement glycosylés présents dans

la membrane plasmique, le "îVheat Germ Agglutinin" (WGA) apporte une preuve

supplémentaire de la localisation du canal Kir2.1 au niveau des tubules-t dans les myocytes

ventriculau'es de souris (figure 8 de la publication présentée en annexe l).

Au niveau des oreUlettes, la situation est différente. En effet, il a aussi été démontré

qu'une dépolarisation meinbranaire n'entraîne pas de courant de queue dans les myocytes

auriculaires de souris. Les tubules-t étant presque complètement absents dans les myocytes

auriculaires, le marquage du canal Kir2.1 dans les oreillettes de souris ne suit pas

I'orgaiiisation caractéristique des tubules-t observée dans les ventricules. De plus, la

colocalisation avec le WGA dans les orefflettes est présente presque seulement au niveau de

la membrane sarcolemmale des oreillettes de souris, conj&nnant plus fortement ce résultat

(figure 9 de la publication présentée en annexe l).

Dans cette publication, j'ai mis au point et réalisé, avec la collaboration de M.

Louis-Robert ViUeneuve, les expériences d'immunofluorescence et de microscopie

confocale sur des myocytes ventriculaires et auriculaires de souris. J'ai aussi participé

activement à l'écriture des sections du manuscrit reliées à ces expériences, aux réponses

aux reviewers et aux corrections ainsi qu'à la mise en forme des figures.

0
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1. The properties of the slow inward 'tail currents' (1^) that followed depolarizing steps in
voltage-clamped, isolated mouse ventricular myocytes were examined. Depolarizing steps that
produced large outward K+ currents in these myocytes were followed by a slowly decaying
inward Jiaii on repolarization to the holding potential. These currents were produced only by
depolarizations: inwardly rectifying K currents, I^i, produced by steps to potentials negative
to the holding potential, were not followed by 1^.

For depolarizations of equal duration, the magnitude of Jiaii increased as the magnitude of
outward current at the end of the depolarizing step increased. The apparent reversal potential
of Jtui was dependent upon the duration of the depolarizing step, and the reversal potential
shifted to more depolarized potentials as the duration of the depolarization was increased.
Removal of external Na+ and Ca2+ had no significant effect on the magnitude or time course of
Jtaii- BaClz (0.25 mM), which had no effect on the magnitude of outward currents, abolished 4aii
and JKI simultaneously.

Accordingly, 1^ in mouse ventricular myocytes probably results from K accumulation in a
restricted extracellular space such as the transverse tubule system (t-tubules). The efïïux of K
into the t-tubules during outward currents produced by depolarization shifts the K Nernst
potential (Ey) from its 'resting' value (close to —80 mV) to more depolarized potentials. This
suggests that Jiaii is produced by J^iln the t-tubules and is inward because of the transiently
elevated K concentration and depolarized value of E^ in the t-tubules.

5. Additional evidence for the localization of J^i channels in the t-tubules was provided by
confocal microscopy using a specific antibody against Kir2.1 in mouse ventricular myocytes.

2.

3.

4.

The complex structure of cardiac muscle has made
interpretation of the results of early electrophysiological
studies of the membrane currents in multicellular
tissue difficult. One of -the most important problems in
multicellular tissue is the accumulation of K in the
intercellular clefts, which are only 20—30 nm wide. These
changes in the extracellular K concentration can distort
the magnitude and time course of K currents (Aimers,
1972; Attwell & Cohen, 1977; Attwell et al. 1979; Cohen
& Kline, 1982). Many of these problems have been greatly
reduced by the use of enzymatically isolated single
cardiac cells. However, single myocytes have numerous
invaginations of the sarcolemmal membrane that could
act as restricted spaces in which ions might accumulate
during activation of transmembrane currents. For
example, adult mouse ventricular myocytes have an

extensive transverse tubule (t-tubule) system whose
surface area makes up approximately 50 % of the total
sarcoleimnal membrane of the cells (Forbes et al. 1984).
These tubules are small, about 50-100nm in diameter
(Forbes et al. 1984), and hence the tubule lumen could
readily accumulate ions during current flow across the
t-tubule membrane.

During the course of a voltage-clamp study of the K
currents in single adult mouse ventricular myocytes
(Fiset et al. 1997), it was noted that outward currents
produced by depolarizing voltage-clamp steps were
followed by a transient inward 'tail eurrent' (Jtaa) when
the ventricular cell was repolarized to a holding potential
near the cell's resting membrane potential (—80 mV). In
contrast, no inward Jiaii were observed following
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depolarizing steps in adult mouse atrial myocytes. The
present study was undertaken to investigate the
properties and the origin of ^ in adult mouse ventricular
myocytes. The results of this study show that I^y is due to
K accumulation within the t-tubule sys-bem of mouse
ventricular myocytes and subsequent activation of
inwardly rectifying K+ (1^} channels.

METHODS
Isolation of adult mouse ventricular myooytes and
electrophysiologioal methods
Ventricular myocytes were isolated from adult male Swiss-Webster
or CD-I mice (6-9 weeks of age) by enzymatic dissociation, as described
previously (Fiset et al. 1997). The animals were heparinized,
anaesthetized by inhalation of methoxyflurane and then kiUed by
cervical dislocation. After perfusion of the heart with enzyme
solutions, the ventricular tissue was triturated gently with a Pasteur
pipette for 10-15 min. Rod-shaped single myocytes were then
collected and stored in Kraft-Brohe (KB) solution at 4°C until use
2-6 h later. During cell isolation solutions were maintained at
37 ± l "G and were equiUbrated with 100% Os. Isolated cells were
placed into a recording chamber (volume ~ 200 /d) on the stage of an
inverted microscope (Diaphot; Nikon, Tokyo, Japan) and superfused
with a Hepes-buffered Tyrode solution at 1-2 ml min- . All
experiments were carried out at a room temperature (RT) of
20-22 °C. Whole-cell voltage-clamp recordings were made with a
pateh-clamp auiplifier (EPC-7; List-Mledical Electronics, Darmstadt,
Germany). Patch pipettes had resistances in the range 1.5-4 MÎ2
when filled with pipette solution. Series resistance in the whole-oell
mode was in the range 4-8 Miî; 80-90 % series resistance
compensation was always used. Voltage-clamp currents were low-
pass filtered at 1-3 kHz (four-pole Bessel), digitized at 4-10 kHz
with a 12 bit analog-to-digital converter (DT2821 ; Data Translation,
Marlborough, MA, USA), and stored in a microcomputer using
Cellsoft software (D. Bergman, University of Calgary). The same
software controlled the programmable stimulator that generated the
voltage-clamp protocols.
Membrane currents were normalized to cell capacitance (pA pF- )
when required. Capacitive currents were produced by a 5 mV
depolarization from a holding potential of —80 mV and integrated to
determine the cell capacitance.

Immunofluoresoence analysis and confocal microscopy
Ventricular myocytes were freshly isolated from 6- to 9-week-old
male mice and plated on laminin-ooated coverslips (15 /tg ml-l) for
l h at 37 °C, 5% COa. Cells were fixed (2% paraformaldehyde,
pH7.4, 10min, 40C) and subsequently permeabilized (0.1% Triton
X-100, 10min, RT). Three washes with phosphate-buffered saline
(PBS) followed each step. To prevent non-specific binding, cells were
blocked with 10% normal donkey serum (NDS) for l h at RT. After
overnight incubation with a rabbit polyclonal prunary anti-Kir2.1
antibody (1:200; Alomone Laboratories, Jerusalem, Israel), cells were
washed with PBS and incubated for l h at RT with a tetra-
methylrhodamine-isothiocyanate-conjugated donkey anti-rabbit
antibody (1:500; Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA).
In control experiments, the primary antibody was omitted. Cells
were then washed three times with PBS and incubated for 30 min at
RT with wheat germ agglutinin (WGA) conjugated to Oregon Green
488 (1:10; Molecular Probes) (Sedarat et al. 2000; Takeuchi et al.
2000). After washing the cells with PBS, coverslips were mounted on
slides using l mg ml" p-phenylenediamine diluted with 75 %
glyoerol and examined using a Zeiss Axiovert 100M nucroscope
coupled to a Zeiss LSM 510 laser scanning confocal system.

Solutions and drugs
The Hepes-buffered Tyrode solution contained (mil): 140 NaCl, 5.4
KC1, l CaClî, l MgCla, 10 Hepes, 5.5 glucose (pH adjusted to 7.4 at RT
with NaOH). Bads was added to the solution at the concentrations
indicated. Where indicated, NaCl was replaced by an isomolar
amount of JV-methyl-D-glucamine, and CaCla was replaced by MgCls;
the pH of this 'Na+-/Ga -free' solution was adjusted to 7.4 with HC1.
The patch pipette solution contained (mM): 110 potassium aspartate,
20 KC1, 8 NaCl, l MgCl^, l Cad;, 10 EGTA, 4 KaATP, 10 Hepes (pH
adjusted to 7.2 with KOH). Solutions were continuously gassed with
lOOYoOa.

Statistiol analysis
AU results are presented as means ± s.E.M. Statistical significance
was determined by Student's ( test for paired or unpaired
observations, or ANOVA, where appropriate. Statistical analyses
were performed using Origin 5.0 software. A probability of P< 0.05
was considered significant.

