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Reésumé

'V‘Il existe des différences entre les hommes et les femmes dans 1a' prépondérance de
certaines maladies cardiovasculaires. Plus particuliérement, au niveau électrophysiologique,
la durée de I’intervalle QT, indice de la repolarisa_tion'car_di‘aqtié, est différente entre les
hommes et les femmes. La valeur de ce paramétre est identique a ‘l’evnfahce entre les filles
et les gargons et raccourcit chez I’homme au mo‘r‘rieht devlz'i phberté. PluSieurs ‘études
- suggerent que les hormones ‘sex‘ue‘lles‘ auraient un role a jouef dans la modulation de
Iintervalle QT. Dans ce projet de maitrise, la fonction des cestrogénes sur Iactivité
électrique du mybcard_e_ "a été étudiée chez un modéle de ,souris ne poésédaﬁt pas de
réceptéur aux oestrogénes fonctionnel alpha (ERKOa) ou béta '_(VERVKOB). Plusieurs
paramétres caractérisant l’activité‘ électrique du ~coeur (jnt été étudiés, tels que
l’électrocardi(‘)gl“arrimek de surface en condition physiolbgique et en mode Langendorff
(absence de stimulation du systeme nerveux autonome) et les courants calciqt‘les’ de type L V
ventﬁculaires.‘L’ensemble de ces études n’a permis d’obtenir de diﬂ'érencesstatistiqterﬁent_
signiﬁcétives entré les souris ERKOa; ERKOp et leurs contrbles reSpeCtifs. En conclusibn,

’ les récepteurs aux oestrogénes alpha et béta ne semblent pas jouer un réle prédominant sur

 Iactivité électrique du myocarde ventriculaire de la souris en condition physiologique.

Mots-clés : Electrophysiologie, myocarde, oestrogéne, souris transgéniques, récepteurs

aux oestrogenes
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Abstract

- There are differeﬁces in the predominance of cardiovascular diseases between men.
and women. Particularly, at the electrophysiological level, the' QT interval, which
- correspo_r_lds to the length of the cardiac repolarisation, is similar during childhood between

boys and-girls and shortens for boys while at puberty. Different studies suggest that sexual
hormones could explain, in part, the modulation of QT interval. The pufpose of this project
is to identify the role of estrogen on the myocardium electrical activity in a model-lof
transgenic mouse lacking .of functional estrogen receptor alpha (ERKOa) and beta
(ERKOB). Different characteristic heart electrical parametérs have been extensively studied
| as the surface electrocardiogram in physiological conditions and in Langendorff (lacking of
' _autonomo_u_s-. system) as well as the L type calciﬁm currents. Overall, the results of this
study do not show any significant differences between the ERKOo, ERKOB and their
respective controls. In conclusion, estrogen receptors alpha and beta do nbt seem to be

implicated in the myocardium electrical activity in the mouse at physiological condition.

Keywords: Electrophysiology, myocardium, e'strogen, transgenic mouse, éstrogen receptor
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1 Introduction
1.1 (Estrogénes
1.1.1 Définition

1.1.1.1 Les 'h_ormones stéroidiennes

| Les cestrogénes sont des hormones sexuelles faisant partie de la grande faﬁﬁlle .d.es
hormones .stéro'idienncf,s. Cette famille d’hormones_'est'synthétisée a partjr du cholestérol. La
pré.sence de plusieurs cycles aromatiques confére une bonné liposolubilité aux ogstrogénes.
Cette propriété leur pérmet de traverser aisément la double cbuche de phospho.l.ipi-des

constituant la membrane cellulaire [1].

Les (Jestrégénes sont synthétisés par I’enzyme aromatase. Cette enzyme transforme.
le noyau des hormones androgéniques en un co’mpo'sé‘ aromatique et_plive par la s_uite' le
ﬁ_léthyl en position C19; Les oestrogenes péuvent étre présenfs sous trois formes. La forme
pfédomihante dans 1’organisme est le 1_7|3-oestradiol, ﬁiolécule obtenue par.transformation |
directe de la testostérone [2]_. Les oestrogenes sont aussi présehts séus la forme d’oestronq

(E1) et sous la forme de I’oestriol (E3.). (Figure 1-1)
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' Flgure 1-1: Synthese des hormones sexuelles

Les hormones sexuelles sont synthétisées & partir du cholestérol. La premiére hormone qu1
est synthétisée est la pregnénolone (C-21). Suivant un changement de conformation la
- progestérone (C-21) est obtenue. Griace a une modification, la testostérone (C-19) est
ensuite obtenue. Finalement, le 17-B-oestradiol, forme prédominante de 1’ oestrogene est
_synthétisé, suivant I’ aromatlsatlon de la testostérone par 1’aromatase. -

- La métabolisation des oestrogénes s’effectue via une réac_:tion d’hydroxylation [3].
- Les enzymes cytochromes P450 (CYP450) 1A et 1B sont responsables de cette réaction.

Les CYP450 peuilent effectuer plusieurs types dé. réactions- différentes, telles que la
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'métabolisa'tion du cycle aror_natiQue A ou du cyclc_ "arorflafique D, ou des _réactions de
sulfatation ou de glucoroﬁidation.' [’ensemble de c.es réacﬁ._ons' rhéne a la métabolisation du
corﬂposé. Cebendant; les produits de métébolisation oBtenus différeront selon ie type de
réaction de métaboiisatibn effectuée. Le 24hydroxyéstr6ne et le ._4.-hydr_oxyestrone .se.,ront..
obtenus pour une métabolisation du éycle .arc')mati__que A et le"16d_-_.hydroxyestrone"ét
* Ioestriol pour une métabolisation 'du_ cy.clc arom_atique. D.. Einalement, lla m__éjorité des
_produits obtenus des réactions de sulfatation et de glucoronidation _sero_flt' conjugués,

dégradés et éliminés de 1’organisme via I’urine ou la bile [2, 4].

1.1.1.2 Concentration physiologique des oestrogénes

- Les concentrations d’oestrogenes variéront, éh_ez la _femmé,"a‘l d¢s valeurs précises
“tout au long de sa vie..L_es oeétrogé_nes sont retrouvés a uhe concéntrat_ion moyenne de 100 
g/mL chez la femme adulte loré de la phase folliculaire, a une concéntratibn moyenne de
187-804 pg/mL lors de la phase luteale et de 95- 580 pg/mL lors de la phase folliculaire. Les - .
oestrogénes atteindront’ une concentration moyenne de 600 pg/mL lors de la phase
_ o_vulatoire et de 20000 pg/mL lors dé la grossesse. Cés niveaux 'redés_cen_dront a des yaleurs_

similaires 2 celles retrouvées chez I’homme, lors de la ménopause, sloit de 5-20 pg/mL [2].

1.1.2 Producﬁtjn

Les  oestrogénes sont majoritairement produits. dans des organes reliés a la
~ reproduction, cependant, les réponses-engendrées par ces hormones sont loin de se limiter

uniquement au systéme reproducteur. Chez la femme, les oestrogénes sont majoritairement
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:pro‘duits par“les‘ ovaires [5]:, lors de la,fo.nhatioﬂ du cotps. jaune et par le placenta. Chez .
I’homme, les oeStrogénes 30qf vmajv(.)rivtairementA pfoduits par les testicules. Outre ceé sites de
f prodﬁctioxi féliés au systeme reprdducteur, les mstrogénés sont aussi‘sécrétés de Afagon

" moins importante par les glandes surrénales et les tissus adipeux.
1.1.3 Récepteurs aux oestrogénes

1.1.3.1 La famille des récepteurs nucléaires stéroidiens

Les récepteurs nucléaires agissent comme des facteurs de transcription, ¢’est-a-dire
vqu’ilsv ont 1a cﬁpacité d’activer ditectemént la transcripiion de genes ciblés suivant leur
activation par la liaison du ligahd.[6]. I1 existe plusieurs groupes de récepteurs nucléaires,
tels que‘l‘es: récepteurs aux hormohes thyroi'ﬂicnnés, Iés récepteﬁrs de l’aqide rétinoffque, le.
réceptgurﬁ‘ﬁ ia vﬁamine D et les récépteurs aux hormones stéroidiennes. Les récébteurs aux
~ oestrogénes appartiennent au groupe des récepteurs ‘aux hormones stérofdiemes (SHR).
D’aufres tamilles de fécepteufs sont classées dans ce grqube tels que les récepteurs aux
“ glucocorticoides, vlves récepteurs aux minéralocorticoides, les récepteu,rsv a la progestérone et
les. récept‘eurs aux andfégénes [7]. Une grandev‘ simiiarifé phylogénétique (évolution et
parenté des genes) et structﬁfale carac;féﬁse ’ensemble des récepteurs aux hormones |

stéroidiennes (Figure 1-2).
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Flgure 1-2: Analyse phylogenethue et allgnement dela sequence des acides aminés
~des récepteurs aux hormones stéroidiennes :

I1 existe une grande homologie de séquences et un niveau de conservation élevé entre les .
récepteurs appartenant a la famille des récepteurs stéroidiens. La séquence de droite -
~correspond a la portion du géne essentielle pour la locallsatlon et la liaison des récepteurs
‘SHR ala membrane Adapté de [7]

1.1.3.2 Les isoformes du,récepfeur aux oeStrogenes

‘Deux isoforﬁiés du réceptéur nucléaire aux oestregéhes,, sont._ connusa ce jour, soit le
récepteur alpha (5’957 acides ,amrinés) etle récepteur béta (485 akci'd'es aminés) [8] Chacun de ,
ces récepteurs est exprimé par ﬁn géne distinct 7[9-1 1]; Les,deuxjise‘fonnes ‘du récepteur ont
de grende similarité structurale et sont constitués de six domeines (A-F).'Checun'de rces |

' rdomrames possede des propnetes dlstmctes et essentielles a I’ actlvatlon du récepteur et ala

: transcnptlon de genes cibles (Flgure 1 3)
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Les .(-iomaines A et B sont ‘localisés‘ dans la portion N-t_enﬁinale du récepteur. Ces -
_domainés sont péu conser’vés'en'trel I’isoforme glpha et béta. IIs contiennent le dorﬁaine AF-
U, respons%if)le de I’activation transériptionhelle indépendante constitutive du ligand [8, 9].
‘Le ddm%ﬁne C.présente 95% d;‘homologie de séquences éntre les deux isoforrﬁés du
récepteur, faisant de cette portion, celle étant 1a plus conservée [5, 9, 12,V 13]. Ce domaine

'ést caractérisé pér 15 présenée d’uﬁ doigt de zinc (motif impliqué dans la formation de .
‘séquences liant l’ADN). Le doigt de‘zinc permet de lier avec spéciﬁéité et héute affinité .le.s_

éléments de réponses aux oestrogenes (ERE)..

AFlgure 1-3 : Domaines présents dans le récepteur alpha et beta

Les deux recepteurs sont constitués de six domaines, soit une portion N-termmale (A/B), un
domaine de liaison a I’ADN et de dimérisation (C), un domaine facilitant la localisation
nucléaire (D), un domaine pour la liaison du ligand (E) et un domaine influengant 1’activité

co-régulatrice (F). Ces domaines possedent un niveau de conservation variable entre les
deux isoformes du récepteur propre a chaque région. Adapté de [14] '
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' Les ERE sont des séquences de 'palin_drome_,s_-_ __c‘ompos“és de 13 pairés de bases_ |
| (GGTCA@nTGACC) dont une portion centrale éét variaBle. Lé corﬁpdsition de la portion
vari.able influencera ‘le type de coactivateurs qui .seror.lt recrutés pour .interagir avec ‘le
Co_mpl.exefligan'd-récepteur [15]. Les coaétivafeurs s.o.nt _poﬁf la plupaﬁ des prdtéines.
d’environ 160 kDa, telles que SRCI, TIF2/GRIP1; CBP/§300 [12, 13, 16]. Le domaine D .
posséde 55% d’homologie entre les deux i.sofo_fmes du récept.el_lr [13]. 11 esf responséble de
‘1a localisation nucléaire du compléxé ligand-récepteur. Le domaine E 'c_onti_ent ﬁn_e portion
.AF-Z,'-.résponsable de I’activation transcriptionnelle dépendante du ligand [13, 14].e_t- est

.responsable de 1a liaison du récepteur avec le ligand. Fi_nélerﬁent, le domaine F , conservé a

seulement 18% entre les deux isoformés du récépteuf, inﬂuenc_e activité co-régulatricc

(Figure 1-4) et la dimérisation du récepteur [8].

I—p mHNA

‘ATarQét_gé_Q?v,

Figure 1-4: Mécanisme moléculaire relié a I’action du récepteur aux oestrogénes.

Suivant ’activation du récepteur (ER) par le ligand (E) le complexe dimérise et transloque
au noyau et se lie aux- éléments de réponse aux oestrogénes (ERE). Les coactivateurs
(CBP/p300 ‘et SRC-1) favorisent cette interaction. Les facteurs de transcription (TF)
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peuvent ensuite étre recrutes se lient a leurs promoteurs (TBP, TATA) et activent la
transcrlptlon de genes 01bles par I’ARN polymeérase. Adapte de [17]

1.1.3.3 Modes d’activation des récepteurs nucléaires aux oestrogénes.

Sﬁivant la liaison '.d_e- leur ligand, les récepteurs aux oestrogénes se dimérisent
(homodimeére ou hétérodiméfe). Le .changement- de conformation amené par la'liais.on du_' .
ligand permet le récrute’m‘ént des coactivateurs. Ces derniers fa\}orisent la liaison auk_
- éléﬁents de réponse ciblés aﬁx oestrogenes (ERE), localisés dans la région 'promotrice cie
certains genes tels que le géne du facteur natriurétique étrial (ANF) ou le géne de la

synthétase nitrique oxydative endotheliale (eNOS) [9].