RESULTS
Slow Jtaa follow depolarization of voltage-olamped
mouse ventricular myocytes
Figure 1 A Illustrates a representative example of a family
of niembrane currents recorded from a voltage-damped
mouse ventricular myocyte, produced by 750 ms voltage
steps over the range of membrane potentials from —120
to +50 mV, from a holding potential of —80 mV. Several
features of these currents are of note.

(1) The outward membrane currents in adult mouse
ventricular myocytes, which are carried primarily by K
(Fiset et al. 1997), are very large. For the cell shown in
Fig. 1, the peak current produced by the step to +50 mV
corresponded to a current density of about 90 pA pF- .

(2) Outward currents declined in two distinct phases
during the depolarizing steps. It has previously been
shown that there are at least two different transient
components of the outward K current in mouse
ventricular myocytes (Fiset et al. 1997; Nerbonne, 2000;
Trépanier-Boulay et al. 2001).

(3) Outward currents were followed by slow, transient /taii
on repolarization to the holding potential. This is
illustrated more clearly in Fig. 1B, which shows the
family of currents at the end of the depolarizing steps and
after repolarization to the holding potential, on expanded
time and current scales. Note that 1^ followed only the
depolarizing voltage steps; no 'tail currents' were
associated with the inward currents produced by
hyperpolarizing steps.

Figure 1 (7 shows the current—voltage relationships for the
inward and outward currents, and for Jtaii- As shown in
Fig. I A and B, ^ was not produced by steps to potentials
•that generated inward currents; this was true even at
potentials where the magnitude of the inward and
outward currents was equal. For example, the currents
produced by steps to —120 and +10 mV were of
approximately equal magnitude at the end of the steps,
but Jtaii was associated only with the +10 mV step.
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Figure l (7 shows •that the magnitude of Jtaii increased as
the magnitude of the outward current at the end of the
depolarizing step increased.

Figure 2 summarizes the main properties of I^s, averaged
from nine different ventricular myocytes. Figure 24
shows the relationship between the current at the end of
the depolarizing step (I^d) and ^.aii- The ratio -?taii/4nd
varied considerably from cell to cell; for example, for 1 s
steps to +30 mV, this ratio ranged from 0.2 to 1.07. The
average value of this ratio was independent of membrane
potential over the range —20 to +40 mV. Figure 2B
summarizes the kinetic properties of Jiaii- Tîle tiille course
of decay of Jtaii (at —80 mV) was described approximately
by a single exponential function. The time constant
varied from cell to cell over about a threefold range (e.g.
from 29.7 to 77 ms) for the same nine myocytes as above
(for Jtoji following +30 mV depolarizing steps). The
average time constant was not significantly dependent
upon membrane potential over the range —30 to +40 mV.

A +50

5nA .80 -

-120
750ms

200ms

D

The time constant was also independent of the magnitude
ofJtaii; Fig. 2 (7 shows a plot of the relative amplitude ofJtaii
(normalized to ^ followmg a +40 mV step) as a function
of membrane potential from —30 mV to +40 mV. Note
that although 7tui increased in magnitude by about 10-
fold over this range of potentials, the time constant of
decay did not change significantly.

It is unlikely that channel deactivation is the mechanism
that is responsible for generating Ziaiiln mo'i-ise ventricular
myocytes. The major part; of the outward current m these
cells is carried by K ; hence, current tails produced by
deaotivation would be expected to have their reversal
potential near the K Nernst potential (Es}, which is
about —83 mV in the recording conditions used in these
experiments (see Methods). Consequently, large inward
itaii would not be expected to occur at a holding potential
of —80 mV (i.e. near E^). The data shown in Fig. 3 provide
further evidence that channel deactivation is not
responsible for Jta.il· In these experiments, ventricular cells
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Figure 1. Slow, inward 'tail OTirrents', Jtui> follow the depolarization of voltage-clamped, adïilt
mouse ventricular myocytes
A, family of currents from a voltage-clamped, isolated mouse ventricular myocyte. The voltage-clamp
protocol is shown in the inset; the holding potential was —80 mV; 0.75 s steps to potentials between —120
and 50 mV (-120, -100, -30, -10,10, 30 and 50 mV) were applied at 0.1 Hz. Slowly decaying, inward
currents followed the depolarizing (•), but not the hyperpolarizing (D), voltage-clamp steps. The dashed
line indicates zero current in this, and all subsequent figures. B, currents at the end of the depolarizing
steps and after repolarization to —80 mV are shown on expanded time and current scales. Note that the
magnitude of the inward Tfii increased as the magnitude of the outward current at the end of the step
increased (•). No Jiaii followed hyperpolarizing steps (D). C, current-voltage relationship for currents
obtained at the end of the voltage-clamp steps (•), and peak Jiui (0).
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were repeatedly voltage clamped to the same potential
(+20 mV), but -the duration of the depolarizing step was
progressively increased. Figure 3 A shows that the
magnitude of Jia.u first increased, reached a maxmium,
and then decreased slightly ELS the depolarizing step was
increased over the range from 10 to 285 ms. However, the
magnitude of the outward current at the end of the
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Figure 2. Summary of the properties of Jt*a
A, plot of the ratio of magnitude of 4ui to current at
the end of the depola,rizing step (Jend) as a function of
the step potential. Data (means ± S.E.M.) were
averaged from nine different ventricular myocytes.
Slow Jt»,i were measured at a holding potential of
—80 mV. B, plot of the time constant of decay of Jui
as a function of depolarizing step potential. 4ui was
fitted to single exponential functions. Data
(means ± S.E.M.) were averaged from nine cells (same
as in A). C, normalized magnitude of 4»i], as a function
of depolarizing step potential. Current magnitudes
were normalized to Jiaii at +40 mV. Data
(means ± S.E.M.) were averaged from nine cells (same
as above).

depolarizing step decreased continually as the duration of
the step increased. This is shown more clearly in the plots
in Fig. 3-B, in which the magnitudes of the outward
current at the end of the step and Jtui are compared for
each pulse duration. Jiaii was sniall during depolarizing
steps of brief duration (e.g. < 50 ms) where the outward
current was largest. The magnitude of Jiaa increased in
parallel with step duration up to a limit of 100-150 ms, and
then declined slightly for longer steps. This relationship
between outward current and Jiaa magnitudes cannot be
explained by a simple channel deactivation mechanism.

Na+-Ca2+ exchange does no't generate Jtsu
Slow inward ^ can be generated in ventricular myocytes
by the electrogenic Na+-Ca2+ exchanger (Egan et al.
1989; Bouchard et al. 1993). The rise in [Ca2+], produced
during depolarization, due to the influx of Ca through
L-type Ça channels and/or Ca -induced release from
sarooplasmic reticulum stores, activates the Na+-Ca
antiporter. The voltage dependence of Na+-Ca2+ exchange
results in an inward current when the membrane is

repolarized near —80 mV (Bouchard et al. 1993).
However, this is not likely to underlie I^\. The intra-
cellular solution contains a high concentration of EGTA
(10 mil) as a Ca2+ buffer, so it is unlLkeIy that intracellular
free Ca concentration increases during depolarizing
steps. Figure 4 shows data that make it clear that
Na+-Ca exchange does not generate I^n. In these
experiments, currents produced by a depolarizing step
(20 mV, l s) were recorded in control conditions and then
in Na+ and Ca2+-free Hepes-buffered Tyrode solution (see
Methods). The depolarizing step in both control and Na+
and Ca -free solutions produced -Ziaii of equal magnitude
and duration upon repolarization to the holding potential
of —80 mV. Since Na+-Ca2+exchange is completely
blocked in Na+ and Ca2+-free solution (Bers et al. 1990),
the lack of effect of Na+ and Ca -free solu-tion on Jtaa
makes it improbable that Na+—Ca2+ exchange was
responsible for generating the slow I^i.

Blocking 1^ abolishes Jtui
Barium, at concentrations less than l mM, is a specific
blacker of the inwardly rectifying K current, JKI, m
mouse ventricular myocytes. Figure 5 shows that 0.25 mM
BaClz blocks both 1^ and 4aii m mouse ventricular
myocytes. In the experiment shown, a depolarizing step
(+20 mV, 50-200 ms duration) that produced a large
outward current, and Jiaii on repolarization, was followed
by a hyperpolarizing step (—120mV, 100ms) that
activated inward Isa. Application of BaCla completely
blocked both JKI and Jtaii, but had no effect on the outward
currents. In addition, the time courses of block of I^u and
Jtaii as the BaCla solution was washed mto the recording
chamber were identical (data not shown). These data
provide strong evidence that Jiui is generated by K flux
through j?Ki channels. As the holding potential (—80 mV)
was close to the nominal Ey, under these recording
conditions (see Methods), only very small 1^ would be
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Figure 3. Effect of duration of depolarization on the magnitude of I^a
A, family of currents produced by a series of voltage-clamp steps (20 mV) of increasing duration
(10-285 ms; inset). Note that Jiiii increased in magnitude with increasing step duration, while the outward
current at the end of each step decreased. B, plots of outward current at the end of the depolarizing step
(upper graph) and 1^ magnitude (lower graph), as a function of depolarizing step duration.

expected to occur. The large, inward I^a implies that the
K gradient is transiently reduced by the depolarizing
voltage-clamp steps, resulting in a depolarizuig shift of Ey^.