La tfanscriptioﬁ d’un gene en particulier est-déterminée par la séquence de la.
poﬁion variable des ERE. Il existe ﬁne grand.e variété dé séquences variables ce qui rend.
possible la stimulatidn de la transcription d’une ._-gfa_nde variété de _génes [15]. La
transcription des génes est un pro?:es_éus qui néceésite‘nonnaleme.nt un délai de quelques

- heures et peut étre engendrée par trois mécanismes distincts (Figure 1-5) [18] :

1. Meécanisme d’action classique : suivant la _liai-s'o_l-{ avec le ligand, le .récepteur Se
dimérise‘ et transloque au noyau. Il se lie a la séquence ERE favorisant la
transcﬁption de genes cibles [9, 18]. |

2. Mécanisme d’action génomique indépéndant des ERE : le comple);e oestrogéne-
"_récep‘teur se lie a une autré séquen;:e dans.le noyau, par exemple 1’activateur

- protéique AP-1, favorisant la transcription d’une autre série de géhes ciblés. Le tiers
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dés' geénes régulés par le récepteur aux oest_r_(')génes"né contient pas lé séqli_ence
compléte ERE, r_néis plut6t des _f_raction_s dé ;:ette defniéfe [9, 18]."
3. Mécariié_me d’action’ génomique- iﬁdépendant dés'mstrogénes: le récépteur aux
oestrogenes -est activé par un ligand autre que les (;estrogenes ‘par exemple un .
facteur de - croissance. Le recepteur. actlve se lie aux’ ERE et enclenche la

trar_iscription de genes cibles [9, 18].

| proteinkinase } .
cascades f

L protain.
msmdax

Figure 1-5: Mecamsme d’action’ genomlque de l’oestrogene. :

Il existe trois mécanismes d’ action des cestrogénes qui résultent en la transcrlptlon de génes
cibles. Le mécanisme classique (1) ou les cestrogénes se lient au récepteur, transloquent au
noyau et lient le ERE. Le deuxiéme mécanisme d’action est génomique et indépendant des
ERE (2). 1l enclenche la transcription d’une série de génes qui ne sont pas sous le controle
des ERE. Le troisiéme mécanisme d’action est génomique et indépendant de la présence
- des cestrogénes (3). Suivant I’activation du récepteur des facteurs de croissance une cascade
de protéines kinases est enclenchée ce qui permet 1’activation du récepteur aux oestrogenes -
et la transcription de génes sous le controle des ERE. Le quatriéme mécanisme d’action est
non genomlque et implique 1’ activation -d’un récepteur aux -oestrogenes a la membrane



-18 -

'cytoplasmique. ‘Abbréviations (ER : Estrogen Receptor, eNOS : éndothclial nitric oxide synthase, TF:
transcription factor, GF : growth factor, GF-R : growth factor receptor) Adapté de [18]

1.1.3.4 Le récepteur membr_anaire aux oestrogénes et son mécanisme d’action
Un troisiéme récepteur aux oestrogénes a €té identifié¢ dans les 'der_niére's.années
[19]. 11 est localisé 2 1a rn_er.ﬁbranevplasmique éo_mparativement aux deux autres isoformes
du récepteur qui sont localisées au noyau. Ce récepteur ne fait pas partie de la famille des.
facteurs de transcription activés par un ligand mais plutdt de ia_ grande famille des
récepteurs éouplés aux protéines G. Il est dénommé GPR30 est co'nsﬁtué de sept domaines

transmembranaires et est coupl€ a une protéine G.

Le mode d’action des récepteurs aux pfotéines_ G différe grandement de celui des

- facteurs de tfanscﬁption. Leur stimulation n’active pas directement des geénes mais plutét le
recrutement de sous-unités qui engendrent certaines cascades précises de seconds
~ messagers et des protéines kinases. 'L’acti.vation de_récepfeur membranaire .serait associée a
des actions quasi immédiates compafativement aux rééepteurs nucléaires qui nécessitent
plusi.eurs heures avant que les gohséquences de la transcription de leurs genes se traduisent

paf un effet physiologique.

Quoiqﬁ’il en soit, le mécanisme d’action du récepteur membranaire GPR30 reste
encore a élucider. Des conséquences.van'ées sont engendrées selqn le typé de squs-unité
' recrutéé par 1e récepteur aux protéines G. Certains trgvaux suggerent que le recrutement de
la sous-unité alphé .per.mettrait d’engendrér I’activation de l’adénylaté cyClase‘. et la

pr_oductidn d’AMPc [9, 18, 20]. Un autre mécani_smé d’action possible impliquerait cette
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fois-ci le recrutement des sous-unités béta et | gamma et entrainerait .la_ syntheése et la relache
du facteur endqthelial de éroiésance' (EGF). L’_acti\;ation_ dé_la Soﬁs-unité'béta ef gamma est
auséi impliqu'é-vdans. la fnodulation_ des canaﬁx'potéséiqueé Kir3 [21] [22] Le ligand EGF est
essentiel a I’activation du rééep_feur EGF impliqué da_né ‘les_pﬁér.lvo';riélnes _ ['20, 23]_. (Fi“gure‘_

1-6)

e . ' el

CECH

A
{
[

@ 4

i
‘]
3
=
=1
I3
]

.Figure 1-6 : Mécanisme d’action du GPR30

.Comparativement aux récepteurs ERa et ERP, le récepteur GPR30 est impliqué dans .
“ 1’action non génomique des oestrogénes. Ce mécanisme d’action produit des conséquences
physiologiques beaucoup plus rapidement que I’ activation génomique du récepteur. Son-
mécanisme d’action n’est pas encore complétement élucidé mais plusieurs évidences
suggérent que suivant la liaison de I’estrogéne au GPR30, I’adénylate cyclase et la
métalloprotéase matricielle sont activées. Cette activation améne 1’augmentation d’AMPc
‘et le clivage et la relaiche du HB-EGF. Ce dernier se lie au recepteur EGF et favorise la.
survenue de certains événements. Adapté de [23] :

1.1.4 Distribution des récepteurs aux oestrogenes _‘

' Les récepteurs aux oestrogénes sont présents dans une multitude de tissus et organes
~ ce qui témoigne bien de la grande diversité -de leurs actions. _Cependaht, le patron de
distribution différe énormément entre les deux récepteurs ce qui suggére qu’ils n’exercent

pas les mémes fonctions [24]. Les récepteurs aux oestrogénes sont trés présents au niveau



‘du systéme reproducteur rﬁﬁle/femélle quc.)iqu’iIAs n’y soient pas exprimés uniformément. -

L’isoforme alphé est maJ:Oritairerrient _exprimée dans 'utérus, le stroma de I.a‘ prostate et
~ dans Vl’épi‘tvh:élium et le stroma mammaire. L’isoforme béta, quant a elle, est exprimée
fnajori.tairément dans les cellu’lés granuleuses des ovaires et dans 1’_épithéliumvde_1a
proétate. .La différgnce dans les patrons dé distribution du récepteur explique que les deux

isoformes sont impliqués dans la régulation de processus physiologiques distincts.

Outre le systéme reproducteur, les récepteurs alpha sont aussi retrouvés dans les os
[25], le cerveau, le- thymus, le foie et dans le myocafde. Le récéptéur béta est~plut6i :
retrouvé dans les ganglions sympathiques, le cdlon, le myocarde, la rﬁqelle osseuse, le

systAéme osseux et les tissus adipeux [8, ‘1’7, 26-29].

- Le récepteur GPR30 présente lui aussi un patron de distribution qui lui est propre. Il
est treés pi'ésent dans le tissu mammaire o il aurait une implication dans la progression de
~ certains cancers du sein [30]. Ce récepfcur est aussi largement distribué dans le systéeme

nerveux central ol ces implications sont potentiellement multiples [31].
1.1.5 Roles des récepteurs aux oestrogénes

1.1.5.1 Reproduction

Les récepteurs aux oestrogénes sont trés impliqués dans le systéme reproducteur.
- L’isoforme alpha y exerce toutefois un réle prédominant [5, 26, 32, 33]. Chez la femme,
~son activation amene I’augmentation du poids de 1’utérus [5], la prolifération des cellules

. épithéliales et Iinduction de génes [34]. Le récepteur alpha serait aussi impliqué dans la
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maturation et le dévéloppement des glandes mammaires et dans la rétro-inhibition du géne
de la sous-unit¢ B de :I’hormone . luthéinisante (LHB) suivant la production de

gonadotropines [34]. L’isoforme béta exerce un réle moins crucial sur la reproduction.

Bien que leé oestrogeénes soient .en concentra.ltlions -plus impénéntés éhez la femin_e |
que chez l’homme; ces hormones_ sont .aussi impliqi_lées_dans .divers processus de la
rgpro'duction masculine [10]. L’isoforme alpha est ésséntiellé ala forma_tion_' des tubes
'séminiféres, ala maturit_é des épermatozoides et aux 'comportementé séxﬂels favorisant la |

reproduction [14, 26].

1.1.5.2 Cardiovasculaire

Selon un nombre important d’études, les cestrogénes exercéraient_ un role protectguf
.sur le -syétéme cardiovasculaire [9., 17, 35-38]. Toutefois, le mécanisme__ exact de cette _
| cardioprotection reste encore a éfre éiucidé avec plgs de certitude [9, 39]. Les travaux de
différentes équipes de recherche permettent cependanf' d’en.vi._sage'r'__plu.:sv _clairemenf
certaines pistes. Il est én'eff.e:t suggére que cette protection serait a la fois au niveaﬁ
_vasculaire et cardiaque mais serait prioritairemént enclenchée_-lor'_s'du dévelopbémeht de
pathologies tels que l’athérosclérose oﬁ l’infarctﬁs du myo.carde. [9]. De plus, il semblerait
que dépendéminent du contexté, ﬁneisoforme particuliére du fécept_eﬁr .'se:rai't re'sponsabler |
de médier la cardic_)prot.ecl'tio_n. En effet, certaines études afﬁfmenf que le récepteur élpﬁa
‘exercerait un effét protecteur prédominant lors de la vasodilatation des p_etités artéres [40],
de la perectioﬁ Ae la taiile de la cicatrice suivant un_inféfctu_s dﬁ '_r'nyocarlc_i.e [4-1, 42], de la

régulation des niveaux de LDL. (low density liopprotein) et contre le développement de
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T’obésité -[43]. D’autres études afﬁrmenf _ﬁue I’isoforme béta du récepteur serait plutot -
fesponsable de rriédier la éurvié et la .protection suivant un infarctus du myocarde chroniq’ue
- [44] ét d"é):(ercer la protection éohtre le -développement de I’hypertrophie du ventricule
o éauché [4.5-47] en situation d’ischémie-reperfusion.[48] ’et. au niveau vasculaire t49]; Dans
certaines situations, il semblerait méme que les deux'récep.teur_s e);efcent avec la méme

' 'importance cet effet cardioprotecteur. A cet effet, certains groupes ont démontré que lors de .
I'infarctus du myocarde, les déux isoformes dﬁ récepteur exerceraient cette protection avec
la rﬁéme importance [48] et il en serait de méme lors de la protection vasculaire suivant une
: .bless_ure impos_ée aux vaisseaux [36, 50, 51],. Les oe_st;ogénes exerceraient aussi une
cardioprotection indirecte via ' I;augrnentation des niveauxl de HDL (high densify
lipoprotein)» et la diminution déé nivéaux 'de.LDL circulants, facteurs contribuant a la
'préventio.n' du dévélopperhent et de la progression de certaines maladies cardiovasculaires

telles que 1’athérosclérose [35].

1.1.5.3 Hormonothérapies de remplacemenf (HTR)

La m'énopéuse cqrrespond é. la période de vie chez la femme ot I’activé ovulatoire
de "‘r.néme que les ménstmations sont arrétées. C’est aussi A cette période que la sécrétidn
des._ cestrogénes est | grandement diminuée amenant avec elle son lot de problémes
.physiologi_ques tels que les bouffées de chaleur, les sueﬁfs abondantes, la _s.écheresse
vagingle, la prise de poids, la perte de la masse osseuse et les troubles de I’humeur pouvant
menér a la dépression. Qutré ces i)roblémes apparénts, la diminution des 'oestrégéhes 51. la

ménopause est aussi associée a un risque accru de survenue de maladies cardiovasculaires
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chez ceé ferﬁmes [52]. De nomb_reuseé solutions ont été envisagées afin de pélier a ces

problémes. Dé.ns ce contexte, l’u’til:i_sation de _l’héfmc_)n_otﬁérépie de remplacément (sem‘.ble

~ “tout ind.iquéeiche_z la ferﬁm’e ‘au début de la ménopause [5..3, 54]. Plusieurs études
| préliminaires réali'sées ‘chez des modeles an_imaux dnt _pémié-.d"obééwer des | ¢ffets.

\

bénéfiques associés a la prise d’oestrogéne, sur la _préventioh de certaines pathologies -
cardiovasculaires [35, 55-58]. Cependant, les résultats. de plusieurs études cliniques '

_présentent des résultats divergents et ne permetteht pas d’affirmer si oui ou non ces

tendances se confirment chez la femme ménopausée.

1.2 Impact clinique des wstrogénés sur les maladies

cardiaques
1.2.1 Etudes WHI et HERS

1.2.1.1 Controverse

Les études WHI (Wolmen : Health Ini_tiat-iVe) '.[59-6]'.] _ét  HERS (Heart and
.Estrogen/progestin Replé_cément Study) [62] sont les premiéres 'gfaf__xdes’ études randomisées
qui se sont intéressées ‘au role cardioprotecteur ‘potentiel .des hormonothérapies dé _
remplacement (cestrogéne seul ou (.xestro'géne et progcstérdne combinés) chez des femmes

post-ménopausées n’ayant pas subi d’hyétérectomié.

L’objectif poursuivit par ces études était de valider pouf-la premiéré fois chez la

femme ménopausée le role cardioprotecteur potentiel des oestrogenes tel qu’observé lors
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d’études expérimentales.[SS] L’ampleur des effets de l’honnonothérapie de remplacement |
(HTR) sur la pf’é’valence'dub déVeldppement de divers événements cardiovasculaires, du
. cancér du séin invasif et de 1’ostéoporose a donc été mesurés sur de grandes cohortes de

. femmes américaines post-ménopausées [62-64].

Plusieurs 'conclusions se dégagerent de ces deux grandes études randomisées. En ce
qui concemne la prévalence de développement de maladies cardiovasculaires, les résultats
obtenus indiquaient que le risque était augmenté lors de la prise de HTR. Ces résultats

étaient contraires a tout ce qui avait été préalablement observé au niveau expérimental.

Une grande controverse ehtoura ’accueil des cbnchjlsions’de ces grandes études
randomisées par la communéuté‘ scientifique. »Le’s lignes directrices y €tant énoncees oht
amener un grand nombre de cliniciens & prescrire ou non des HTR aux femmes post-
ménopéusées. Or, il se trouve que ces lignes directrices étaient diamétralement oppdSées a
celles obtenues  ce jour par un ’grand nombré»,d’études expéﬁmentales sur les’effets
cardioprotecteur potentiels des oestrogénes [65]. Les conclusions des études WHI et HERS
“étaient-elles sufﬁSarﬁment étoffées pour justiﬁer’de,nouvclles directives? Des scientifiques
se ipenchérent sur plusigurs facettes douteusés de ces ’ét”leCS [2, 66], telles que la sélection
desb>candidatqs, le design deb ’étude, lesb fésultats ‘et leurs conclusions en reconsidéréﬁt
I’ensemble de ces paramétres, Les résultats et les concluysior’is qﬁ’ils »oryl,t obfenﬁs sont eux

_-aussi plus que sﬁrprenants [67-70].
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1212 Sélection des candidates
La sélection des paﬁicipantes est I’'une des faiblesses majeures de(cesrét.udés. En ’
effet, 1’age ﬁloyen dé Arec_:rutenklent des participantes est de.63,2 ans alors qué l"égev moyén
~ d’entrée en post-ménopause chez les fernmes américaines est de 51,1 ans; Un grand €écart
sépare donc 1és candidates sélectionnéves'des femmes ‘Vpou_rAlé's_qﬁel(les s’apﬁliquerpnt les
conclusions de 1’étude. D'eA plﬁs, entre 51 | et A63 ans, des demageS' au niveau

. cardiovasculéire ont eu le tempS de s’installer. [68, 71].

Le début de I’utilisation de l’hormoriothérapie de remﬁlacehjent etait aussi trés
tardif chez ces femmes. Comﬁle I’4ge moyen des fe.mIAn‘es;v enrdlées Ade.ms cés' études était
d’environ ‘63,2 ans, soit plus de 10 ‘a'ns‘ suivant 1’4ge du .début de 1a ménopaﬁsé ch;ez la

femme, b'eaucoup' de condifioﬁs favorisant l’apparitién de'Pathologiés ca:didvasculaires onf
‘pu s’.iﬁstaller. Cés conditions préliminaires particuliéres ne sont pas coﬁfbﬁnes aQeé la -
(‘m’ani ere ﬁtilisée éctuellement, en clinique, lors de l’ins_tauration de ce type de traitement ét'

ne favorisent pas la réussite d’un traitement & vocation primaire préventive.
p > d’e p prévent

Il est e‘1vr'10ter. que 90% des femmes pm‘ticipaﬁ‘t-é l;étude A'so_rvit c.aucasiénngs [68]. La"
puissance des gfoupes AdeAmi'norités visibles est .i'nsufﬁsént.e_ ‘et' aucune analyse n"ai ete
réalisée sur chacun de ces sous;groupes. Les conclusions pour l’é_s rﬁinoritéé visibles ne sont
paé aﬁpligables aux femmes appartenant a une origine-ethniqué ‘autre .que caucasienn'e ence

. qui«cohceme I’utilisation d’une HTR [71].

Un pourcentage trés élevé des candidates recrutées étaient fumeuses ou ex-

fumeuses, hypertendues, diab'étiques ou possédaient de trés hauts niveaux de LDL. Ces
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‘conditions confondantes n’ont pas été considérées dans des sous-groupes lors de I’analyse -

‘et n’aident en rien la prévention de 1’apparition de maladies cardiovasculaires.

1.2.1.3 Design de I’étude

Lé design_ dé I’étude est lui aussi. non optimal. Les can_didatés étéient ai)pelées a
ﬁtiliser une HTR ICOI.I.I.pOSéC d’oestroééne seul, d’oéstrogéne et de progestérone ou encore.un -
placebo.. L’ensemblé des fémmes ont aussi consommé_'ﬁarallélément_des suppléments-dé
s carbonate dé calcium et de vitamine D3, 'rehdarit impossible la distinction du role de ’'HTR
‘oudela v.itamirlle.D3, dans la diminution du risciue relatif de développement d’ostéoporose

- et du risque diminué de fracture [71].

A _1.2.1-.4_ Analyse statistique |

o L’ﬁne des .plus grande faiblesse de ces études demeure la méthode statiétique
" utiliséé lors de i’analyse. L’ensemble dgs' tests utiiisés‘ont été réélisés de mani¢re adéquate, -
cependant, leur interprétation a été présentée de rﬁaniére erronée. En effet, le risque relatif
face au développément des. maladies cafdio_vasculai_res_ _ .entfe les gr01\1pes -était calculé
co&ectement, mais ces résultaté ont €té présente;s‘co'mme étant le risque absolq applicable a
lfeﬁsemble de la population. Or, lorsque le risque abéolu correépond a un tout autré calcul.
.Lorsqu"il est réellemént cal'cﬁlé avec les données recueillies. lors de 1".étud_é sé valeur est

faible, voire négligeable. Malheureusement, le risque relatif de ces études cliniques a été

interprété en risque absolu et a été utilisé afin de justifier la mise en place de nouvelles
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directives en ce qui conceme I’hormonothérapie de remplacement. De nombreuses femmes

sont en conséquence privées des bienfaits de ce type de thérapie [67]. . .

. Beauébup d’aftentes __étaieﬁt reliéés aux grandes études. randqmisées WHI et HER.S,
car pour la pr¢miére fois, le devis de_c.es études allaient permct't're..d.’av:c.)'lir une meilleﬁre |
idée du réle cardioprbtecteur potenﬁ_el des HTR '.(:hez la femme post-ménopausées. :
Cepehdant, devant le manque de rigueur de l’informatior.l,.il reste encore beaué_oup a faire
afin de combrendr_e lé role cardioprotecteur potentiel des oestrogén;eé. .De'nombreux.outils_ |
trés précis émergent et permettent une étude approfondit du. phénoméhe. Les modéles
d’animaux transgé_niqués, qui sont é notre dispos_.ition d_épui§ quelque's .z_innées',_-représe.ntent

un outil précieux pour comprendre de nombreux processus physiologiques.

1.3 Le modé¢le transgénique

Lés sourié ERKO (eétrogen r'eceptor'knock—oﬁt), un modéle_de souris transgénique,
se caraétérise par l’abs_enpg de récépteurs‘ fénbtionﬁels .a_ux, oest'rogéhés de type alpha
(ERKOa) ou béta (ERKOB). Ce modéle a été généfé palr’l’insertion d’une séqugnce de 1,8
kB, contenant le géne de la résistance a la n.éomycine’.s.ous._ le cdhtféle-dﬁ promdteur PGK.
Tl est lo.calisé _dé.ns le site unique-Not] de I’exon 2 d’un fragr_nenf.du. géne du récepteur
alpha [72]. Cette séqﬁence fut i_ntégrée a un vecteur possédént _leé séquences nécessaires a
son - insertion dans le géﬁe du récépteﬁr alpha. Le Vécteur modiﬁé fut infégré dans des
.'cel.lules souches embryonnaires. L’insert de 270 paires del béses ¢§t retrouve .er.l éval du_ s'it.é

de départ de la traduction du géne de I’isoforme alpha du récepteur aux oestrogénes. Il en
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‘résulte 1’absence -de 1’expression d’un récepteur aux o‘estrogéne_s fonctionnel [8, 73].

-(Figure 1-7)

- L’approche utilisée pour générer les souris ERKOP est similaire [73] a celle pour le -
récepteur aux oestrogénes alpha. La différence réside dans le lieu d’insertion du vecteur.
Cette fois-ci, il est inséré dans le site unique Pstl de I’exon 3 du gene, ce qui empéche la

traduction de I’isoforme béta du récepteur aux oéstrbgéhes [8, 74].
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Flgure 1-7: Génération des souris ERKO

.La méthode utilisée pour générer les souris transgéniques ERKOa et ERKOp est similaire.
La différence entre ces deux modéles est le lieu d’insertion du gene de la-néomycine dans le
géne du récepteur ainsi que son orientation. Pour le modéle ERKOa, I’insertion est
effectuée dans le site unique Not 1 de I’exon 2 et dans la méme orientation que le sens de
traduction du géne. Pour le modele ERKOp, I’insertion est effectuée dans le site unique
Pst] de I’exon 3 et dans I’orientation inverse au sens de traduction du géne. Adapté de [8] ‘
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Le'modéle transgénique ERKO est un modéle .ql.lilpermet d’étudier 1a peﬁe de
fonction de l’isoforme alpha ou béta du récepteur aux oestf_ogé’nes [75]. Comme la majorité -
des.modéles 't-ransg.éniques de perte de fonction, les mutations présentes dans '.le géne du
r'éceptéur aux oestrégénes chez le modéle ERKO sorit_ ré.cessi;/es' [:74]; * Comme m.entionné._
précédeﬁlment; les -récépte_urs aux Qééfrogénés sént _impliquéé dans piusieurs processus.
Leur absence résulte donc en des cdnséqugnces muitiples [76]. En effet, le slystéme '
_reproducteur et le développement erhbryonnaire sont hautement affectés pa_f l_’absénce des
réceptéurs aux oestrogenes [74, 77]. Plus particuliérement, l’ab.sencé (iu récept’e'ur. alpha.
.engendre dés problémes dans le phénotype de 1’utérus, des ovaires, des tésti_cules, lors du
développement infra-ﬁtérin des _fmtus et dans le com'por_t.ement. ‘sexuel _repr;)ducteur des
animaﬁx [5, 32]. Cette ir_nportance.- du récebt_eur élpha dans plﬁSieﬁrs comp(')sant.es- du
: systéme réproduqteur feprésente un obstacle méjeur dans.la génération de -souris _pos_sédanf _'

cette modification génétique.

L’utilisation de. mo.déles transgéniques pr.és.ente._ 'cepeﬁdgnt 'plpsie_:ﬁrs_ défis .e.t
i_nconvénients..Tout d’aBdrd dés incqﬁvénients logistiques reliés au cc.),'ﬁt: -d’acquisi'tibn des
énimaux et au maintien de Ala colonie qlii _eét f)lus souvent _qu’aﬁtfément.: 'cons'fituéé'_
‘d’animaux dont la santé est plus fragile.que les aﬁirﬁaux ne portan_t_' pas-la peﬁe de fonction.
La spéciﬁcifé des modeles transg’éniques liée au blocage d’un .uniql_le géne peut toutefoi§ |
causer de.s.coriséqu:encé.s multiples dans plusiéurs systémes, cé .. géﬁe pouv_aht étre impiiqﬁé
dans des mécanfsmes intracellulaires Variés_. Finalement, la perte totale de 1a fonction ‘du

géne peut avoir des conséquences amplifiées a différents niveaux (cellulaires, tissulaires)
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‘comparativement a la pathologie réelle et mener a des conclusions erronées sur le

‘phénomene.

Le modéle ERKO offre l;opporturiité d’étudier I’impact de l..’_absence du récepteur
aux -oesffogénes sur différents systémes sans. nécessi.te'r le blo.cage _dé la syﬁthése des
cestrogenes et 1’ensemble - des '-conséquenceé associés a ce blocage. L’utilisation
d’antagonistes du récepteur ou d’antagonistes de la synthése des oestrogérieé-(inhibiteurs de
I’aromatase) entraine I’apparition de facteurs confondants intrinséques a l’utilisation de
molécules antagonistes; variabilité de la biodisponibilité, de P’efficacité d’action dans
 différents tissus, organes et modéle animal, de méme que 1a présence d’effets secondairés

sur d’autres systémes. [8].

1.4 E'léctrocardi‘ogramme (ECG)

"L’ECG est un..oﬁtil essentiel permettant .'u_n diagnostic précis .du fonctionnement " -
électrique du cceur. L;ECG est obtenu suivant la mise en place d’électrqdes. a différents
endroits précis (12 dérivations sonf mesurées chez_ 1”humain). Plus le nombre de dérivations |
- est important, plus la reconstitution de l’image tridimenéionnelle de l’activité électrique est
précise. L’ECG permet de visualiser les potentiels électriques qui parcourent le myocarde.
Plus précisément, le vecteur -entre le front positif de dépolarisation et le front négatif de
repolarisation  représente le potentiel électrique mesuré. Les différentes ondes qui
constituent ’ECG permettent de discriminer précisément si des anomalies sont présentes

dans I’activité électrique cardiaque.



o 31-
L’ECG est ,Composé de cing ondes : P, Q, R, S, et T. Chacune 'de"ces_- Qndes_
: | correspond a une portiqn épéciﬁqhe' de lactivité é.l.ectrique‘du éoéur. L’onde P représente la
durée de la :Liépolarisation auricﬁl_air_e,- lé ‘co}ni)lgxe QRS représente la durée de la
dépolarisation ventriculaire,A l'onde T représ.ente la duréé de lé féi)dléﬁsation vent.riculaire._
et I’intervalle QT correspond 4 la duféVeI de l_a.rep(.)l.ar_isation cardiaqﬁe. L’inte_rvalle QT est
toujours normalisé en fonctibn de la véleﬁr du rythme.cardiaque: et est alors qppeié QTc. o

(QTc=QT/(VRR).

L’importance de la normalisation du QTc a été observée poﬁr la pr¢miér¢ fois dans
les années 20 par le groupe de Bazett. En effét, ce groupe a constaté que la durée .de
I’intervalle QT est pl_us longue chez la femme que chez l;homme.bien que ‘la_' valéur du
rythrﬁe cafdiaque au repo.s' y soit plus élevée [78-81].. Cetté' obserVation a par la suite.été
observée par d’autres groupes. Une. prolongation de :la durée dell’i.nte'r'valle’ QTec se traduit _
‘_ au niveau céllulgirc par une prolohgation de la duréq de la phase pl_atéau (phase 2) et de 1a N

phase de repolarisation terminale (phase 3.) du pot_eﬂtiel d’action. Voir figure 1-8.
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Figure 1-8 : Elect_rocardiogramme chez ’humain et électrophysiologie cardiaque

L’¢lectrocardiogramme est constitué de cinq ondes (P, Q, R, S, T). Chacune de ces ondes
‘correspond & un événement précis de ’activité électrique du myocarde et est initié par une
portion précise du potentiel d’action. Le potentiel d’action ventriculaire est composé de
plusieurs phases distinctes. La phase 0 correspond-a la dépolarisation rapide de la cellule,
moment ou les. ions Na" entrent rapidement dans la cellule. La phase | correspond a la
repolarisation rapide initiale-et est initiée par I’inactivation raplde des canaux sodiques et
T’ouverture de certains canaux pota551ques La phase 2 correspond a la phase plateau et est
caractérisée par I’ouverture des canaux calciques permettant ’entrée d’ions Ca® et la sortie
d’ions K'. La phase 3 correspond a la repolarisation rapide terminale et implique une sortie
massive d’ions K". La phase 4 correspond au retour au potentiel de repos, moment ou les
pompes et les echangeurs s’activent dans le but de rétablir les concentrations d’ions de part
et d’autre de la membrane. Adapté de [82]
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De. mahiére. générale, de gfandeé similit{ldes_' c;,xivstent“ dans le | prpﬁi de
- Pélectrocardiogramme entre les d.iffér'ente‘s. especes animales. Le profil murin ﬁ cependant
la particularité 'd’ayoif une 'oridc" T | tres différente de celle de l’humaih.' Cétt‘e‘ différcnée
s’explique pér llé morphologie rés;;ectivé des potentiels d’action ch’c? ;:haéune de ces deux -
espéces, celle de la souris comportant une phase fapide po‘sit.iyelet une phase lente négatix)e
ef par la compésition et la ‘dcnsité des cdurants potassiques impliqués dans la repolarisation

[83]. Voir figure 1-9.