The 'reversal potential' of Jtau is tinie dependent
Figure 6A illustrates experiments designed to measure
the reversal potential of 1^^. A depolarizing step (200 ms,

+10 mV) was followed by l s steps to membrane
potentials between —30 and —90 mV. The 1^ appeared to
reverse at potentials between approximately —50 and
—70 mV. Figure 64 shows currents recorded from the
same myocyte before and after the addition of 0.25 mM
BaCla. The main effect of this concentration of BaClz was
to block inward 4aii: this is particularly evident for the

L

A

Figure 4. Jiui is not generated by Na+-Ca2+
exchange
A, carrent produced by a 20 mV, 1 s voltage-clamp
step in control Hepes-buffered solution. Right panel:
current is shown on expanded time and current scales.
-B, current in the same cell, after removing external
Na+ and Ca2+ (see Methods). Note that Ztaii was
unaffected by the removal of Na+ and Ça .

B
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200ms
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steps to —80 and —90 mV. In contrast, outward tail
currents, especially those produced by the most positive
steps in this protocol (i.e. —30 and —40 mV), were not
changed significantly by BaClz. Figure 6B shows the
BaClz-sensitive difference currents that were obtained by
subtracting currents before and after the addition of
BaClg. These difference currents, measured 'immediately
(2 ms) following the depolarizing steps, showed very
pronounced inward rectification; their reversal potential
was about —60 mV. The outward currents produced by
steps positive to —60 mV were very small compared with
the inward currents produced by the steps negative to
—60 mV. This rectification is clearly apparent from an
inspection of the difference currents plotted on an
expanded time scale in Fig. Q£. It is also apparent from
the records in Fig. 6B that the reversal potential of the
difference currents changed with time; the current at
—70 mV reversed direction from inward to outward
about 50 ms after the end of the depolarizing step, while
the current at —80 mV reversed about 100 ms after the
depolarizing step. Figure 6(7 compares peak current-
voltage relationships for difference I^\, measured
'immediately' (2 ms) after the end of the depolarizing step
and 1 s after the end of the step. The current-voltage

relationship measured 2 ms after the end of the
depolarizing step reversed at —62.9 mV and had strong
inward rectification, while the currents measured at l s
reversed at —86.0 mV, and had a negative slope
conductance at membrane potentials positive to about
—70 mV. Figure 6C also shows the current-voltage
relationship measured at 75 ms after the depolarizing
step; the reversal potential was —74.5 mV. In experiments
with seven different myocytes (including that in Fig. 6),
the mean reversal potential of BaClz-sensitive Jta.ii
measured within 2 ms after the depolarizing step was
—60.3 ± l mV, while the reversal potential measured at
l s was —84.5 ± 0.8 mV. The latter value is very close to
-EK under the recording conditions used in these
experiments. We repeated a similar experiment measuring
the reversal potential of Jiaii using a higher extracellular
K concentration. Figure 6D shows a representative
current—voltage relationship measured at 2 ms, 75 ms
and 1 s after the depolarizing step m the presence of
20 mM external K+. For all three measurements, the
current reversed at values very close to the nominal ^
(e.g. —49.5 mV with the present recording conditions).
Data averaged from four different ventricular myocytes
indicate that the currents reversed at —47.3 ± 2.5,
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Figure 5. Ba blocks Juii and th& inwardly rectifying K current, J^i, in mouse ventricular
myocytes
A, voltage-clamp currents recorded in control solution. The voltage-clamp protocol (inset) consisted of a
depolarizing step to 20 mV (35, 160, 285ms), and a hyperpolarizing step to -120 mV (lOOiiis). The
inward current produced by the hyperpolarizing step is ZKI- S, currents after the addition of 0.25 mM
BaCTj. Note that both J^,, and 1^ were abolished, but there was no significant effect on the outward
currents.
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Figure 6. Reversal potential of BaClz-sensitive J^a
A, voltage-olamp currents produced by a two-step protocol (right, inset), consisting of a 200 ms
depolarizing step to +10 mV, followed by a series of l s steps to —30, —40, —60, —80 and —90 mV. In
control conditions (left panel), the tail currents reversed near —60 mV. Large, inward currents were
produced by steps to —80 and —90 mV. After the addition of 0.25 mM BaClz (right panel), the large inward
4*ii were almost completely abolished, but there was relatively little effect on the outward -4ui. B, BaCls-
sensitive Ztaiii obtained by subtracting currents in BaCla from control currents. Voltage steps were from
—30 to —90 mV, in 10 mV increments (—50 and —70 mV steps are not shown in A). The lower panel shows
the initial parts ofl^i on an expanded time scale. Note that the currents for —70 and —80 mV are initially
inward, but become net outward within about 100 ms after the end of the depolarizing step.
C, current-voltage relationship for BaCla-sensitive 1^ measured 2 ms (0), 75 ms (•) and 1 s (•) after the
end of the depolarizing step. D, current-voltage relationship for 4iii measured at 2 ms (0), 75 ms (•) and
l s (•) after the end of the depolarizing step in an extracellular solution containing 20 mM K . Smooth
curves through each set of points are fifth-order polynomial regressions: reversal potentials for each set
of points were obtained from these polynomials by interpolation (see text for values).



986 R. B. dark and others J. Physiol. 537.3

-50.0 ± 1.3 and -50.9 ± 1.1 mV, when measured at 2 ms,
75 ms and 1 s, respectively. These data show clearly that
in the higher external K+, the change in extracellular K
concentration, and the thne-dependent change in the
apparent reversal potential of Jiaii due to K efflux were
minor.

Decay time course of Jtaii depends upon presence of
^1
The data in Figs 5 and 6 suggest strongly that Jt&u is
generated by JKI. These data can be explained by
assuming that K+ accumulates in an extracellular space in
which there is relatively restricted diffusion between this
space and the 'bulk' external solution, and 4aii is produced
by current flow through ly^ channels in the membranes of
the restricted space. The decay of 4aii reflects the
'clearmg' of this space of excess K by both the processes
of diffusion, and transport of K into the cell cytosol
through JKI channels. This implies that if either of these
major transport processes were impeded, the decline of
K concentration in the restricted space would be slowed.

Figure 7 shows the results of an experiment that tests this
idea by 'blocking' JKI by repolarizing to a membrane
potential where J^ii is always very small. In this
experiment, the potential was —60 mV; as shown in
Fig. 6, at this membrane potential Jiaii was always a small,
outward current. The amount of excess K remaining at
selected times after the end of a depolarizing step was
measured using a brief (10 ms) 'test' step from —60 to
—80 mV; this step activated a measurable Jtaii at e&oh
time (Fig. 74). The currents produced by this series of test
steps were compared with -Ziaa produced by repolarization
to the holdmg potential of —80 mV. Figure 1B compares
the time course of j?tau at —80 mV -wi-th the time course of
10ms test-step current amplitudes, applied between 0
and 480 ms after the end of a 300 ms depolarizing step of
+10 mV. The decay of Jiaiii a'nd therefore the decline of
accumulated K , was very much slower when 1^ was
inhibited by repolarizing to —60 mV. The best-fit, single-
exponential function fitted to Jiaii a'fc —80 mV had a time
constant of about 46 ms; the best-fit, single-exponential
for the test-step currents had a time constant of 161 ms.
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Figure 7. Time course of decay of Joii depends upon current flow
A, upper panel, voltage-clamp currents produced by a 300 ms, +10 mV step, from a holding potential of
—80 mV (inset). A large inward Jtui was produced on repolarization to —80 mV. Lower panel, series of
superunpœed currents produced by the same depolarizmg step, but followed at different times by a 10 ms
'test' step to —80 mV, from a potential of —60 mV. Currents shown were produced by test steps that were
applied between 0 and 400 ms after the end of the depolarizing step, in 50 ms increments (see inset).
Vertical arrows indicate currents from test steps at 300, 350 and 400 ms. Time and current scales are the
same for both panels. B, comparison of the time course of Jiaii recorded at a membrane potential of —80 mV
(continuous line), and the magnitude of the test step currents as a function of time after the end of the
depolarizing step (•). The dotted line through the test currents is a best-fit, double-exponential function,
with time constants of 112.4 and 329.3 ma. The amplitudes of the fast and slow components were —1.03
and —0.38 nA, respectively. The horizontal arrow indicates the level of Jui (at —80 mV) at l s after the
repolarizing step; the double-exponential function was constrained to fit to this level.
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A two-exponential function gave a better fit to the test
current time course, with fast and slow time constants of
112.4 and 329.3ms, respectively (Fig. 1B). Single
exponential functions were fitted to both I^\ at —80 mV
and test step currents from a potential of —60 mV. For
each cell, the time constant of -Ttui a1' —80 mV
(50.7 ±4.1 ms) was considerably smaller than of the test
step (75.2 ± 3.2 ms P< 0.001; Table 1).

To confirm the importance of the inward K flux, we
repeated the protocol presented in Fig. 7, comparing two
different test potentials (e.g. -80 and -120mV). The
decline of the Ziaii proceeded faster at; the more
hyperpolarized potential (37.9 ± 3.5 ms at -120 mV
compared to 50.7 ± 4.1 ms at -80 mV, P= 0.03).
According to the idea that the slow 1^ results from the
slow clearing of accumulated K by simple diffusion and
inward transport of K+ through JKI channels, the decay of
the currents produced by this series of test steps was
faster for the test pulse that produced the larger inward
current (62.9 ± 4.7 ms at -120 mV compared to
75.2 ± 3.2 ms at -80 mV, P== 0.03), hence carrying away
more K per test pulse.

Table 1. Comparison of the time course of current decay at
test pulses of -80 and -120 mV

-80 mV -120 mV

T (ms) n T (ms) n

-?ail
Train of pulses
Single pulse at

various times 120.5 ±11.4 tî 15

50.7 ±4.1 13
75.2 ± 3.2tt 15

37.9 ±3.5*
62.9 ± 4.7 *î

9
14

87.7 ± 7.7 *t 9

Time constants obtained from a single exponential function for
the decline of the tail current (Jfii) and of the currents obtained
with the train of pulses or with a single pulse applied at various
times. Data are given as means ± S.E.M. *-P= 0.03 vs.
corresponding parameter at —80mV; "|'-P< 0.001 vs. Ji.ii;
ÎP< 0.01 vs. pulse.

We then evaluated the contribution of a simple diffusion
by using the following protocol. After a depolarizing
pulse, the cells were held at —60 mV for various lengths
of time, and we then applied one hyperpolarizing test
pulse (at —80 mV or —120 mV) to estimate the amplitude
of Jtaii- Single exponential functions fitted to the currents
produced with this protocol were compared to those

L

Figure 8. Immunofluorescent labelling of
Kir2.1 and oolooalization with wheat germ
agglutinin (WGA) in mouse ventricular
myocytes

A, phase-contrast image of a mouse ventricular
cell, also presented in B-D, using
imniunofluorescence detection. -B, the red
fluorescent staining indicates the presence of
Kir2.1. C, the green coloration corresponds to
WGA staining of the cell membrane.
D, superimposition of both images shows
significant colocalization (yellow) ofKir2.1 and
WGA in the transverse striations, further
confirming the t-tubular localization ofKu-2.1.
The panels on the right in A-D show a higher
magnification of the cell seen on the left.
E-F, negative controls showing that no staining
was apparent when the primary antibody waa
omitted. E, phase contrast image, and
F, immunofluoresœnce detection of the same cell.
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e
obtained with the current elicited by the train of pulses
(Table 1). For the hyperpolarizing steps of —80 mV, the
time constant of the current decay obtained with the
train of pulses (75.2 ± 3.2 ms) was considerably smaller
than that of the current decay obtained with the single
pulse applied at various times (120.5 ± 11.4 ms,
P= 0.004). Similarly, at -120 mV, the time constant of
current decline was also faster with the train of pulses
(62.9 ± 4.7 ms) compared to that obtained with the single
pulse applied at various times (87.7 + 7.7 ms, P= 0.004).
The single-pulse protocol shows that clearing of K from
the restricted space is slowed when inward flux is
reduced, leaving simple diffusion as the major clearing
mechanism. In addition, the decay of the test-pulse
current amplitude obtamed with the smgle pulse applied
at. various times was significantly faster at —120mV
(Table 1) compared to —80 mV. Again, this confirms the
importance of the inward flux for the clearing of the K
in the restricted space.

Immunolooalization of Kir2.1 in mouse ventricular
myooytes

There is evidence that JKI consists of different members of
the Kir2 family. For instance, Kir2.1, Kir2.2 and Kir2.3

have all been found in guinea-pig cardiomyooytes (Liu et al.
2001) and Kir2.1 and Kir2.2 are both present in mouse and
rat heart (Kubo et al. 1993; Ishihara & Hiraoka, 1994;
Takahashi et al. 1994; Fiset et al. 1998; Nakamura at al.
1998; Leonoudakis et al. 2001; Zaritsky et al. 2001).
However, m mammalian ventricles -where 1^ is present,
Kir2.1 has the highest level of transcript when compared to
Kir2.2 or Kir2.3 (Brahmajothi et al. 1996; Liu et al. 2001).
A recent study by Zaritsky et al. (2001) has provided clear
evidence that the Kir2.1 gene is essential for 1^ m mouse
ventricular myocytes. They demonstrated that ventricular
myocytes isolated from the Ku'2.1 knockout mouse lack a
detectable JKI> indicating that Kir2.1 is the major
component of 1^ in mouse. In addition, Nakamura et al.
(1998) have reported that antisense oligonucleotides against
Kir2.1 partially suppress Jjçi m rat ventricular myocytes,
also demonstratmg that Kir2.1 has an essential role m 1^ in
rat ventricle.

The data presented so far suggest strongly that Jtaii is
generated by 1^, and is probably due to K accumulation
within the t-tubule system of isolated mouse ventricular
myocytes. To provide additional evidence in support of
this hypothesis, we investigated the localization of
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Figure 9. No significant t-tubule localization of Ku-2.1 in mouse atrial myocytes, consistent with
the absence of Jt»u in these cells

A, phase-contrast image of a mouse atrial cell. B-C, same cell as in 4 showing the uumunofluoresoence
detection of Kir2.1 (B) and WGA [C]. D, superimposition of the images presented in 5 and C, revealing
little or no overlap (yellow) between Kir2.1 and WGA labelling in the t-tubules. E, phase-oontrast unage
of the control atrial cell presented in F, shonring that no immunofluorescence staining was observed when
the primary antibody was omitted. G, family of currents from a voltage clamped, isolated mouse atrial
myocyte. The voltage-clamp protocol is shown in the inset; the holding potential was —90 mV; 500 ms
steps to potentials between —110 and +50 mV in 10 mV increments applied at 0.1 Hz.
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Kir2.1, which is the major component of JKI in mouse
heart (Kubo et al. 1993; Ishihara & Hiraoka, 1994; Fiset
et al. 1998; Zaritsky et al. 2001). Immunofluorescent
localization of Kir 2.1 established clearly that 1^ is
preferentially localized in the t-tubule system of the
mouse ventricular myocytes. Figure 8A shows that Kir2.1
immunoreactivity was predominantly in a regularly
spaced arrangement of transversely oriented bands along
the entire length of the cell. Double labelling was
performed with anti-Kir2.1 and WGA to confirm that
Kir2.1 labelling was localized to the plasma membrane.
WGÂ was used to visualize sarcolenrmal and t-tubule
membranes since it binds selectively to N-&oet-yl-
glucosamine and sialio acid residues of the glycooalyx
(Peters et al. 1979; Wright, 1984; Takeuchi et al. 2000;
Sedarat et al. 2000). Figure SB shows that WGA clearly
stained the peripheral sarcolemma, the t-tubules and the
intercalated disks. Superimposition of Kir2.1 and WGA
staining showed important oo-localization (as visualized
by the yellow coloration; Fig. 8(7). Pixels with a yellow
coloration were observed on the t-tubule membranes,
confirming the presence of Kir2.1 in these membrane
structures.

Absence of Jtaii in mouse atrial myocytes
Labelling of sùigle atrial myocytes with a Kir2.1-specific
antibody revealed immunofluoresoence staining at the
peripheral plasma membrane (Fig. 9A) without organized
fluorescence in the cell interior. The WGÂ labelling in
mouse atrial myocytes showed no well defined t-tubule
system in these cells. In fact, small invaginations from
the surface corresponding to the t-tubules were observed
with WGA (Fig. 9B). Those striations were not
significantly labelled with the anti-Kir2.1 antibody. The
localization of Kir2.1 in atrial cells was confirmed by the
pattern of distribution of co-localized Ku'2.1 and WGA
staining, which revealed significant co-localization only
at the cell periphery (Fig. 9C). Consistent with these
observations were the electrophysiological data that
showed that no slowly decaying, inward currents
followed the depolarizing voltage-clamp steps in isolated
mouse atrial myocytes (Fig. 9 ff).

DISCUSSION
This study provides an explanation for the slow inward
Jtau 'fchat follows membrane depolarization of voltage-
damped mouse ventricular myocytes. The properties of
4aii suggest strongly that these currents result from the
accumulation of K in a restricted extracellular space
associated with the ventricular myocytes. K accumulation
occurs during outward current How through Jj< channels
in the restricted compartment; on repolarization to more
negative potentials (—80 mV), current through the K
channels is augmented because of the elevated extra-
cellular concentration of K+ and the shift of ^ to
depolarized values. The decay of 1^ reflects the decline of
the elevated K+ back to its resting value and results from

a combination of the passive diffusion of K out of the
restricted space plus the influx of K mto the cytosol
through JK channels.

All of the properties of Ziaii can be accoun'ted for by the
following model:

(1) The increase in Jiaii magnitude with increases in
outward current measured at the end of the depolarizing
step (Figs 1 and 2). Increased ^ magnitude reflects an
increased K accumulation, which would result from a
larger outward current.

(2) The non-monotonic relationship between depolarizing
step duration and I^i magnitude (Fig. 3). The K
concentration at the end of the depolarizing step depends
on a balance between influx of K into the restricted
space through delayed rectifier channels and K efflux
via passive diffusion. Because of the time-dependent
décime in outward K current during a, depolarizing step,
due to inactivation, acouinulated K would initially
increase, then decline or possibly reach a steady state as
the duration of the depolarizing voltage-clamp step is
increased.

(3) Lack of effect of external Na+ and Ca2+ on 1^ (Fig. 4).
Neither of these ions have significant effects on J^i.