Souris

|

I

. a

Figure 1-9 Electrocardiogramme chez la souris . ;
Un potentiel d’action typiquement retrouvé chez la sduris est représenté dans la portion
supérieure de la figure. Dans la portion. inférieure de la figure un exemple

d’¢lectrocardiogramme typiquement retrouvé chez la souris est feprésenté. Adapté de [83]

1.4.1 Caractéristiques électrophysiologiques des cellules cardiaques
Les cellules du myocarde possede trois propriétés caractéristiques : 1"autom‘at‘icit‘é,

 la conductivité et I’excitabilité. L’automaticité, aussi appelé le potentiel pacemaker, est une
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'ﬁropriété détenue -uniquemént pér les ceili_;les automatiqugs- qui sont localisés dans trois -
foyers distincts : le nceud si_nusal, le faisceéux .de His et les fibres de Purkinje [84]. Les
. cellul.es automati.ques de par 1eur pbtentiel pacemaker sont les seules a étre en mesure de
- générér l:’éxcitation initiale qui séra par la-suite transmi_se éﬁx cellules'musculaires.. Cette
excitatioﬁ suit un _pércoufs bien précis qui s’initie dans le neeud sinusal ét dépolarisé les
oreillettes. L’influx s.e rend énsuite au no:pd auriculo-ventriéulaire et dans le faisceau de

-‘His ce qui permet la dépolarisation ventriculaire. (Figure 1-9)

Le potentiel paceméker n’a pas besoil_i d’.excitétion externe afin de s’enclencher. La .
cellule dicte par élle—méme le rythme d’initiation de sa propre dépélaris_atioh.
Comparativement aﬁx cellules musculaires, les cellules auto’mati'ques n’entrent pas dans
une période réfractairé suivant leur repolarisation. Elles recommencent plutdt a s_e.
' dépqlériser tranquillement jusqu’z‘i'l"atteinte d’un nouvéau poteht_iel seuil, ou I’excitation
sera propagée de nouveau [1]. La transmission de cette onde de dépolarisation d’une cellule
: cardi'aqué a une autre s’effectue paf le ‘passage des ions dans les j'or.lctic)ns gap. Ce
- mécanisme permet .de rassembler toutes les. cellules en uné .seule entité 'contfactile et permet

au cceur de battre a ’unisson.
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Figure 1-10: Schéma du cceur et propagatioh de Pinflux

Les principaux foyers contenants des cellules automatiques, cellules ayant la capacité

d’initier de maniére autonome un potentiel d’action sont situés dans le nceud sinusal, les le

faisceau de His et les fibres de. Purkinje. La propagation de I’influx s’effectue dans ce
méme ordre. Adapté de [85] '

Le potentiél d’action est un éveénement "tout ou rien" qui se déclenche suivant -
Patteinte du seuil d’excitation et se propage de m_zlniérc_unidirectibnnclle dans .la celluie.
Initialement, la cellule est & son poténtiel .de repos m_g:'mbranair'e (-80 .II.}V), potentiel créé
par la différence dans la éoncehtration des ions de part et d’autre de Ia rhémbrane cellulaire.
Les concentrations iqniques sont diamétralemeﬁt différentes e.ntrc. le milieu intracellulaire
et extracellulaire pour chacun des ions (sodium intra : 5-15 mM; extra :' 145 mM, calcium
_iﬁtr_é: O,I.mM; .extr'a : 2,5-5 mM potassium; intra : 140 mM; extra SmM)'. Ces différenqes

de concentrations perfnettent de créer des conditions permettant - un. flux passif
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d’électrolytes de chaque coté de la membrane suivant I’ouverture des canaux permettant -

leur transport.

Le potentiel d’action est créé par 1’_‘o"uveryture' consécutive de trois‘familles de canau*
ioniques dépendant.s du voltz_ige; les canaux sodiques, les canaux calciques et les‘ canaux
potassiqpes [86]. Dans les cellules musculaires, une excitation extefne est _essentielle:é la
dépélarisation initiale de. la_cellulé. L’atteinte. du potentiel seuil, permet 1’ouverture des

canaux sodiques et Tentrée d’ions sodium a 'intérieur de la cellule (Phase -0). La
membrane étant maintenant dépolai‘isée, la phase plateau (phase 2)_ enclenche la
repolarisation grace a 1’ouverture ldes ‘canaux calciques de méme que 1’ouverture de certains
- canaux potassiques. Lors de cette phase, la densité du courant calciqﬁe entrant est en
éQﬁilibre avec la _densité. du courant potassique sortant de la cellule. Cet équilibre sera:
maintenu jusqu’é ce que la yaleu_r du potenfiel membranaire devienne plus négative,
~ moment ou tous les canaux potassiqueé s’ou'yrirbnt afin de 'con‘lpléter. la repdlarisation

“terminale de la cellule (phase 3).
1.5 Le courant calcique

1.5.1 Le canal calcique cardiaque de type L

Le canal calcique de type L est un canal ionique dont ’ouverture est dépendante du
VOltage'[_87]. Cette propriété se traduit par une activation et une inactivation du canal a des

valeurs précises de voltage membranaire. Suivant son-ouverture, des ions calcium pourront
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entrer a l’intén'eur de la cellule [84, 88, 89]. Le canal" calc‘iq“ue' de .type L est]uﬁ tétrainére
qui est localisé & la membrane sarcolemmale déé cardiofnydcytés [90]. Chacune de ces
soué-unités ('Fi-gure. 1-10) est constituée deé domaih¢s aipha 1, alpha 2, béta et gamma. Le
domaihe alpha 1 est constitué de 24 domaines transrr.lc:mbrana.ires. ;‘A(.bo.ucles.'Sl-S6). Ce sont
les boucles S5 de chacune des sous-ﬁnités aiph’al ‘1 qui sont réspdnsabies de s’as'scmbl'er
pour former le pore [87, 90,’ 91]. Le poré est‘constitué‘ d?uﬁ ﬁltré de_séléctiVité, élément
.influengant la per‘méabili’té aux ions. Le filtre de sélectivité du canal calcique de type L
contient la séquence GYGD. La présence de cette séquence influence le passage des jonset
Vest plus favorable aux p‘assages des ions b‘arium Ceriparativemenf.'_aux ions -calcium.
Finalement, lé domaine béta est, qQant a lui, implicjué dans ylva modUlatiovn de la cinétique du 7

~ canal (mécanisme "ball and chain" expiiqué plus loinj.

PKC

Figure 1-11: Sous —unité du canal c':alciqué cardiaque de type L.

Le canal calcique cardiaque de type L est un tétramére formé‘de‘quatre sous-unités.
Chacune de ces sous-unités est constituée d’un domaine alpha 1 qui possedent 24 domaines.
- transmembranaires (S1-S6) et qui est responsable de constituer le pore.du canal. Ce
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“domaine est associé 4 un domaine béta 1ntrace1]ula1re qui est responsable de moduler les -
cmethues d’inactivation du canal. Adapté de [87] :

1‘.5.2 . Caractéristiques biophysiques des canaux calciques de type L

La familledes canaux iohidues dépendants du vbltage ne comprend pas uniduement
le canal calcique de type L Une multltude de canaux possédant des caracterlsthues
similaires sont regoupes sous le terme de canaux de type Shaker Cette famille a été la '

’ premiere a »étre 'étUdiée en profondeur afin de mieux comprendre cer,taines propriétés.
B biophysiques relatiyes au fonctionnement; des canaux ioniques; La caractérisation |
. subsét]uente d’autres canaux }iotliques -a }per'mis d’observer qu’ils possédaient des
caractéristiques et des mécanismes d’action similaires. En effet, tous les canaux de type
shaker sont constitués d’une brépétition d’une seule sous-unité (tétramefe ou pentamére). La-
cbtnp‘ositieilf de ‘ces sQus-tJnités a de grandes analogies avec celle du canal calcique de type:

L.

De grandes similitudes’ sont :presentes entre ]es tmé‘canismes dtactiyation et
“d’inactivation entre les membres}dela famille shaker. Le plus connuvde ces mécanismes est
I’inactivation de type" ball and chain". Cette inactivatiqa dite rapide, typtque rdes canaux
shaker [92], se caractérise par Ja fermeture du canal par la sous-unité béta intracellulaire qui
'»la]Ociue le pas’sage des ions dans le canal t87]. L’inactivation" ea C-terminale, le deuxiéme
mécanisme d’inactivation typique des canaux shaker, lest un processus d’i’na:ctivation
’ beauceupvpl‘us lent que le premier. Cette fois-ei, ]e passage des ions est bloqué par la

constriction du pore sur lui-méme.



_.39 -
Bien que les cinétiques d’inactivation ont de__grandes similitudes entre les canaux de |
| la famille Shaker, des particularités concernant le .r.nécanisrlne déclencheur de l’inacﬁvation,
sont propres 3;1 canal calcique de type L [93, 94]. .L’inacti'vation se caractérise Ipar' un etat
Oﬁ le .canal n’est pés favorfsé dans son état ouvert. _Cl'dmpar.atil\./emént aux autres canaux..
ioniques de type shaker inactivés par ia mociiﬁ'cation du potentiel membranaire, le canal
calcique ‘de type L est inactivé en rép'on.se a la quantité. d’ions'_calcium entrant dans la
cellule. Les ions calcium _se lient a lé p_ortion C-terfn_inale de la calmoduline, ce qui inactive

le canal.

1.5.3 Les courants calciques cardiaques

Il existe deux tYpes ‘de courants éalciqug_s dans le myocarde; le courant calcique de
“type L et 'le courant calcique de type T [87, 90, 95]. Le courant caiciqUe de type _L est .unv
“courant entrant dont I’influence dans le myocérdé est prédominante en condition
| phyéiologique. Ce courant est impliqué dans des prdéessus de haﬁté importance tels que la
phase plateau du potentiel d’actioh et 1’initiation du couplage éxcitatioh-contraction
: éellulaire. Le courant calcique 'de type L peut aﬁssi'étrc Bloqué par.des molécules de type
dihydropyridines (DHP), le vérapamil et le diltiazém. [90] Le. éourant calcique de type T,
:quant a lui, s’active a des valeurs de potentiels membfanaires plus négatives qile le courant
de type L. Ce courant "est insensible aux DHP et sa _contﬁbUtiqn .est plus importante en

' _Conditions pathologiques-tels que lors de la présence d’hypertrophie cardiaque [90].
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1.5.4 Courant calcique cardiaqtje, activité électrique et contraction du

myocarde

Le canal calcique dé type L s’ouvre lors de la phase plateau' du potentiel d’action

[96, 97]. L’entrée de calcium qu’il génére permet d’amener la cellu_.le. a d¢s valeurs lde
potentiel ou la'repolarisat_ion- peut sinitier. Cette entrée de éalcium est aussi respohsable '
d’initier la cohtrgct_ién cellulaire [89, 98-100]. En effét, le canal calcique de fype L est.
présent a la membrane sarcolemmale et.forme un dyade avec le récepteur a la ryanodine. |
L’activation. du récepteur-_a‘_l la ryanodine et ’entrée de éaicium par ce canal a I’intérieur dé "

la cellule éxercé un effet de rétroaction négatif sur le canal calcique de .tyr.)e L. Le canal ést

inactive p_a r cette | rétroaction ce qui-freine ’entrée de calcium provenémt du milieu

' ext_ra_celluiaire.

Le mécanisme de contraction cellulaire est grandement régulé par le récepteﬁr ala
_ ryano_dine [101]. .Ce récepteur, unelfois Aactivé,. ﬁermet la relache du céiéium contenu
Pintérieur du rétipUlum sarcdplasmiqﬁé [90, 102]. Cette brusque augmentation du calcium
iﬁtracellulaire permet au _calciqn‘i de se lief_au myofilament protéique de la troponine C et
d’activer la machiﬁeﬁe contractile. L’amplitude de Cetfe cont_ractioh est dirgcfement
prqportionnelle .é lé densité du cburapt calcique de type L entfant dans la cellul¢ [1_03]:. La
fin de la. contraction s’initie 10rsQué les concentrations de calcium ihtfacellulair_e diminuent.
Cette sortie de calcium s’effeqtue par transport actif de la Ca**-ATPase du réticulum

~ sarcoplasmique, de 'lféchangéur sarcolemmal Na+/Ca2+,_ de 1a Ca**-ATPase sarcolemmale et
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- du transport de Ca®* mitochondrial. La diminution 'du calcium permet la. dissociation

| d’avec la troponine C (Figure"l-il) [89, 103].
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Figure 1-12: Entrée du calcium 2 tra_veré le canal calcique de type L et initiation du
couplage excitation-contraction

L’entrée du calcium a travers le canal favorise ’activation du récepteur a la ryanodine, ce
dernier étant situé sur la membrane du réticulum sarcoplasmique. Son activation améne la
relache du calcium contenu a D’intérieur du réticulum sarcoplasmique et la liaison a la
troponine ce qui enclenche la contraction cellulaire. Afin de mettre fin a la contraction, la
concentration de calcium intracellulaire diminue par le transport actif effectué par divers
pompes et mécanismes de transport ionique. Le calcium se dissocie de la troponine et
retourne dans le réticulum sarcoplasmlque ou 1l restera jusqu’a la prochaine contraction
cellula1re Adapté de [102]
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1.6 Butdu proj_.evt N

Il existe des '_différ_ences dans Ia prépondérance de certaines maladies qardi_Ovaséulair‘es
entre.ies hommes et les femmes, tels que I’infarctus du _.myoc.arc.lle._ et .l'es ér’ry'thmic:s [9; 35,.
79, 104-113]. Au niveau électrophyéibiogique la durée de l’ihterikalle .QTc, indice de la
repolarisation cardiaque est plus longué chez ,l.a fe'mmé qué chez l’homrﬂe [.78, 81, 114-
11 8]. La valeur de I’intervalle QTc eét ident.ique a l’éﬁfance entre les gargdn_é et .les' filles et .

raccourcit chez les gargbhs au moment de la puberté [78].