(4) Simultaneous block of Jiaii and JK; by BaCla (Fig. 5).
Since Jiaii is postulated to be generated by K influx
through ZKI channels in the restricted space membranes,
both of these currents must be blocked identically.

(5) The time-dependent change in the apparent reversal
potential of I^vi (Fig. 6). This arises because the
concentration of accumulated K in the restricted
extracellular space, and hence E^, declines with time
after the end of the depolarizing voltage-clamp step.

(6) Slowed time course of decline of K concen-brations
when JKI is removed (Fig. 7). Clearance of the restricted
space occurs mainly via two processes: passive diffusion
out of the space and inward current flow through Iju
channels within the space. Voltage damping to a
membrane potential where J^i is small removes this
contribution due to current flow, and only passive
diffusion remains.

The accumulation phenomenon for K+ occurs in part
because the outward currents in mouse myocytes are very
large. However, a similar phenomenon may occur m other
rodent myocytes (e.g. rat). For example, there are slow,
inward -Ttaii apparent in current records obtained in rat
ventricular myocytes (Shimoni et al. 1995; Ward et al.
1995). It is likely that 'accumulation tail currents' would
be small in myocyfces from the hearts of bigger mainmals,
where the major outward current is due to the rapid
component of the delayed rectifier (Jxr), rather than large
Ca -independent transient outward K current (Jto) and
delayed rectifier currents, as in mouse and rat.
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The most likely structures in adult mouse ventricular
myocytes that could act as restricted extracellular spaces
for K+ accumulation are the sarcolemmal caveolae and
the t-tubule system. Adult mouse ventricular myooytes
have many surface caveolae and a particularly extensive
and complex t-tubule system (Forbes & Sperelakis, 1973;
Forbes et al. 1984). The t-tubule system of the adult
mouse ventricle comprises about 3.2% of the volume of
the myocytes. The surface density of the t-tubule system
membrane of adult mouse ventricular myocytes is about
0.5 /<.m /tm- : this implies that roughly 50 % of the total
membrane area of adult mouse ventricular myocytes is
made up of t-tubule membranes.

Using a specific antibody against Kir2.1, we have
provided molecular evidence that I^u is predominantly
localized in the t-tubule system of mouse ventricular
myocytes. Moreover, in adult mouse atrial cells where the
t-tubule membrane system is very limited, Jtaii was not
observed on repolarization to the holding potential.
Results of immunofluorescence microscopy performed on
mouse atrial myocytes, where the iramunolocalization of
Kir2.1 showed mainly staming to the cell periphery, are
consistent with the elec-trophysiological data obtained in.
these cells. In combination, these observations provide
evidence that ^ui ls likely to result from K+ accumulation
in the t-tubule system in mouse ventricular myocytes.
This is the first report of localization of I^i (Kir2.1) in the
t-tubules of mouse ventricular myocytes. Taken together,
the results of this study suggest strongly that Jfiii in
mouse ventricular myocyfces is produced by the activation
of inward JKI in the t-tubules, resulting from K
accumulation in these membrane structures.

Reports by other groups strongly support our findings.
Recently, a study by Leonoudakis et al. (2001) showed
that Kir2.2 is also localized in striated bands
corresponding to t-tubules in rat ventricular myocytes.
This finding is interesting considering that Zaritsky et al.
(2001) have demonstrated that by removing the gene
encoding Kir2.2, there was a 50% reduction in JKI>
suggesting that Kir2.2 can also contribute to I^u. Previous
studies have shown that changes in I^i magnitude closely
correlate with the density of t-tubules in cardiomyocytes.
Primary cultures of ventricular myocytes have been
associated with a reduction of JKI (Wahler, 1992;
Schackow et al. 1995; Christé, 1999) and a parallel
reduction in the density of t-tubules (Delcarpio el al.
1989). Christé has reported recently that cultured rabbit
ventricular myocyfces lose a large portion of JKI and ATP-
sensitive K current (JK-AT?) conductance in parallel with
a decay in cell membrane capacitance (Christe, 1999).
These data suggest that a major part of JKI and -TK.ATP are
located in the t-tubules of rabbit ventricular myocytes,
since a reduction m membrane capacitance has been
attributed mainly to the disappearance of the t-tubules
(Lipp &t al. 1996; Mitcheson et al. 1996). In addition, using
immunofluorescence and immunoelectron microscopy,
Takeuchi et al. (2000) have demonstrated that Kv4.2,

which generates much 1^ in cardiomyocytes, is expressed
mainly ill the t-'tubules in rat ventricular myocytes.
Other studies have shown a preferential localization of
ion channels to the t-tubule membrane. For instance,
during the postnatal development of rabbit ventricular
myocytes, it has been reported that there is a close
temporal correlation between formation of the t-tubules
and expression of dihydropyridine receptors (Sedarat et
al. 2000). T-tubule membrane systems are well developed
in manunalian ventricular myooytes and several previous
studies have indicated that ion accumulation can occur
within the t-tubular system in the isolated ventricular
myocytes of other species. Yasui et al. (1993) recorded
inward Zta.il ln single guinea-pig ventricular myocytes
after treatnient of the cells with nicorandil, an activator
of JK-ATP. 'which induced large outward currents m these
myocytes. Yasui et al. mterpreted their results using a
smiilar model to that presented above; outward JK-ATP
during a depolarizing step resulted ui K accumulation in
•fc-tubules, and the inward Jtaii produced on repolarization
due to /Ki in the t-tubule membranes. Guinea-pig
ventricular myocytes have an extensive t-tubule system,
with a volume fraction of 2.5-3.2% and a surface area
density of about 0.4 /^m2 /(m-3 (Forbes & Van Niel, 1988),
similar to the mouse ventricular myocytes. Shepherd &
McDonough (1998) also demonstrated slow diffusion in
the t-tubules of guinea-pig ventricular myocytes. They
rapidly increased [Ca ]„ around guinea-pig ventricular
myocytes while measuring the time course of the increase
in the amplitude of voltage-dependen-fc Ca currents (Jca).
Joa increased in two phases: 30-40% of the current
change occurred with a time constant of about 20 ms,
while the remainder of the change occurred 10-fold more
slowly. These authors suggested that the slow component
reïïected the slow equilibration of [Ca ] between the bulk
solution and the lumen of the t-tubules. Yao et al. (1997)
performed similar rapid solution-change experiments
using adult rabbit and rat ventricular myocytes.
Following a rapid (4 ms) removal of external Ca , Tea.
declined slowly in both rabbit and rat ventricular
myocytes, although the rate of décime of the current in
rat myocytes ((90= 910 ms, the time required for 90%
decline) was considerably slower than that in rabbit
ventricular myocytes (&jo == 241 ms). Changes in K
concentration appeared to equilibrate much more rapidly
with both types of cell. The time to reach a stable
membrane potential after a rapid change in external K
occurred with a (90 of 64 ms for rabbit cells and 137 ms in
rat myocytes. Yao et al. (1997) suggested that sarco-
lemmal structures like t-tubules, surface caveolae and
negatively charged proteins all contribute to the slowed
diffusion of cations in myooardial cells.

In conclusion, our data, along with data from other
investigators, suggest that K channels are localized
preferentially in the t-tubules. Considering that cardiac
K+ channels play very important roles in regulating both
action potential duration and excitation-contraction
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coupling and since the t-tubule is the major site of
excitation-contraotion coupling in ventricular cells, this
t-tubule localization is not totally unexpected. Additional
studies exploring the physiological consequence of the
t-tubule localization of K channels are required and may
provide important insights into the functional role of
cardiac K+ channels under physiological and pathological
conditions.
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Trépanier-Boulay V., St-Michel C., Tremblay A., Fiset C. Gender-based différences in

cardiac repolarization in mouse ventricle Circulation Research 2001, Aug 31; 89

(5): 437-44

Cette étude démonfre que les souris adultes présentent des différences au niveau de

la repolarisation ventriculaire. En effet, l'amplitude du courant potassique ultrarapide à

rectification retardée (Ixur), est significativement diminuée chez les femelles

comparativement aux mâles. Le courant IKW est sous-tendu par le canal potassique Kvl.5.

Les données de biologie moléculaire (Protections à la RNase, analyse par

unmunobuvardage Western , immunofluorescence et microscopie confocale) confirment les

données d'électrophysiologie et démontrent que cette difiTérence entre les mâles et les

femelles se retrouve aussi au niveau transcriptionnel, suggérant fortement FimpUcation des

HS (oestrogènes et androgènes) dans la régulation de l'expression des canaux potassiques

cadiaques. Dans cette publication, j'ai participé de façon ùnportante à la mise au point des

experiences d'immunobuvardage Western pour les différents canaux potassiques étudiés.



e Gender-Based Differences in Cardiac Repolarization
in Mouse Ventricle

Véronique Trépanier-Boulay, Chantale St-Michel, Annie Tremblay, Céline Fiset

Abstract — The mouse heart has become a widely used model for genetic studies of heart diseases. Thus, understanding
gender differences in mouse cardiac repolarization is cmcial to the interpretation of such studies. The objective of this
study was to evaluate whether there are gender differences in cardiac repolarization in mouse ventricle and to gain
insights into the ionic and molecular mechanisms underlying these differences. Action potential durations (APDs) and
K+ currents in male and female ventricular myocytes were compared using a patch-clamp technique. APDzo, APD5o, and
APD90 were found to be significantly longer in females than males. Examination of the different K currents revealed
that a significantly lower current density exists in female ventricular myocytes compared with male myocytes for the
ultrarapid delayed rectifier K+ current, /Kur (at +30 mV, male, 33.2±2.9 pA/pF [n= 22]; female, 20.9±1.73 pA/pF [n=
19], P<O.OOÏ). Consistent with these findings were the results of the ribonuclease protection assay, Western blots, and
confocal analysis that showed a significantly lower expression level of Kv 1.5 (coding for 4ur) in female compared with
male ventricle. The additional K+ currents present in mouse ventricle exhibited no gender differences. In agreement with
these electrophysiological data, no differences in Ae expression levels for the K channels underlying these currents
were detected between both sexes. This study demonstrates that adult mice exhibit gender differences in cardiac
repolarization. The expression of Kv 1.5 and of its corresponding K current, 1^^, is significantly lower in female mouse
ventricle, and as a result, the APD is lengthened. (Circ Res, 2001;89:437-444.)