Plusieurs évidences suggérent que les horn;ones"sexuelles _sefaiént irripliquées_ dans
la régulation de 1a repolarisation cardiaque [2, 119-122]. Des études antérieures ont été
réalisées dans le laboratoire du Dre Fiset [123-1-25]‘aﬁn d’étéblir le role des andfogénes .s_ur'-
la re_polarisation cardiaqﬁe. Un lien direct entre la présen(;e d’horm.c.)ne'sA androgéniqﬁé's etle

.' raécourciéserrient de la durée de la repolarisation. cardiaqu_é, deé potentiels- d’actioﬁs |
ventﬁéﬁlaires et I’augmentation de la dpfée des coi;fants p'otas_siql.ies c_orrespondants apuy
etre clairement déemontré. Bien que ces études montrent 1ir_1 réle majeur deé andro génés dan.s.
la régulation de la repoiarisatio'n cardiaqlié, -il‘ n’est pas exclu | que d’.autr.c_es.'.honﬁones. )
sexuelles puisseht contn'Buer a cette régulation. Dans cette optique, les oe_étrogénes c.)nt.été.
étudiés afin de.déterminer leur implication dans la régulation hofnibnélé dé la repolan'sat'.iony
QardiéqUe et sur _différents phénbménes élect.roph}isiologic.lue's. _CafactéﬁSant I’activité

‘électrique du ceeur.
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"Un modéle de souris transgéniqﬁe n’exprimant pas l’une ou lautre des deux
isofoﬁnes du ré¢¢pteur aux _o.e.strogénes (ERKOa et ERKOB) ayant été initialement mis-au
_ point. par ie’ groupe de Korach [73; 74] nous a été fourni afin de réaliser notre étude. Ce
V 'modélle de souris nous offre la pbssibilité d’étudier 'dire‘ct.ement I’impact de 'l’absén.ce des
oesfrogéﬁes sur la repolarisation cardiaciue. Des études préliminaires sur les pbtentiels
d’action et les cdurants potaséiques ventriculaires, paramétres caractérisant la repolarisation .
~cardiaque, ont été- effectuées dans notre laborato.ire sur la souris ERKO. Les résultats.
o obténus ne permettaient pas de conclure a une régulation de ’intervalle QTc, des potentiels
d’action et des | courants potassiqﬁes ventriculaires suivant 1’absence de récepteﬁrs
fonctionnels aux oestrog.énes-. Suite a ces travaux, nous nous sommes intéressés a Savoir si
l’absence_:. de récepteurs aux oeétngénes p_ourrait toutefois moduler d’autresv paramétres-

caractéristiques de I’activité électrique cardiaque.

~L’objectif de ce projet. de maitrise est donc d’identiﬁer I’impact de 1’absence du
récepteur aux oestrogénes alpha ou béta chez la souris sur Vles parametres
| électrocardiographiques (QT, QTc, PR, HR) sur les courants calciciues de. type L
.Vex.ltriculaires.‘ Pour ce 'fairé, les parameétres d.ell’ECG‘ ont été étudiés én conditions
phyéiologiques.(Déﬁvation I), en télémétrie (Déﬁvation IT) et en mode Langendorff. Par la
‘suite la densité des courants calc;iques de typ.'e L a été étudiée sﬁr des cellules de ,rr/1.yocytes

ventriculaires fraichement isolés.
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2 Matériel et ni_éthodes. |
2.1 Géhotypa'ge

2.1.1 Extraction d’ADN

Les échantilloné proviennent de tissus d’ofeill_es des animaux _ERKOa et ERKOp.
Pour chaque tube, une quanﬁté_ de 65_ uL du tampon de digestién (pH ajusté a 12) : 25 mM
NaOH, 0.2 mM EDTA dissodium) -est incubé avec lé tissu. Les tubes sont placésa‘l 95°.C
‘pendant 1 heure et sont agités a quelques repriée's afin dféi/iter la formation-dg condensation
et I’évaporation du liquide dans le c‘ouve;rcle. Suivant la rééction, les tubes sor_it légérement
centrifugé_s afin que tout le liquide se re_trouve au .fond. Les ._t"ubes sont conservés au )

_congélateur 4 -20° C.

2.1.2 Génotypage ERKOu

L’ADN digéré d‘es‘ souris ERKOd est dégelé en vue de. son '.utilis_ation'. Deux séries
de mélanges .seront effectuées. Le premier mélari‘gé_: contient les _.co..ncentrations finales.
suivantes : 10 mM. ' d¢ . dNTP‘ 6,6 | uM d’amor.c.e_. ERA WT-1. “.(5’- |
:CGGTCTACGGCCAGTCGGGCACC 3’) 6,6 uM d arﬁorce _ 'ERA WT-2 (5’-,'
GTAGAAGGCGGGAGGGCCGGTGTC 3’), 1x tampon, solutlon Q (Qulagen), HzO et
 Taq (Fermentas) qu1_serv1ra a faire apparaitre la bande de typc sauvage 4 239 pb. .L_e
~deuxiéme mél_an‘ge contient 10 mM de dNTP, 10 uM de l’amor_qe Néb 3A, 10 uM de

I’amorce ERA WT-2 (5’-GTAGAAGGCGGGAGGGCCGGTGTC-3"), le tampon Q & 1X,
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'I.-IzO et la Taq (Fermentas #) qui servira 5 faire apparaitré la bande transgénique a 800 pb.
Les réactions é"effectueron_t dans 'deux. therrhocycleurs (PTC-]OO ™, Progrémmablé
_' Therrhal c;)‘ntroller, MIJ Research Ihc.) caf les conditions sont différentes entre les deux
- bandeé. .Pour la bande sauvage, les conditions 'de'vPCR sont :. I’étape de l’aﬁcrage des
: ambrceé 5 94°C pqﬁ; 5 minutes, 1’étape dé I’amplification constit_uée de 35 fépétitidﬁs dela
's.équence_ : 94°C pouf 1 minﬁte, 60°C pour 1 minute et 72°C poﬁr Iminute 30 seéondes et .
-1’étape d’élongationlé 72°C'.po.ur 10 minutes. Pour _la bande transgéniqu_e leé conditions dé
PCR sont: I’étape de !’ancrage des arhorces a -94°C pour 5 minutes,' I’étape de
l’ampliﬁcatibn_ con.st.ituée de 35 répéiit'ions de la.séquenccf, : 94°C pour 1 minute, 58;’C pdur ‘

1 minute et 72°C pour 1min et I’¢tape d’¢longation a 72°C pour 10 minutes.I N

213 Génotypage ERKOP

_.L’ADN digéré des souris ERKOB est dégelé én vue de son utilisation. Un mélange
contenant 1’ensemble des éléments ‘néce"s'saires a la:réaction éera réalisé soit : 10 rﬁM de
. ~dNTP, tampon, - 500 mM dé Mg?', 10 LLM d’amorce sens mER #2 - (5’-
'GGTTGTGGGTGAAGACAAGTG 3 ) 10 uM des amorces anti-sens de type sauvage .
(5 CATCCTTCACAGGACCAGACAC 3) et .10 uM de I’amorce transgénique (5’
GCAGCCTCTGTTCCACATACAC-3 ), H0 et la Taq (Fermentas #). La bande de type
sauvage apparaitra a 600 pb et la bande transgénique appafzﬁtra a 650 pb. Le..s réactions
' s’effectueront' dans un seul thermocycleur (PTC-100. TM, Programma‘t.ﬂe. Thermal
.contro.llgr, M. Res¢arch In.c.)".lLes c‘onditions d’amplification dans le ._thennocycleur:
l’étape.dé I’ancrage deé 'amorces a 94°C pour 5 fn'inutes, ’étape de 1’amplification

constituce de 32 repetitions de la séquence : 94°C pour 45 sec, 60°C pour 1 minute et 72°C
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“pour 1 minute et 30 secondes et I’étape d’élongation 2 72°C .pour 10 minutes. Ces
conditions permettent 1’apparition des deux bandes, la bande séuvage a environ 400 pb et'la

" bande matée a environ 450 pb.
2.2 Dosage d’cestrogéne de type ELI:S_A'

" Le dosage du 17B-oestradiol a été effectué avec le kit Estradiol EIA Kit (Cayman -
‘chemical Catalog No. 582251). Les échantillons dosés provenaient de sérums' sanguins de
souris. Une phase préliminairé d’extraction a été effectuée selbn_ les instructions du

manufactufier.
2.3 Enregistrement d’ECG sous anesthésie

| 'Lés anirhaux sonf anesthésiés par inhalation a ’isoflurane ét placés sur un .coussirll :

_ chauffant pour r_riaintenir leur ,temi)éramre corporelle A .37° C. Dés ¢lectrodes de platine ont o
été posi'tionn.ées de maniére sous-cutanée en pbsitic_in déri._vation L L’acquisition des .

données a été effectuée avéé le systéme Biopac SyStem_ .MPIOO_ a une fréﬁuence de 2 kHz. -
| 'Le signal a été amplifié, filtré a 100 Hz et & 60 KzLes eﬁ_regist‘refnénts .ont. été '(.maly.llsés a
I’aide du logiciél-CG Aﬁto' data analyst (AcgKnowledge 3.7). 'Le.s. interv;dl.les'. QT oﬁt ..été_
corrigés en fonction du rythme cérdiaque en utilisant la formule appr.opri.ée. cﬁez ia souris :.

QTe= QT/(RR/100)*. :
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2.4 Enregistrement ’ECG par télémétrie

- Un transmetteur de rédiofréquence OpénHeart® (Data Scienqe Internatiqnal, Arden

- Hills, MN) a été implanté pour mpnitorer et enregistrer I’ECG sur des animaux conscients

et rion restreints dans leurs moﬁvements. Les animaux ont été anesthésiés par inhalation 2
T’isoflurane et garder‘sur un coussin chauffant.. Les transmetteurs ont ét¢ implantés dans la
cavité.'péritonéale. ’L"ECG_'a été enregistré en continu. pour une période de 24 heures et.
. conservé sur un support in_fdrmatique pour 'analy‘se' ultéﬁeure. L’aéquisition des données a.
été effectuée avec le systéme Biopac System MP100 a une fréquence de .2 kHz. Le signal a -

été ampliﬁé, ﬁitré 2 100 Hz et a 60 Kz. .Les 'enrégistrerhents ont été anélysés a l’aide du

logiciel CG Auto data analyst (AcqgKnowledge 3.7)

2.5 'Enregist_rement d’E.CG par Langendorff

Les animaﬁx ont été anesthésiés par inhalation a l’isoﬂuréne. Le coéur a été explanté
de I’animal et a été canulé. 11 a été perfuse de .manlere rétrograde par I’ aérte avec une
solution de Krebs [126] (pH ajuste a 7.4 avec NaOH) (en mM) : 118 NaCl, 25 NaHC03,
0.5 EDTA, 4.7 KCl, 1.2 KH2P04, 1.2 MgSO4, 2.5 CaCly, 11 glucose. Le cceur a ete
stabilisé pour ﬁne période' de 15 minutes. P-;cll' la sﬁite, les paramétres de l’ECG ont été
.enregist'ré_s pendant une période de 10 minutes. L’acquisitioﬁ des donﬁées a été effectude
. avec le systéme Biopac System MP100 a une frequence de 2 kHz. Le signal a été ampl1ﬁe |
filtré a- 100 Hz et a 60 Kz Les enreglstrements ont ete analysés a I’ a1de du log1c1el ECG

Auto _data analyst (AcqKnowledge 3.7)
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2.6 Isolation cellulaire de mydcyte_s Ventricillaires de sduris"

Les squris ont été héparihées_par inhalation d’isoﬂﬁ_rane et sacri_ﬁées par disiocation
cervicale. Le.s<. rﬁyocyies ont éteé isolés du ventricule  droit en utilisant un protocole
préala‘blement décrft [125]. Brié..vement,'les coeurs étaient-rapi..(lerh.ent explantés de 1’animal
et canulé pour une perfusion rétrogféde par.l’aor.'te d’une durée de 5 minutes avec une
solution de Tyrode tamponnée avec de l"HEPES contenant (en mM) : 130 NaCl,_ 5,4 KC, 1

_CaCl,, 1 MgCl,, 0,3 NazPO4,_ 10 HEPES, 5,5 glucose (pH ajusté av_éé Na_OH)_T Par la suite
les cmﬁrs ont été perfusés pendant 10 minutes avec une solution de Tyrode saris'célcium
.su.ivi pér une digestion de 21 minutes avec une solution séns calcium cdntennt 73,7.U/ml de
collagénase de type 2 (Worthington Co. Ltg, Frechold, NJ g USA)? 0,1% d’albumine bovine
sérique (BSA), 20 mM de taurine et 30pM de CaCl,. Le tout a été suivi d’une perfusion
d’un¢ durée de 3 _minufes avéc une solution de Kraﬂ.-Bmhe (KB) contenant (en mM) : 100
K-glutamate, 10 K-aspartate, ‘25‘KC1,- 10 KH,PO4, 2 MgSQOq4, 20 tauﬁne, 5 creatine base,
0,5 EGTA, 5 HEPES, 20 glucose et 0,1% BSA (pH ajusté a 7,2 avec KOH 1 N). Le cceur a
ensuite été enlevé de 1a_ canule ét_: le feuillet unique du ventricule droit a été trituré

doucement pour isoler les myocytes ventriculaires.

BN

2.7 Enr_egistreinents él'ectrophysiolo'giques cellulaires par la
technique de patch clamp (voltage impos¢é)

Tous les enregistrements de courants ont été effectués a I’aide d’un amplificateur
B pour le voltage imposé¢ (AXOPATCH 200B, Axon Instruments, Foster City, USA). Les

pipettes étaient remplies d’une solution incluant (en mM) : 80 acide aspartique, 40 CsCl, 70
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‘CsOH, .10 EGTA, 10 HEPES, 2 MgCl,, 4. NazATP (pH 7;2 avec CsOH 1IN). Les myocytes
_étaient. constamment perfusé_:é .avec ﬁne solutioﬁ oxygénées spécifique a 1’enregistrement

~ des cénau)'; calciques de type L. (en mM) : 140 NaCl, 10 CsCl, 5 HEPES, 0,5 MgClz, 5,5
o glucosle,...2. CaCl, (pH 7,4 ajusté a\}ec CsOH 1N). Seules les pipetfes ayant une rés.istar.'lce en
sérié s.e.situant _e;itre' 2 et 5 MQ ont été utilisées pour réaliser les emegistreﬁents. La
'résistance des pipetteé a éte éontrebalancée en appliquant une compénsatiori. de_l’.ordre.de_' :
- 80-90%. Les couraﬁts ehreéistrés étaient filtrés a 1 kHz avec. un ﬁlt;é aﬁalogue 4-polé h
' B_eséel, digitalisés a 4 kHz et conservé électroniqﬁement a I’aide du logiciel PCLAMP 8.0

(Axon Instruments)

La magnitude des courants était normalisée en fonction de la capacitance cellulaire.
- La capacitance était initi€ par tranche de 10 mV a partir d’un potentiel de repos de -80 mV,
était filtrée a 10 kHz et digitalisée a 25 kHz. La capacitance cellulaire était déterminée a

- I’aide de I’intégralité de ces courants transitoires.