Key Words: K+ channel • electrophysiology • mouse ventricle • heart • gender

'ransgenic mouse models provide a powerful tool for the
invesdgation of cellular and molecular physiology of the

heart and cardiovascular abnormalities.1-4 The use of trans-
genie mouse might ultimately allow the molecular idendfica-
don of various factors leading to heart diseases, and it may
serve as a guide to appropriate therapeutic strategies. It is
therefore not surprising that the mouse heart is now exten-
sively used in mechanical, biochemical, molecular/genetic,
and electrophysiological studies.2'3

Heart diseases are often associated with action potential
prolongation.5-6 K+ currents are key determinants of cardiac
action potential duration (APD) and, therefore, of prime
importance in conti-ollmg repolarization and duration of
refractory period.7-10 For all these reasons, there is great
interest in defining the ionic and molecular basis of mouse
cardiac K+ currents. As a result, there have been several
recent studies describing the mouse ventricular K
currents."-21

Despite the importance of understanding gender differ-
ences in cardiac rcpolarization for the interpretation of the
work done using transgenic mice, no attempts have been
made to determine whether there are sex-related differences
in the ionic or molecular basis of cardiac repolarization in
mouse heart. Accordingly, Ae main motivation for the

present study was to provide a comprehensive description of
the types, densides, and kinetics of voltage-gated K currents
that define the action potential in adult male and female
mouse ventricle. A combination of electrophysiological pro-
tocols together with ribonuclease (RNase) protection assays,
Western blot analysis, immunofluorescence, and confocal
imaging were used to characterize and compare the ionic and
molecular basis of the cardiac K currents present in adult
male and female mouse ventricle. Results presented in this
study clearly demonsû-ate that adult mice exhibit significant
gender differences in cardiac repolarizadon. Preliminary data
were recently reported in abstract form.22

Materials and Methods

Isolation of Ventricular Myocytes
Single ventricular myocytes were obtained from the right and left
epicardium of adult CD 1 mice of both sexes (2 to 3 months,
weighing 25 to 30 g). The enzymatic dispersion technique used in
these experiments has been previously described." We recorded K+
currents and action potentials finm the right and left ventricular
epicardium on the basis of preliminary data demonstrating no
interventricular differences in K+ current density and APD between
ventricular myocytes isolated from right and left epicardium in male
and female mice.
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Figure 1. Comparison of action potential in male and female
mouse ventricular myocytes. A, Typical examples of action
potential recorded from 2 different female ventricular myocytes.
Stimulus current was 1 ms, 0.7 nA, and frequency rate was 4
Hz. B, Typical example of action potential recording obtained
using the same conditions in male ventricular cell. C, Bar graphs
showing mean APD (±SEM) at 20%, 50%, and 90% repolariza-
tion in male and female mouse myocytes.

Electrophysiological Recordmgs
Whole-cell voltage and current-clamp recording methods and data
analysis were identical to those previously described." All experi-
meats were carried out at room temperature (20°C to 22°C) to
achieve a good voltage-clamp control. Details on the electrophysio-
logical protocols and myocytes isolation are available in the online
data supplement at http://www.circresaha.org.

RNase Protection Assay
An RNase protection assay was used to assess the mRNA levels of
Kvl.5, Kv4.2, Kv4.3, and Kir2.1 K+ channels in mouse ventricles
obtained from mice of both genders. Briefly, cDNA fragments used
to generate andsense RNA probes were synthesized and cloned by
reverse transcription-polymerase chain reaction. Transcriptiou was
carried out using the MAXIscript In Vitro transcription kit (Am-
bion). The RNase protection assays were performed using the RPA
Ill kit (Ambiou). The total RNA samples and Ae probes were
hybridized at 48°C overnight. Mouse p-actin was included in all
reactions as an internal control. The mRNA results were quantified
on a Bio-Rad Phosphorlmager.

Western Blot, Immunofluorescence, and
Confocal Microscopy
Western blot analyses were performed on male and female mouse
ventricles using standard techniques as described in the online
supplement. Immunofluorescence analysis was carried out on ven-
tricular myocytes isolated from mice of both genders (3 mice/group)
using the protocol described in details iu the online data supplement.

Statistics
Results are expressed as mean±SEM. An unpaired Student t test was
used to compare the differences in mean values. If probability value
were <0.05, the results were considered statistically significant.

An expanded Materials and Methods section can be found in the
online data supplement available at http://www.circresaha.org.

Results

Action Potential Duration
Current-clamp experiments at different stimulation frequen-
cies (0.1 to 4 Hz) revealed significant changes in APD
between both genders. Figure 1 shows typical examples of
acdon potentials recorded at 4 Hz in adult female (Figure 1A)

and male CPigure 1B) ventricular myocytes. Figure 1A
illustrates two examples of action potentials recorded from
myocytes dissociated from two different female mice. These
recordings show the range in duration of the action potentials
in the female group. The action potentials were significantly
longer in female myocytes compared with theu- male counter-
parts as illustrated by the example m Figure IB. Mean APD
from 18 cells in both groups obtained in 15 female and 14 male
inice are summarized m Figure 1C. These bar graphs compare
the APD recorded m male and female cells measured at 20%
(APD,o), 50% (APD^o), and 90% (AFDgy) of the repolarizadon.
APDîo (male, 2.7±0.2 ms, versus female, 4.2±0.4 ms), APDso
(male, 4.4±0.3 ms, versus female, 9.2±1.3 ms), and APD»
(male, 14.8±1 ms, versus female, 22.7±2.1 ms) were all
significantly longer in the female group compared with the
males (/><0.01).

Comparison of K+ Currents in Male and Female
Mouse Ventricular Myocytes
In the adult mouse ventricle, several K+ currents are respon-
sible for cardiac repolarization. These include the inward
recdfier K+ current (7xi), the Ca2+-independent transient
outward K+ current (/io), the ultrarapid delayed recdfier K+
current (/Kur), and the steady-state K+ current (I^. Xu et al19
have recently characterized the outward K+ currents in mouse
ventricle. They reported the presence of four distinct mouse
ventricular K+ currents. A current sensitive to low-
concentration 4-aminopyridine (4-AP) (la.siow), a tetraethyl-
ammonium-sensitive noninactivating current (7J, and a tran-
sient outward current that comprises a fast and a slow
component (/uj and 7,o,s). /u,s was reported to be found
exclusively in cells originadng from the septum.19 In the
present study, the current designated 4o corresponds to Jio.f-
The steady-state component is referred to as /», and Zitur
corresponds to the 4-AP-sensidve component of 1^.^ re-
ported by Xu et al.19 Given that the 4-AP-sensitive current
present in human atrium and mouse ventricle results from the
expression of the same K channel isoform (Kvl.5),21'23 we
chose to keep the same nomenclature as the one used with
human atrium and designated this current /Kur.

To explore the possible ionic basis accoundng for the
differences in APD noticed between the two genders, mac-
roscopic K cuirents were recorded from freshly isolated
ventiicular myocytes using the whole-cell patch-clamp tech-
nique in the voltage-clamp configuration. Figure 2A illus-
trates typical examples of a family of total K+ currents in
male and female venti^cular myocytes. All current amplitudes
were normalized to the cell capacitance and expressed as
densities (pA/pF). Cell membrane capacitances of ventncular
myocytes isolated from male (84.0±2.4 pF, n=30) and
female (84.7±2.5 pF, n=30) animals were indistinguishable.