Les potentiels membranairgs enregistr.és’ étaient corrigés par -10 mV. afin de
‘compenser pour le pbtentiel :de joﬂctioh créé par le liquide a la jonction du bain et de la
pipette. Lé densité des c_ouranté calcique et la dépéndanée au voltage de I’activation ont été
obtenue suivant 1’application d’un pré—puise inactivaﬁt de -45 m_V d’une durée de 20 ms et
d’_uﬁe série de pulse (-50 m_V'é' +60 mV) d’une durée de 250 fhs pour leéqueis la densité de
courant traversant le canal était mespré. La dépendance de I’inactivation au \./oltage a eté
| obtehﬁe suivant‘l’applica_tion d’un .protocole constitué d’un pré-pulse ina_ctiyant d’une durée
de IOOO ﬁis aux pdtentieis suivants (-60 mV a +20'1ﬁV) suivi d’un pulse test a +10 mV

d’une durée de 150 ms.
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La densité des courants a été mesurée relatiye_ment a'zéro. Les enregistrémenfs ont
été analysés et mis en graphique a I’aide des logiciels .Origin et Clampfit (Axon

Instruments, CA).
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3 Résultats

3.1 Caractérisation du modélé

Le modéle animal que nous avons utilisé afin de.réali_s.er notre éttide est le modéle
‘de souris ERKOa ét ERKOB qui n;éxprimé respectivement pas I’isoforme alpha_ef béta du
récepteur aux oestr'ogénes.. L’utilisation .d’animaux transgénique.s, éomparativement 2‘1.
- l’uti..lisation d’animaux de ligﬁée non modifiée généfiqueﬁent, nécessite la mise en place dg
protocole. précis pérrhettant_ d’identifier avec exactitude le génotypé des anjmaux issus dela
rcpr_oducti‘(.)n. Les conditions de géthypage p_ré-établies peﬁnettant I’identification de la
lignée ERKOP fonctionnaient bien dans n_t)tré laboratoire, cependant, le protocole
| permettant ’obtention des résultaté de génotype pour la lignée ERKOa était peu concluant.:
Nous a.vc.)nls donc procédé a la conception de nouvel.les_ amorces et A la mise en place de

" nouvelles conditions de PCR propres 4 cette lignée.

Par ailleurs, la cara_ctérisa_tion.' du_ mod¢ele ERKO corﬂpoﬂait une éutre facette
essentielle le dosag¢ des concentrations sériques circulantes d’oestrogénes. Ce modéle
peI%t_ﬁettant l’émde cié‘ I’ impact d;un blocage parfie;l e-t'l.lon complet de _la étimulatién
d'e_st_rogéniqué il était import%mt de mesurer I’ampleur de la'__ compensation .phys.iologiqu.e '
éventueﬂe- afin de bien cbmprendre les observations'effectﬁées | sur le ﬁodéle. Les
oestrogénes étant impliqués dans_ de nombreux processus physiologiques essehtiels, il
- ’était pas exclu que les -concéntrations circulantes de cette hormone stéfo’idienne soient

sécrétées en concentrations significativement différentes chez les souris ERKO et ce, de
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“maniére & compenser 1’absence de fonctionnalité de I’une ou I’autre des deux isoformes du

récepteur. .

3.1.1 Génotypage

Le génotypage est uneltechn.iépie qui. perrhg:t__lfidentiﬁ'cat_ibn e)_iacte_du génotype
d’un géne d’intérét modifié chez un animal transgéniqﬂe._ _Ce.tte_ tc_:chni_qué_ _repbse sur t_roié'
principes : la dénaturation .desl double brins d’ADN et des a.morc_es,-l la renaturation de A
I’ADN avec les amorces .complémentaires gt spéciﬁqﬁes et la polymérisat_ion de la'région
'duA géne amplifié. La région amplifiée est délimitée ~séleétivement pér les' amorces qui se
lient de maniére éOmplémenfaire' a la séquence du _géne: La rﬁigration_ sur gel des produits
de PCR permet de déterminer avec précision- et cefti_tudé éi la rriodiﬁc_:ation du géne est

présente ou non.

La mise en place de cohditions de PCR est dé_ter_minée par plusieurs éléments
distincts. Dans un premier temps, il est nécessaire de conhaitfe la ..c'ompositi(;n _'exac_te du
géne et de la séquence insérée dans le gene afin de générer des arnofceé qﬁi se lieront 4 une | .'
portion précise du géne et son bﬁn complém’entaire de maniére sb_ééiﬁqueQ Dans un
.deux_iéme temps, Iil est essentiel de cohstruirhe des amorcés qui répondent au;_( critéres de
base pour une reconnaissance efficace avec ’ADN : 1) les émorcéé doivent avoir 'une; '.
lqngﬁeur de 18-22 -p.air_"es de bases. Des amorces trop éourtéé n’éssurent pas une bonne
' sélectivité dans 1a reconnaissance de la fégion a amplifier et des amorces trop longues
- rendent d:ifﬁcile .l‘a liaisdn des amqfces a la séquence d’ADN a arhpliﬁéf. Le deuxiéme

critére est la similitude de température de fusion entre les amorces. La température de
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_ 'fus1on (Tm) represente la temperature a laquelle la moitié du complexe ADN / amorce sera

dissocié et dev1endra s1mple br1n Cette valeur est calculée a 1’aide de la formule su1vante
Tm(°C) = (AH/ AS + R In(C))

ot le. H represente I’ enthalple (Kcal/mole) et le S représente 1 entrople (Kcal/mole) La
‘température de fusion devrait 1dealement se situer entre 52° C et 58° C. Des températures
.supérieures 1nd1quent une poss1b111te d’ at)panement secondaire. Le troisiéme critére a
cons1derer lors dela concept1on des amorces est la température d’ appanement (T ), dont la
valeur dépend _ctireetement dela températl_lre de fusion. Cette valeur est obtenue a 1’aide 'de .

- ’équation suivante :
T.= 0,3 X Ty, (amorce) + 0,7 Ty, (produit PCR) — 14,9

Des tempéramres d’appariement trop élevées indiquent que 1’hybridation entre 1’amorce et
I’ADN est faibte, 'tandis que des terﬁperatures d.’app_an'ement trop basses indiquent un.faible
ratio du produit de PCR désiré. Le quatrierrte critére a considérer est le contenu de I’amorce
| dont la _compo,sitl;on_' en nucléotides’_GC ne devrait-pas dépasser 40-60% du contenu total.
De plus, la séquence de I’amorce ne devrait. pas con_tentr trop de répétitions de séquences et
posséder une grande stébilite lé son extréin_ité 3. 'Finalerh_ent? les amorces choisies ne
' devraient pas étre en mesure. de former des structures secondaires afin . ti’assurer un

appéri_ement ADN/amorce optimal. -

Les amorces, une fois liées, -détermineront la portion du geéne qui sera ensuite

amplifiée par I’enzyme ADN polymérase. Deux séries d’amorces se lieront sur la région
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- d’intérét et goh brin complémentaire: ies amorces _se_ns (5> 3’) ét_les amorces antifsens
(3’—- 5). La.région d’intérét sera Aampli'ﬁé.e_a‘l répétiti_on :juscllu.’a‘i l’obténtiOn de blusieurs
ﬁagrnents d’AbN ;orrespondant-él la régioﬁ_d’intéfét_. Une fois I’amplification terminée, les
produits de PCR obfenus mig_réront sur gel et le nomb_re -de péiréé_de bases_'-corresponda.mt a :
chacune des bandes permettra de détenﬁiner in la mutation est pfésente Oﬁ non dans c_:haqiie

échantillon. =

En cé qui concerne les souris ERKOu et ERKOB, des différences dans la 'séquencé '
des nucléotides existent entr¢ les genes de I’isoforme alpha et béta du récépteur.l Il est dbﬁc
nécessaire d’etablir 'de.s conditions de PCR prcﬁpreS' a chacun des deux modéles. 'La
connaissance de la séquence spécifique des. geénes des récebfeurs aux Oestrogéncs alpha et
béta nous a pefmis de pou.v'oir_ générer des paires d’amorces ﬁerméttant I’amplification de lé
régidn‘d’intérét porta.nt"ou non la mut;atidn. Pour le PCR des séuﬁs ERKOa, les amorces :

._ utilisées et leu;' position d’ancfage sur le geéne nous permettent d’obtenir une bande
representant le phénotype sauvage d’une longueur de..239"p'b et ﬁn_e band_e rt_:f):éSentant le

phénotype muté d’une longﬁeur de 800-850 pb.
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/ ' o
Bande sauvage: 239 pb Bande knock out: 800-850 pb

Figure 3-1: Génotypage des souris ERKO«

Cette image montre les résultats de génotypage typiquement obtenus poui' les souris
ERKOa. Le premier résultat montre bien que seule la bande a 239 pb est présente ce qui
signifie que la souris a le phénotype sauvage. Lorsque deux bandes a des hauteurs
différentes apparaissent dans les deux puits la 'souris 4 un génotype hétérozygote.

Finalement, lorsque seule la bande & une hauteur de 800-850 pb apparait la souris posséde
le phénotype knock-out. :
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Pour le PCR des souris ERKOp, les amorces utilise’es-et leUr position d’ancrage sur le géne

nous permet d’obtenir une bande representant le phenotype sauvage d’une longueur de 400

pb et une bande représentant le phenotype muté d’une longueur de 450 pb

Bandes hétérozygote. S .. .Bande knock-out :

Flgure 3-2 : Génotypage des souris'ERKOB

Cette image montre les résultats de genotypage typlquement obtenus pour - les souris .
ERKOB. Dans le premier puit, nous pouvons voir que deux bandes apparaissent. La
premicre bande a une longueur de 400 pb et la deuxiéme bande a une longueur de 450 pb.
La présence-de ces deux bandes indique que la souris a un génotype hétérozygote. Dans le .
deuxiéme puit nous pouvons voir que seule la bande a la hauteur de 450 pb apparalt Cette
bande indique que I’ animal possede le genotype knockout.
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| 3.1.2l 'Dosage du 17|3-0estrad.iol“

- I est connu qpe'cer'taines lignées de souris possédent naturellement des. nivéaux
moins €élevés de certaines Hormongs sexuell.es.. Des obse;rvatior’is a cet effet oﬁt d’ailleurs été
recueillies dans le laboratoire et ont permis de cpnstatef que les souris males de la ligﬁée
C57BL/6 posséd.aient des rﬁveaux d’aﬁdrogéhes signiﬁcativement moins élevés que les
_souris d’.’aut_vres lignées.telle's que les CD1 [123]. Nous avons donc voulu ﬁOus assurer qué
- les niveaux d’oestrogénes chez la lignée de souris CS7BL/6, lignéé de souris sur laquelle a.

été généré le modéle ERKO, €taient similaires a ceux observés chez d’autres lignées.

Dans cette optique, nous avons procédé au dosage comparatif du 17B-oestradiol, lia
forme pr_édominante de I’cestrogene déns l.’orgaﬁisme, chez différenteé lignées de souris-
utilisées ’d'al"ls le léboratoire (CD1, SJL, C3H, FVB). Les concentratior_lé que nous avons‘
ébtenues et qui s_oﬁt présentées a la figure 3-3, nous ont permis de constater que les ni_.veaux
de 1_7[3-oestradiol. n’étaient paé sig'niﬁcaﬁ;vemer»lt‘ .'diff.'érents entre les femélles_de la lignée
C57BL/6 (537 + 190 pM.) et les femelles des autres lighées étudiées soit les femelles CD1
(389. + 81 pM), SJL  (831 ﬂ:274 pM), C3H (763 + 346 pM) et FVB (470 + 136 pM'). Les
concentrations de 17B-oestradiol, sont aussi_similaifes entre les males C57BL/6 (166 + 13.1
pM) et les méles CD1 (243 + 50 pM). Finalement, lés concentrations de 17p-estradiol ont
aussi été mesurées chez les souris ERKOa femelles (810 + .998 pM) et niél_es (127 + 3.3
- pM) et chez les souris ERKOp femelles (13.7 + 194 pM) et méles (47 + 19 pM)., Bien que la
.‘valeur obtenue éhéz le grou_pé femelle ERKOa soit p'lu_s élevée, eﬁ raison de son manque de

puissance statistique (n=3) et de son immense écart-type, il n’est pas possible de conclure a
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' une différence statistiquement signiﬁcative chez ce. groupe. Cepén_dant, ce rééultat nous
porte a.croire que l’abs¢nce de l’iSoforme alpha du. récepteﬁr 'auX oestrogenes, impl.iquée de
maniére._majoritair_e dans les processus dé reproduction tente d’étre cOrripeﬂsé_e par une

augmentation des concentrations sériques de 17B-oestradiol.. Voir figure 3-3

2000 - ' : 3
1500
1000 -

500

Concentration de 17p-oestradiol (pM)

F- CD}
M-CD1
F- C57BL/6 -
M- CS7BL/6 -
F-FVB
F-C3H
F-SJL
. F-OVX
_ F-ERKO-a
M-ERKO-a
F-ERKO-B
'M-ERKO-B

Figure 3-3: Dosage du 17B-oestradiol dans des échanﬁllo_ns séi‘idues de souriS

Cette figure présente ‘les résultats obtenus lors du dosage du 17p-oestradiol. Les
concentrations sériques moyennes mesurées (pM) sont similaires entre les femelles de
T’ensemble des lignées étudiées. Les concentrations sériques sont aussi similaires entre les
males C57BL/6 et les méles CD1. Finalement les concentrations de 17B-oestradiol mesurée -
chez les souris ERKO. ne sont pas significativement différente a celle mesurée dans le

~ groupe C57BL/6-controle.
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3.2 Paramétres électrophysiologiques in vivo et ex vivo

I est clairement établit qu’il ‘existe des di.fférences dans la valeur de I’intervalle QTc
| 'Aéntre’ igs hommeé et les femmeé. Cette différence apparait au moment de la‘ puberté.
‘ PlusieursA évidences suggérent CiueA les hommones sexuelles seraient impll;quées‘ dans c‘ette
Amodulation. De Vrécents travaux eﬁ'ectués dans notre laboratoire démbnfrent clairemeht le -
r(‘)le:des androgénes‘ dans la dirhinution de I’intervalle QTec et la modulation correspondanté ,
des potentiels d’écﬁqn et des. courants potassiques [123, 124]. Quelle est la contribution des

* oestrogenes ace phénomén’e? Le modéle ERKO nous perméttr’a‘d’étudier spéc’iﬁq'uement‘le
réle des oestrogénes dans la régulation hormonale de la repolarisatioh ‘cardiaqué. La
carac’téris’aktion initiale du modele étant terminéé, la premicre ctape de ce projet consistait a -
établir si 'l’absencé de I’une ou .l"a'utre des- deux isoformes du recepteur modiﬁgit les
parametres ¢lectrophysiologiques cardiaqueé in vivo et ex vivo chez la souris feméllc et

~ male.

3.2.1 Enregistrement de ’ECG sous anesthésie
Dans un premier tempsé I’impact d’uvne stimulation 0estr0géniqu¢ partielle sur 1és
p,afémétres élec‘trophysiolo‘giques du myocarde, telsxque 1’intérva11e QTc a été meéuré par -
AECC'} de surface chez 15 souris ERKOuo femelles et males etA Ala_ soﬁris ERKOB fémelle‘s et
: mélAes.; Il existe plusieurs: modes distincts afin ~d’ehregistrer les paramétres
élecfrophysiologiqU¢s chez lA’an'im‘al entier, chacun d’entre eux ayant ’sonvlot d’avantages et

d’inconvénients. L’ECG de surface est une technique qui permet de mesurer rapidement les
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:paramétres électrc;cardiOgraphiques chez un animal anesfhésié. 1l .offre des avantages tels -
que la répidité ét la simplicité d’.exécution, ¢t n’implique pas le sacrifice des .animaUX.
_' utilisés poﬁr’ réaliser la procédure. Son inconvenient majeur ést qu’il .nécessite le recours 2

" des agénté anesthésiants, tel que I’isoflurane et que ces agents sont connus pour influencer
- les .pararr’l'étres de .l’ECG.‘ Cette inﬂuen_cé n’est normalement pas assez importante pbur
contrebalancer des différenceg electrophysiologiques propres & I’animal. De plus, ’animal
étant endormi, son rythmé cardiaque .est grandement diminué. Le rythme.car(.iiaque (HR) dé _

la séuris étant, de base, trés rapide (650 béttements/min) il n’est pas rare d’observer une

diminution de pres de 50% (300-350” batteménts/min) du rythme ce qui influence la .v_aleur '

des parametres calculés en fOnc’tion de ce rythme. L’ensemble de cés éléments est a

considérer lors de I’analyse et de I’interprétation des résultats.

3.2.1.1° Groupe femelles

| . Comme il ‘es‘t'possible de le constater sur 'la Figufe 3-4 et la Figure 3-5, ’ECG de
surface a été enregistré chez le .grc_)upé de souris femelles ERKOa et chez le groupe de
souris femelles ERKOB.‘ Les valeuré onf été combilées et comparées a celles obtenues pour
lleu.‘r. g_rbup_e de souris .-contrc‘)lesl (CTL) respectifs. Les parameétres ont été mesurées chez les
_soﬁﬁs au cycle oestrus tant pour les souris CTL que pour.les souris trans'géniques. -
.Contrair'err_lent ace qui pourréit étre attendu, il semblerait que l’absencé d’uﬁe stimhlation
oesfrogénique compléte n’ait pas d’impact concretement- sur les paramétres de
I’électrocardiogramme. En effet, .che_z les souris ERKOa les valeurs de I'intervalle PR

obtenues sont de 41,1 £ 1,9 ms pour le groupe cohtréle et de 41,1 £ 0,9 ms pouf le groupe



-
ERKOq. Les valeurs obtenues pour l’interv'alle Q"I‘.'son_t ’aﬁss‘i similaires entfé les deux |
| groupes et -respectivcmen.t pour le groupe' contrc")lé de 44,7 + '0,’9 ms et de 44,9 £ 1,9 ms
pour le. groupl; ERKO@. Final’emeﬁt, les valeurs oﬁtenues pour !'intervalle QT‘. corrigé en
fonction du rythme cardiaqﬁe étaient de 37,9 + 1,7 ms pom le groupe contréle et de 38 +
6,7 ms péur le groupe ERKOQa. L’enséfﬁble dé ces yaleurs n’est-donc 'paé significativement
différent entre le groupe de femelles 'ERKO‘a et le groupe contrdle. L’absence' de la
stimulation oestrogénique effectuéé pa; ’isoforme alpha du récepteur aux c')e‘st'ro‘génes ne

semble pas interférer avec les paramétres électrophysiologiques du myocarde.
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Femelle CTL ‘ ‘ Femelle ERKOa

PRUM) QT (ms HR (bpm)  QTe(ms) ~ n
FemelleCTL 414219 44919 42812176  379+17 '8
| Femele ERKOa - 411209 447209 4345108 38207 12

Figure 34: Irhphct de I’absence de Pisoforme hlpha du récepteur aux oestrogénes sur
les parametres électrophysiologiques du myocarde chez le groupe de souris femelles

Exemples de tracés d’ECG de surface obtenus chez des SOUﬁs femelles controles et ERKOa
ageées de 2-3 mois. Tableau comprenant les valeurs obtenues pour les parametres d’interéts
mesurées soit 'intervalle PR, Iintervalle QT, le rythme cardiaque et I'intervalle QTc (* p<
0.05)." N ; ) : : '
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Les valeurs Aobtenues‘ pour .ces méfhes parar;nétrésrd’intérét chez rie groupe de
ferﬁelles ERKOR. suivent ‘Yla méme téndance a savoir | qu’aucuﬁ péramétre n’est.
significativement 'différent entre les deux g;dupes. En effef, 1¢s valeurs obtehli_és sdht pour
’intervalle PR,de 48,7 + 32 ms pour leAgrorupe-contrélle et dé 47,6 :b 1,7 ms pour le groupe
ERKOB. Pour le paramétre de I’intervalle QT, les: valeurs obrtenue.s sont respectivemeht ,
pour le groupe de souris controles ét lé groupe de souris ERKOB de 42,1 :b.1,7 ms et de
41,413 fns. Finalemént les valeurs obtenﬁes pourrjl_’interyalle QTc sont .de 42;6,i 3,4 ms -
pour le groupe de ‘sourirs Qontrﬁles étAde 41,8 £ 13,0 pour le groupe d_e souris ERKOB. Les
valeﬁrs obtenﬁes -nous permettent de constater  que l’absen_ée d-’une stimulatioﬁ
‘oestrorgénique partielle par l’isofbrrﬂe béta du réceptéuf nfinterféré pas .avec lés paramétres

électrophysiolo giquesy de I’ECG chez le groupe de souris femelles.

‘Cette absence de différenées sur les parametres de l’EkCGkV tant chez lé S(A)uris" B
; fefnelles ERK‘O.‘a, quwERKOp pourrait s’expliquer par uﬁe'sur—étimulafion de I'isoforme du
récepteur aux oestrogénes toujours exprimée et .fonc.tionrielle chez. l;ﬁn ou 1’autre des
mbdéles. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons rer.lregistré les pérémétres de ’ECG
chez une souris <p0.ur‘ laquelle il n’y a plﬁs dé stifnulati‘br:l' OesﬁbgéniqUe (éouﬁs' '
ovariectomi’sée).. Comme vOus‘pouv'ez le constater sur la figure 3-6, lzi valéur obtenue p.;)ur
les différents paramétreé d’intérét de I’ECG est simiiaire‘ enfre le groﬁpe .de s_oUris
ovariectomisée et le gr(’)urp‘e de souris controles. L’abrs‘enc.e'de réCeptéurs 'fonctior_mels aux
.oes’trogén‘es ne semble pas exercer _uﬁe influence directé'.sur leé paramétreé de ’ECG de

surface.



Femelle CTL

Femelle ERKOP

©47.6+1,7

418+ 13

>
£
ey I
JW K—J\’l r/‘M (/J\*\ o W |
. PR (ms) QT (ms) HR (bp..l'n) QTec (ms) n
Femetle CTL 487£32 . 42117 397+ 143. 426+34 3
~ Femelle ERKOP ' 41413 435+53 3.

Figure 3-5 : Impact de I’absence de I’isoforme béta du récep'teur aux oestrogénes sur
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les paramétres électrophysiologiques du myocarde dans le groupe de souris femelles

Exemples de tracés d’ECG de surface obtenus chez des souris femelles controles et ERKOp
dgées de 2-3 mois. Tableau comprenant les valeurs obtenues pour les paramétres d’intéréts
~mesurées soit I'intervalle PR, I’intervalle QT, le rythme cardiaque et I’intervalle QTc (* p<

0.05).
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Cad

Avant OVX - ' ' . Aprés OV

o R e

PR (ms) QT (ms) HR (bpm) QTc _(ms) n
Femelle pré-ovx 399+13  5335+26 437,1£23,1  455:24 8
Femelle post-ovx 39314 496+14 4551£239 433x11. 8

Figure 3-6: Impact ‘de Pabsence totale de stimﬁlation oestrogénique’ sur les _
parameétres électrophysiologiques du myocarde dans le groupe de souris femelles

-Exemples de tracés d’ECG de surface obtenus chez des souris femelles avant (avant OVX)
et aprés (aprés OVX) Povariectomie. Tableau comprenant les 'valeurs obtenues pour les

paramétres d’intéréts mesurées soit I’intervalle PR, 1’intervalle QT, le rythme cardiaque et
I’ mtervalle QTc (* p<0.05).
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3.2.1.2  Groupe de souris miles

' Ladiminution_ de I’intervalle QT a la puberté chez le gargon est associée en premier
lieu a l’_augmentation des niveaux d’androgenes circulants. Cependant, est-ce qu’une
vari.a\tion du ratio androgéne/cestrogéne pourrait éussi_ .affecter difectexﬁent cette
modulation? C’est c€ que nous avons voulu étudier chez le groupé male ERKOu et ERKOB
~pour lesquels la faible concentration d’cestrogene circulant élimine la possibilité d’une.

stimulation compensatoire.

Dans un premier temps, les' différents pafamétres de P'ECG de surface ont été
mesurés chez le gfoupe male ERKOq. Comme il est possible de le constafer sur la figure 3-
6, la valeﬁr obtenue pour les différents paramétres d’interét de 'ECG mésurés ne sont pas
sighiﬁcativeme’nt différents entre le 'groupe méle ERKOa et son gro'upe contrdle. En effet,
pour I’intervalle PR les valeurs obtenues sont de 39,9 + 1,3 ms pour le groupe de souris
contrdles et de 39,3 + 1,4 pour le groupe de soufis ERKOaq. Pour l’intervallé QT les valeurs
obtenues sont de.45,5 + 0,7 fns pour le groupe controle et de 47.,0 + 0,7 ms pdur le groupe
ERKOa. Finalement, les valeurs recueillies pour ’intervalle QTc sont de 389 + 0,5 ms
~ pour le groupe de souris contrdle et de 38,7 + 0,6 ms pour le groupe de souris ERKOa. Ala
lilm_iére de ces résultats, il ﬂe semble pas que 1’absence de'. la stimulation oestrogénique
effectuéé par I’isoforme alpha .du récepteur aux oestrogenes inﬂﬁence dir_ecter’ﬁent les

parameétres de I’ECG.
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Figure 3-7: Impact de I’absence de P’isoforme alpha du récepteur aux oestrogénes sur

les paramétres électrophysiologiques du myocarde dans le groupe de souris males

Exemples de tracés d’ECG de surfa’ce obtenus chez des souris males contrdles et ERKOa,
- &gées de 2-3 mois: Tableau comprenant les valeurs obtenues pour les paramétres d’intéréts
mesurées soit ’intervalle PR, ’intervalle QT, le rythme cardiaque et I’intervalle QTc. (* p<

0.05) )
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" Les mémes param_étres_.ont été étudiés chez le groupe male ERKOp. Les valeurs |
‘ol.)_tenues pour l’iﬁtewalle PR sont de 42,8 + 2,6 ms pour le groupe cbntréle ét de 39,0 + 1.,7 |
| ms pour le groupe ERKOB Les valeurs obtenues pour 'intervalle QT sont de 42,1 + 1,7 ms
| ;"_)ou_r le groupe contrdle et de 41,4 + 1,3 ms pour le groupe ERKOp. Fina_lemeﬁt, les.véleurs
- obtenues pour l’intervaﬂe QTC sont de 45,2 £2,1 ms poﬁr le groupe de souris 'contr_c‘ﬂc et de
 41.2 + 4.6 ms.pour .le groupe de souris ERKOBI. L’absenée de stimulation par l’isofo'rm’é- '

béta__.du récepteur aux oésfrdgénes ne semb1¢ paé inﬂuencér les paramétres de I’ECG chéz la -

souris males.

Globalement, ’absence de I’une ou l’autre'des'iSoformes du récepteur aux
oestrogénes n’entraine pas de modifications dans les paramétres de I’ECG tant chez les

~ souris femelles que chez les souris males.
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Mile CTL| : * Mile ERKOB

—

LS e

0,1 mV

7

PR (ms) - QT (ms) HR (bpm) QTc(ms) 'n
Mile CTL 42,8+2,6 42,1+ 1,7 4231 £254 452+2,1 3
Mile ERKOf - 39417 41,4+1,3 21+ 265 412+46 3

Figure 3-8: Impéct de I’absence de I’isoforme béta du récepteur aux oestrogénés sur
les paramétres électrophysiologiques du myocarde dans le groupe de souris miles

Exemples de tracés d’ECG de surface obtenus chez des souris méles controles et ERKOP
agées de 2-3 mois. Tableau comprenant les valeurs obtenues pour les paramétres d’intéréts
mesurées soit I’intervalle PR, I’intervalle QT, le rythme cardiaque et 1’intervalle QTc (* p<
0.05). ' h
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3.2.2 Enregistrement-d’ECG par téléméti‘ie '

La :télémétrie. est un autre mode d’enregistremeht . des  parametres de
" I’électrocardiogramme. Comparaﬁvement au mode ECG de sﬁrface vu précédefnmént,_ lé
télé.mét.rie.se déroule chez un animal qui est coﬁscient et libfe de ces moﬁvemeﬁ_ts-. Cette
‘technique présente donc l?avéntage d’éliminer la présence d’agent anesthésiant qui, comme
. mentionné précéderhment, peuVent ihterférer avec les paramétreé d’intérét mesurés. L’autre
K ayaﬁtage de la télémétrie est: qu’elle permet..d_es enregistrements lde longue durée. 1l devient
- donc possible .d’é_tre ‘témoin d’événemenfs sboradfques pathologiques affe_:ctant :
l’électrocardiogramme. Outre ces évantages, la télémétrie est ﬁne technique plus coiiteuse &
mettre en place. En effet, elle néc.:essite' le rgqoilré a des capteurs spécialement congus poﬁr.
lbger_é.l’intérieur' de la cage thoracique de I’animal. Une chirurgie d’implantation est
reqﬁ_ise a:lv.ant de pouvoir obtenir des résultats. De plus, les implants utilisés causent parfois
de l’ihcbnfort et parfois méme des dommages _Clitanés_é I’animal. La pldpart des animaux

doivent étre sacrifiés au terme des expérimentations.