Inward Rectifier K+ Carrent: ZKI
To evaluate the role of /KI in the gender difference seen in
ventricular APD, we compared both the resdng membrane
potential and the current density of/Ki in males and females.
The resting membrane potentials were identical between male
and female ventricular myocytes (male, —73.6±1 mV,
n=30; female, -73.0±1 mV, n=30). Consistent with these
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Figure 2. Comparison of /peak and of the K+ current after inacti-
vation of /to in male and female mouse ventricular myocytes. A,
Superimposed current records of total K+ current activated by
voltage protocol shown in inset, in male and female mouse ven-
tricular myocytes. B, Mean /-V relationships for /peak obtained in
male (•) and female (o) cells. C, Family of K+ currents in male
and female myocytes obtained from the same celts as those in
panel A, but voltage-clamp steps were each preceded by an
inactivating prepulse, 100 ms at -40 mV (protocol shown in
inset). D, /-V relationships for the K+ current after Ao has been
removed by the inactivating protocol in male (•) and female (o)
myocytes.

data were the results of voltage-clamp experiments, which
showed that the superimposed inward current ttaces corre-
spending to /KI were similar between male and female
ventricular myocytes (Figure 2A). The mean /-V relation-
ships for /KI were detennined and compared between both
groups in Figure 2B. /KI was measured at —110 mV and its
density did not differ between males (—14.4±1.5 pA/pF,
n=32) and females (-14.6±1.3 pA/pF, n=34) (P=NS).
Depolarizing voltage steps in the range —80 to —40 mV
produced very small outward current. For /KI, this small
outward current is critical for the late repolarization phase of
the action potential. Values measured at —60 mV that
correspond to the maximum outward component for ZKI were
not different between male (0.8±0.2 pA7pF) and female
(0.8 ±0.14 pA/pF) mice. These results demonstrate that the
longer APD in female mice is not due to gender differences
in the density of either the inward or outward portions of ZKI-

Outward K Currents
The peak outward /-V relationships for the two genders show
that the outward K+ current was significandy smaller in the
female group ÇFigure 2B). Over a broad range of voltages
(from -10 to +50 mV), the density of Iy^ was significandy

smaller in female compared with male ventricular myocytes.
For instance, the mean current densities of the peak outward
current measured at +30 mV were 58.9±2.9 pA/pF (n=34)
in females and 66.6±3.3 pA/pF (n=32) in males (P<0.01).
These data were obtained from 16 male and 20 female mice.

The outward K ciirrents in adult mouse epicardial myocytes
consist of three disdnct components (Zio, 1^^, and /J, based on
their different time and voltage dependence, and different
sensitivities to pharmacological agents.n-19'20 To detennine
whether one or more of these currents exhibited gender
difference, a combination of pharmacological and voltage-
clamp protocols was used to separate the three components of
outward K+ current in these myocytes. Current recordings
presented in Figure 2C show that after Zu has been removed
by an inactivating protocol (100 ms at -40 mV), the
remaining outward K currents were significantly larger in
the male compared with the female ventricular myocytes.
This is also illustrated in Figure 2D, which compares the
corresponding Z-V plot for the peak current (+30 mV, males,
51.3±3.7 pA/pF [n=32]; females, 35.1±2.0 pA/pF [n=34],
/'<0.001).

Transient Outward K Current: /io
To investigate the possible role of I,y in lengthening the
female mouse action potential, we compared the density of7,o
in male and female cells. Figure 3A shows that /n obtained by
subtracting the pairs of currents (with and without the
inactivating prepulse) was idendcal in male and female
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Figure 3. Transient outward K+ current (/,o; A and B) and the
4-AP-resistant current denoted as steady-state K+ current (Isa; C
and D). A, Family of K+ currents in male and female myocytes
by subtracting corresponding current records with (Figure 2C)
and without (Figure 2A) the inactivating prepulse. B, Mean /-V
relationships for /io obtained in male (•) and female (o) ventricles.
C, Family of currents after application of 200 /xmol/L 4-AP in
male and female ventricular myocytes using inactivating pre-
pulse voltage-clamp protocol shown in inset. D, Mean /-V rela-
tionships for /ss in male (•) and female (o) myocytes.
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Figure 4. Ultrarapid delayed rectifier K+ current (/Kur) and action
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/Kur in male (•) and female (o) myocytes. C and D, Typical exam-
pies of action potentials recorded in male and female ventricular
myocytes under control conditions (CTL) and with 50 ^mol/L
4-AP. Dashed lines correspond to 0-mV level.

ventricular myocytes. This was confirmed on 32 male and 34
female cells isolated from 16 male and 20 female mice. The
7-V relationships for 7,0 (Figure 3B) clearly show that the
density of /u was similar between males (at +30 mV,
28.9±2.2 pA/pF) and females (at +30 mV, 23.6±1.7 pA/pF,
P=NS).

ssSteady-State Outward K+ Current: 1^
In mouse ventricular myocytes, there is a steady-state K
current, /;„ which is distincdy different from either /,„ or /K»r
and which is not affected by concentrations of 4-AP (200
^.mol/L) that completely block ZKur-11 Thus, combining the
inactivating protocol with the use of 4-AP that selecdvely
blocks /Kur, we compared the magnitude of 1^ between male
and female mouse ventricular myocytes (Figure 3C). As
already mendoaed, in the absence of 4-AP the prepulse
abolished the I» component. The waveform in the presence of
4-AP consisted of a slowly activating, very slowly inactivat-
ing component, /„ (Figure 3C). The /-V relationships for Is,
(Figure 3D) indicate that the density of /„ is similar in male
and female ventricular myocytes (at +30 mV, male,
12.4±1.0 pA/pF [n=22], and female, 10.6±0.8 pA/pF
[n=19],P=NS).

Ultrarapid Delayed Rectifier K+ Current: Jxnr
The family of superimposed current records presented in
Figure 4 corresponds to the 4-AP-sensidve current, /Kun in
male and female ventricular myocytes. These cun-ent traces

were obtained by subtracdon of the corresponding current
records before (Figure 2C) and after application of 4-AP
(Figure 3C). The 4-AP-sensitive current (/Kur) was signifi-
cantly smaller in female myocytes compared with males
(Figure 4A). Pooled data in Figure 4B, plotted as /-V
relationships, show that Z^m in cells from female animals was
significantly smaller than that in male myocytes over a broad
range of membrane voltages (from —30 to +50 mV). In the
female group, the current density of /Kur measured at +30 mV
was 20.9± 1.7 pA/pF (n=19) compared with 33.2±2.9 pA/pF
(n=22) (P<0.001) in the male cells. This lower current
density (37%) was specific to I^sr because the density of the
three additional K+ currents examined in these cells did not
differ between males and females. Figures 4C and 4D show
the applicadon of low concenu-ation of 4-AP that selectively
blocks /Kur, on APD in male and female ventncular myocytes.
In the presence of 4-AP, the APDs recorded in males were
markedly lengthened and no longer different from those
measured in female mouse ventricular myocytes.

Voltage Dependence of Steady-State
Inactivation of /Kur
Figures 5A and 5B compare the voltage dependence of
steady-state inactivation of 7Kur iD male and female ventricular
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Figure 5. Steady-state inactivation and reactivation of /KU- in male
and female ventricular myocytes. A, Family of currents showing
voltage dependence of steady-state inactivation for /Kir in male and
female cells. B, Graph comparing vottage dependence of steady-
state inactivation for /Kur in males (•) and females (o). Smooth
curves are best-fit Boltzmann functions. ///majc indicates normalized
current to the maximal amplitude of the current. C, Superimposed
current records showing time-course recovery from inactivation of
/KUT in male and female cells. D, Graph showing reactivation of /Kur
in male (•) and female (o) cells. P2/P1 is the ratio of test pulse cur-
rent/prepulse current amplitudes. Smooth lines are best-fit expo-
nential functions.
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Figure 6. Comparison of Na+ and Ca2+ currents in male and
female mouse ventricular myocytes. A, Superimposed current
records of /Na in male and female obtained from the protocol
shown in inset. B, Mean /-V relationships of /Na in males (•) and
females (o). G| Superimposed current records of /ca-L obtained
from protocol shown in inset in male and female ventricular
myocytes. D, Mean /-V relationships of /ca-L in male (•) and
female (o) cells.

cells. Figures 5B presents the Boltzmann function fitted to the
data from 15 male and 6 female myocytes. In male cells. Via
was —44.7±1 mV compared with —47.6±2.7 mV for the
female group. The slope factor was 5.5±0.3 mV for the male
and 5.4±0.7 mV for the female group. No significant gender
difference was found in the steady-state inactivation of I^rir'

Recovery From Steady-State Inactivation of /Kur
Figures 5C and 5D summarize recovery from inacdvation of
/Kur in male and female mouse ventricular myocytes. Single
exponential equadons were fit to these data with dme
constants at -80 mV of289.6±71 ms in the males compared
with 312.7±31 ms m the female group (P=NS). These data
indicate that /Kur recovered fi-om inactivadon at a similar rate
in both genders.

Inward Currents: /Na and ^ca-L
Although the main focus of this study was to compare
ventricular repolarization between male and female mice, we
also examined whether there are gender-based differences in
the inward currents, 1^ and /ca-L. Current traces of 1^ in
ventricular myocytes of both genders are presented in Figure
6A. No significant difference in the peak density of /N» was
observed between the two groups (at —50 mV, male,
-27.4±2.4 pA/pF [n=7], and female, -28.2±5.8 pA/pF,
[n=9], P=NS). Superimposed current traces of/ca-L obtained
from male and female ventricular myocytes are presented in
Figure 6C. Mean /-V relationships for /C.-L are presented in
Figure 6D. The peak current density of Za-L was not signifi-
cantly different between male and female cells (at 0 mV,
-9.96±0.9 pA/pF [n=9] and -8.71±1.3 pA/pF [n=9],
respectively, P=NS).

mRNA Expression of Different K+ Channels in
Mouse Ventricle
To establish whether the reduction of 1^» reflects a lower
expression of Kv 1.5 mRNA in female ventricle, we analyzed

mRNA expression of selected K channels with RNase
protecdon assay using RNA harvested from the intact ventri-
de of male and female mice. The K+ channels examined
included Kvl.5 (coding for 4ur),21'23 Kv4.2, Kv4.3 (both
underlying /B,),12.1S-24-26 and Kir2.1 (corresponding to /Ki).27
Whereas the transcript levels of Kv4.2, Kv4.3, and Ku-2.1
showed no significant difference, there was a significantly
lower expression (36%, P=0.01) ofKvl.5 in the ventricles of
female mice relative to the males (Figures 7A and 7B). These
mRNA data confirm our electi-ophysiological data showing
that only /Kur was decreased in female mouse ven&icular
myocytes compared with their male counterparts. Results
were repeated using at least four mice in each group. During
the course of a separate study on FVB/N mice, a similar
difference in Kv 1.5 inRNA levels was also noted (40% lower
in female venù-icle, P= 0.03). Also in line with the cunent
study, no sex-related differences were found in the message
levels for the other K+ channels studied in this genetic strain
of mice.

Protein Expression of K+ Channels and
Immunolocalization of Kvl.5 in Mouse Ventricle
Experiments were undertaken to determine the protein level
expression of Kv 1.5 as well as that of the other K channels,
Kv4.2, Kv4.3, and Kir2.1, in male and female ventricular
myocytes. Barry et al12 have shown that a 4-AP-resistant,
slowly inacdvating K+ cim-ent is encoded by Kv2.1 in mouse
heart. Therefore, in addition to the other K channels smdied,
we also examined the protein expression of Kv2.1. Western
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Figure 7. Comparison of different K+ channels expression in
male and female mouse ventricle. A, Bar graphs comparing rela-
tive abundance of Kv1.5, Kv4.2, Kv4.3, and Kir2.1 mRNA tran-
scripts in male and female mice, determined by RNase protec-
tion assay. Values were normalized to p-actin signal. Relative
abundance was calculated with value from male mice as a ref-
erence of 100%. B, Representative autoradiographs of mRNA
levels for 4 K+ channel isoforms measured in 2 male and 2
female RNA samples (2.5 ^g of total RNA/sample). Yeast repre-
sents negative control (yeast total RNKj. C, Western blot analy-
sis of Kv1.5, Kv4.2, Kv4.3, Kir2.1, and Kv2.1 on proteins (100
p,g/1ane) isolated from male and female mouse ventricle. Frac-
tions were separated on 1 0% SDS-PAGE and incubated with
different K+ channels antibodies. Equal protein loading was con-
firmed by Ponceau S-stained membranes. Results were
repeated using 3 mice from each group.
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Figure 8. Detection and localization by immuno-
fluorescent labeling of Kv1.5 in male and female
mouse ventricular myocytes. A, Bottom, Isolated
cells from both sexes were stained by exposure
to primary antibody and then to TRITC-
conjugated donkey anti-rabbit secondary anti-
body. Red fluorescent staining indicates presence
of Kv1.5 in male and female myocytes. Left pan-
els show corresponding phase images. Top, Neg-
ative controls (without primary antibody) showing
a signal that is not different from background in
both genders. B, Same cells as those seen on
panel A (bottom) in male and female cells at a
higher magnitude. C, Bar graphs showing that
relative fluorescence intensity of Kv1 .5 was 37%
lower in female than in male ventricular myocytes.
Individual measures of relative intensity of the K+
channel Kv1.5 were taken on 5 different sites
above the plasma membrane of 10 male and 10
female ventricular myocytes. These values were
obtained with the laser scanning microscopy
examiner software using an indicator that rec-
orded fluorescence intensity on a specific point of
the cell surface.
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blot analysis revealed that the protein expression level of
Kv2.1, Kv4.2, Kv4.3, and Kir2.1 was similar between male
and female ventricle, confirming our electrophysiological
data, which show no gender difference in their corresponding
K+ currents in mouse ventricular myocytes (Figure 7C).
However, for Kv 1.5, there was a significantly lower protein
expression in female mouse ventricle as compared with male
ventricle ÇFigure 7C). Moreover, immunolocalization of
Kvl.5 by confocal microscopy showed a significant differ-
ence in the expression of Kvl.5 proteins between male and
female myocytes (Figure SA). A reduction of 37% m the
relative fluorescence intensity of Kv 1.5 was observed on the
plasma membrane of female ventricular myocytes when
compared with their male counterparts (Figure 8C).

Discussion
In this study, we demonstrated that adult mice clearly exhibit
gender differences in cardiac repolarizadon. In females, a
lengthening of APD was accompanied by a significant and
specific lower expression of Kv 1.5 and of its corresponding
K+ current, /Kur, despite similarities in voltage dependence
and kinetics properties of this current in both genders. In
contrast, we did not detect any gender difference in the
additional K+ currents present in mouse ventricle or in the
expression level of their underlying K channel isoforms.

To add further evidence that the gender difference in action
potential is mediated by the difference in /Kur density, we
applied low concentrations of 4-AP to myocytes isolated
from male mice. The results show that block of 1^ in male
myocytes results in a dramatic prolongation of the action
potential (Figure 4C). Furthermore, APD equalized iu male
and female myocytes in the presence of 4-AP concentrations
that selectively eliininated 7^. In line with these results, we
and others have previously reported that addition of 4-AP at
concentrations selective for block of Z^, markedly prolonged
APD m ventricular myocytes isolated from male mice.11'20
Taken together, these observations provide strong evidence
that the gender differences in /Kur density underlie the ob-
served differences in acdoa potential waveforms presented in
Figure 1.

Relation to Previous Studies
The question of gender differences m cardiac repolarization is
important. However, to our knowledge, only a few publica-
tions have focused on that important issue. Of these, no
studies were performed using the mouse heart as an experi-
mental model. Most of the previous research on gender-
related differences m repolarization has been perfonned on
rabbits. Lia et al first reported that female rabbit hearts had a
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longer baseline and drug-induced changes in QT interval than
male hearts.28 In the same study, they found a small but
statistically significant difference for the rapidly activadng
delayed rectifier K+ current (/Kr) and for ZKI. For both
currents, the density was lower in females than in males. In
their study, Zicr currents were very atypical and activated at
very positive potentials (threshold activation around +10
mV). In addition, its current density was statistically different
only at test potentials positive to +30 mV where the
physiological relevance remains uncertain. With regard to /KI.
they noticed a reduction only in the outward component of /KI
in the females. In the present study, we did not notice any
significant differences in the current density of 1^ between
male and female mouse ventricles. These discrepancies may
be due to species differences and experimental conditions.
Consistent with our results, they did not observe any signif-
icant gender differences in /to.28 In a separate study, they
showed that despite a similar QT prolongation and K
channel block by 4-AP, the female rabbit hearts had a higher
incidence of torsades de pointe compared with males.29
However, they diJ not provide any explanation for these
results. Recently, Pham et al30 reported that the APD3o was
longer in papillary muscles of female than male rabbits but
not the APD90. They also found that the /Kr blacker dofetilide
induced greater APDço prolongation in females than males
whereas the Zgs blacker chromanol had no effect on APD.
These findings are interesting, but unfortunately the reladon-
ships between the APD and the K+ currents were not
examined. Using the rat as a model system, Leblanc et al31
have reported that the action potential configuradons, the /ca-L
as well as the three K currents present in rat ventricle (/K], I»,
and /„), were not different between male and female animals.
These results are consistent with our findings showing that
/ca.i. and the three K+ currents ZK,, /to, and /„ were not different
between both genders, whereas /Kur, which is absent from rat
ventricle, was significantly smaller in females.

Potential Role for Sex Steroid Hormones in These
Gender Differences
The mechanisms underlying gender-specific differences in
cardiac repolarizadon are still largely unknown. Hormonal
regulation of cardiac K+ channel gene expression may affect
basal electrical activity. The issue of the role of sex steroid
hormones in the reguladon of K+ channel expression is an
interesting question that has been the focus of previous
studies.30-32-36 However, the results of animal studies regard-
iug the electrophysiological effects of es&ogen or androgen
have been divergent, and it is not clear from previous data
whether sex steroid hormones consistendy alter cardiac
repolarizâdon.37-38

A major finding of this sûidy is that gender difference in
Kvl.5 K channel expression exists at the transcripdonal
level. The heart is a potendal target not only for estrogen but
also for androgen action given that both types of receptors are
present in this organ.39 Thus conceivably, androgen might be
a candidate factor that shortens the acdon potential in male by
upregulation of Kv 1.5 expression m ventricle. Alternatively,
estrogen might decrease the level of transcription and reduce
the expression level of Kv 1.5. Then again, both hormones

may potentially contribute to these gender-related
differences.

Clearly, additional experimental studies are required to
delineate the mechanism(s) of male-female differences in
cardiac repolarization. Ongoing studies in OUT laboratory are
aimed at exploring the role of sex steroid hormones on K+
channel gene expression. Given the observed difference in
APD between male and female mouse ventricles, a logical
extension of this work will also be to compare QT interval in
male and female mice.

Potential Significance
As the use of murine modeling of human heart diseases
increases, understanding sex-based differences in mouse
cardiac repolarization is cridcal. This work improves our
understanding of the fundamental mechanisms by which
gender differences m cardiac repolarization occur and en-
hances our awareness of gender difference in the control of
K+ channel gene expression. The importance of this study is
also that it validates the mouse model for further investiga-
dons of gender differences in cardiac electrophysiology.
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