L’utilis.ation..de la technique de la télémétrie préserite l’avantageld’étu-dier avec 'ur_le
N appr;)che plus physiologiqué- les parametres de l’électrocardi_ogramme. Nous évons donc
procédé a I’étude de ces paramétres dans nos groﬁpes de souris ERKOB femelles et males.
Les valeurs obtenues dans notre gfoﬁpe femelle et qui sont présentés a‘ll la ﬁgﬁre 38 nous
_ .montre'nt que méme en condition plus physiologique, .l’a.lb_sence d’une stimﬁlation
' 6¢strogén_ique compléte n’entraine pas de modifications sur les - parametres - de

Iélectrocardiogramme. Les vél_eurs que nous avons obtenues sont pour I’onde P de 10,5 +
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‘ OAS ms pour le groupe de. souris controles et de 11,5 + 0,9 ms pour le groupe de ferhelles
ERKOB Pour l’mtervalle PR les valeurs obtenues sont de 33 8 + 0,2 ms pour le groupe
contrdle et de 32, 6 + 0,9 ms pour le groupe ERKOB Les valeurs du segment PR sont de
23,3+ 0 5 ms pour 1e groupe de souris-contrfle et de 21 1 +1 1 ms pour le groupe de sourlsk,
ERKOp. Les valeurs obtenues pour l’mtervalle QT sont de 42 141 7 ms pour le groupe
contrdle et de 41,4 + 1,3 ms > pour le groupe ERKOB Fmalement les valeurs obtenues pour
| Dintervalle QTc sont de 42,9 :I;_2,1 ms pour le groupe contrble et de 42',9":1:_1,‘5 ms pour le

groupe ERKOp. -
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Femelle CTL . Femelle ERKOp

»kﬁwd v -IOO'WWWMWW

Onde P (ms) PR (ms) Segment PR (ms) QT (ms) HR (bpm) QTe(ms) n
Femelle CTL  05+0,5 338402 233+0,5 42,1517 627,5:97  429+21 3 |

| Femelle ERKOB. 115409 32609 21,1%11 41,413 6493+ 133 429+15 3

Figure' 3-9 : Enregistrement d’ECG par télémétrie dans le groupe femelle ERKOp

Exemples de tracés de télémétrie obtenus chez des souris femelles contrdles et ERKOP
agées de 2-3 mois. Tableau comprenant les valeurs obtenues pour les paramétres d’intéréts
- mesurées soit ’onde P, I’intervalle PR, le segment PR, I'intervalle QT, le rythme cardiaque
et I’intervalle QTc (* p< 0.05). '
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La méme expérimentation a été éffecfﬁée chez-ﬁn gr’oﬁpe de souris mé.les‘. Comﬁw il
a été démontré dans nos 'ex'pé.riniént.ations de dosage, les souris ERKO rﬁéleé possedent des
niveaux d’oestrogénés circulén_t's trés - faibles. Chez le 'rhﬁl_g, la prob.ab_ilifé. que. 1’autre
isoforme du rééepteur soit surstimu_lé‘:e'de maniere cbmpensatoire.“comp'érativement ala
femelle est donc minime. Malgré cette importanfe_distihction_, es résultats que nous avoﬁs
obtenus chez lé male ne nous mpntrént pas de différences'signiﬁcétives dans les paramétres

“de ’ECG chez le male possédant uniquement une stimulation oestrogénique partielle.

En effet, les résultats que nous avons obtenus sont pour I’én_de P de 10,5 + 0_75 ms
pour le groupe de souris contrdle et de 11,5+ 0,9 n:1s péur le groupe de rhéles ERKO[_S. Pour
intervalle PR les vaieurs_obtenues sont de 33,8 + 0,2 ms péﬁr le groupe céntréle etde 32,6
+0,9 mS'p.our-le groupe ERKOp. Les valeurs du segment'PR sont de 23,3 + 0,5 ms pour le
groﬁpé de souris éontréié et de 21,1 + 1,1 ms pour le groube de souris .ERKOB. .Le's. valeurs . B

: o‘btenues pour P’intervalle QT sont de 42,1 1,7 ms pour le_groupe_: contrdle et de 41,4 i 1,3 .j g
ms pouf le groupe ERKOB. Finalement les vaieuré_ obténués éour l-’inter\}alle QTc sont de

42,9 £2.1 ms pour le groupe contrdle et de 42,9 +1,5 ms pour le groupe ERKOp. |



-75-.

Maile CTL . Mile ERKOp
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Onde P (ms) PR (ms) Segment PR (ms) QT (ms) HR (bpm) QTc(ms) . n

MileCTL 1130, 329+07 21,6207 412+09 6396216 425+13 3
Mile ERKOB. 11805  31.7+08 “199+10 43312 630217  442%13 3

Figure 3-10 : Enregistrement d’ECG par télémétrie dans le groupe mile ERKOp

Exemples de tracés de télémétrie obtenus chez des souris méales controles et ERKOP agées
de 2-3 mois. Tableau comprenant les valeurs obtenues pour les paramétres d’intéréts
mesurées soit I’onde P, I’intervalle PR, le segment PR I’intervalle QT, le rythme cardlaque
et]’ mtervalle QTc (* p< 0.05).
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323 Enregistrement d’ECG par Langendorff

| .Compé‘fativerr\lght aux deux techniqUeé précédeﬁt’cs _. qui'pérmetta.ient de mesurer dé
maniere in vivo les param,étres' de l’él‘ectr_ocardiog"ra_mme, la technlique.'du Langendorff
permét l’étqde de ces mémes péramétres mais de maﬁiére ex-viyo.._.'Le Laﬁgendqrff consiste '
a enregistrer les paramétres éléctrophysiologiques .- sur- ‘un _myocafde .explanté .. de
I’organisme. La caractéristique distincte de cette approche est qu’ellé permet 1’étude des
.paramétres de ’ECG intrinséqﬁes aﬁ myocarde. En effet, a. l’inté.ri.eur. d.e l;drgénis'm_e le:
myocarde est sujet a de nombreus¢_s influences externes, la plus importante d’entre elles
étant exercée par le systéme nerveux autoane.[127] 'Ce sy'stéme innerQe le c&ur et exerce
au besoin, une influence sympathique ou parasympathi@ie sur le mYocafde. Ce type.
_d’inﬂuencé péurrait contﬁbUer' a | masquér des 'différencés i_ntrinséque_s au myocarde
engehdrées par certainéé conditions, I’absence d’une stirﬁulation_ o'es'trogénique 'cbr'np'léte :

pouvant possiblement étre ’une d’entre elles.

Les paramétres de ’ECG ont donc été meéurés 'chez notre gréupe de sdufié femelies
. controles, ERKOP .. et ovariectomiééés. .L_es résult.a_t"s que nous. aQQns obtenus pour .
l’ihtewalle PR sont de 3.2,5. + '4,5 ms pour le gfoupe de souris conf_rél_és, de 35,3 + l,O.ms.
pour. le groupe de souris ERKOB et de 32,8 + 0,8 ms pour le 'grqﬁpé--ova.ﬁecfomisé. Pour. -
I’intervalle QT les valeurs obtenﬁes sont de 46,5 + 5,5 ms pour le gfbupe contrdle, de 44.3
_i _0...6 ms..pourlle groupé ERKOB et de 58,8 + 8,5 ms bour.-l_e groupé ovariectomise:
_ Finalemeﬁt,- les valeurs 'recuei'llieS_. pour l’.intervall¢ QTc sont de 38,5 i 3,9 ms pour le

groupe de souris contrdles, de 36,9 £ 0,5 ms pour le groupe de souris ERKOp et de 44,9 =
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6,3 ms pouf .le groupe de souris ovaﬁectorﬁisées. Ala lumiére de ces résultats, il ne sembl_e'-
‘pas que le systérﬁe nerveux aﬁtono_me cor_npensé ’absence de stimulation oestrogéhiquc.'car
E aucuﬁe différence statistiquerhent sigrliﬁcatiVe dans les paramétres d¢ I’ECG n’est présente

" malgré I’absence de ce systéme dans les expérimentations de type Langendorff.



PR (m.s) - QT (ms)’

. QTc (ims)

HR (bpm)
Femelle CTL 32,5+4,5 “465+5.5 4158« i4,3 38.5+3,9
Femelle ERKOP 35310 44306 416103 369+ 0.5
Femelle ovx ' 328+08 588485 3472148 449463
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Figure 3-11 : Enregistrement d’ECG par 'Langendoi'ff ,dahs le groupe femelle ERKOB.

‘Tableau présentant les valeurs obtenues pour les paramétres d’intéréts mesurées soit
’intervalle PR, I’intervalle QT, le rythme cardiaque et I’intervalle QTc dans le groupe de

- femelles contréles, ERKOp et ovanectomlsees (P\,a|eur

0,403).



-79- .

- 3.3 Courants calciques
Les courants galciques de t'y‘pe L sont impliqués dans l’initia_tibn du phénomene de
| la rep'olaﬁsation cardiaque et dans I’initiation du couplage excitation-contraction de la _
cell'uklke. Ce courant ionique entre dans la cellule aumomént de ‘1a<phase platéaﬁ du.potentiel
“d’actién.. Lors dc; 'cet'le pha;e, l’enfrée de calcium est en équilibre avec la sortie d’iqns A
potassium. Cét équilibre. sera maintenu jusqu’au moment ou le poténtie1 membranaire
. redescendra a des valeurs pe'rmettant’ l’ouvérture dé lfeﬁsemble des canaﬁx potassiques ce
qui amenera la cellule a se:repolarisér, La repolarisation cafdiaque (intervalle QT) est donc
un é\./énement r.nu],ti‘factoriel qui est ¢nc1enché principalémeﬁt' par I’ouverture des canaux
A potassique§. Cependant, le moment d’ouvertur¢ de ces canaux dépend d’un équilibre dans

 lequel participe les canaux calciques.,

- En effet, . 1a durée ‘du potentiel d’actic‘)n‘ et de' 1’interv‘a11e QT sont directement
influencées par la densité des cQurants calciques entrants dans la cellulve"vet des courants
potassfques sortaﬁté de la ceilule. Afin de ne pas entrainer des différences‘ Visibles dans la
durée du potehtiel d"action et de I’intervalle QT, les variations dans 1a densité de courant
cal:cique (IcaL) ou pofassique (Ix) devraitv touj‘our‘s étre cbrﬁpensée,tel que démontré sur le

~diagramme suivant :

1 Ica— 1 Potentiel d’action , T courants K" —> | Potentiel d’action

 } Lca.—> | Potentiel d’action 5 | courants K" —> 7T Potentiel d’action
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Malgre I’absence de différences dans  les paramétrés éléctrophysiologiques in vivo

et ex vivo caradtérisant la 'r’epolar,isatioh _cardiéque, Vteliqué‘ de’monti‘é dans '1av Secti'on
précédente, de;s différences au niveau de i’équilib@ iof;ique cellulaire ‘pouvaient tout de
méme‘exister. [128] ’Il'est en effet connu que la valeur de 1’intérvallé QT raccoﬁrcit chez le .
garqon,'comparativement aux filles, au moment ‘dé la puberté.'Plus‘iev:Urs, évidences dans 1;1 s
littérature suggérent que cette 'différencé s’eiplique, par, i”augmentation’ desﬁ hormones )
androgéniques. Cépéndant, l’impiication des oestrogénes demeure encore a élucider. Est-ce
qu'une diminution des oestrogénes peut moduler le QT et les p'a'r}ainétresl
’électrophy'siologiques cellulaires caractérisant la repqlalisatjbn cardiac'l’ue? Serait-ce plutdt

la variation du ratio cestrogeéne/androgéne qui permettrait de moduler ces paramétres?' '

La durée des potenﬁels d;’ action ventriculaires et des cou’r@nts pdtassiqugs a tdut :
i d’abbrd été étudiée chez les sduﬁs ERKOq et ERKOﬁ femelles et males, car ce sont les
principaux indicateurs de 1a fluctuation de- la »dufée de 1%1 'reApolarisationj car&iaque.
L’hypothése énoncée a ce 's‘ujet_étaivt Aque I’absence de 1’une oﬁ l’autre dés deux isbformes
“du récepteur 'éux o‘est;ogénes chez 1és souris | ERKOa e{ ERKOB entrainerait le/‘
rac_courcis}sem’ent‘ de ’intervalle QT, du potentiel d’action et l’éugmentétion V<Vie la de'nsité‘
des courants potassiques au niveau des cellulés’ venhicUléireS ‘myocérdiales. La
caractérisétion'de; la durée des potentiels d’action et de la densité desv courants potassiques
p’re’s'e’ents dans les ﬁlyocytes ventriculaires »inﬁrmaitv cependant} notre hypéthése initiale. Il»
‘nous restait une demiére composante é've"riﬁer aﬁﬁ de Validef qu,’éucu’nvpar'amé’t’:‘re de la

repolarisation cardiaque n’était modifi€ par [’absence d’une stimulation oestrogénique



-81 -

:éompléte sﬁr le myocarde : le courantAca'l(:_:i'que de type L'.A Ce courant étant d’une moins
grande afnplitudé que les cpﬁranfs Apotassiques chez la souris, il n’était pas exélu qu’il
_' puissé étre modulé [128, '129] sansv engendrer directement. des différences dans les autres
o pa.ramétr.e.s électrophysiologiques .cellulaires. Afin de combléter ﬁotre étude, la densité et la

cinétique. des courants calciques de type L ont donc été caractérisées chez la souris ERKOo, . :

et ERKOpB femelles e:f males.

3.3.1 Groupe femelle

3.3.1.1 'Densi.té de courant
La densité du courant cajciqﬁe de type L a été enregistré selon un protocole de |

_ voltage ét_éb‘lit. Un pulse d’inactivation de -80 mV est imposée 4 la ceilulé .pendant 100 ms
et un-de_u)'(iéme.pr.épulse- a <45 mV est imposé a la cellule afin d’inactiver les courants.
sodiques. Des sauts de voltage de 10 mV allant de -50mV 2 +60 .mV ont été imposés a la

_ cellulé, chacun de ces sauts durant 250 ms et é.-._l.lne fréquence de 0.1 Hz. La densité de
courant traversant 1¢ canal é ete enregistfée pour chacune de cés valeurs de voltage. Lé
cel.lule a par la suite été _ramehéé 2 une valeur de potentiel membranaire au repos soit de -80
mv.

L’obj éctif de ces expérimentations .était de voir 1’impéct de I’absence de stimulation
oestr.ogénivque partielle ou co.mpléte sur la densité des ;:ourants _calciques de .tyi)e L du
o my,ocaf_de. Pour ce faire, la densité de courant calcique de type L a ét6 rﬁesurée chez un

| groupe'dé souris contréléé,' ERKOq,_ERKOB et chez un groupe de souris 6vari'ecto_misées.

L’intérét de la souris ovariectomisée réside dans le fait qu’elle ne subit aucune stimulation
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' oestrogé.nique,. comparativement aux souris ERKOa et ERKOB poﬁr lesquelle.s.ce blqcage_

| est partiel, car'les .ovaireé (premiére source de production :(l’cnétfogénes) ont été supprimés

: Che‘z les anirri;ux ovariectomisés. Selon l’ﬁypothésé initiale énongée,_ la densité de courant
dé_vraﬁ étre plus pétite éhez.les souris ERKOa et E‘R.KOBrco.rr.;plar.ativement au .gr\(:)upe..
controle. La densité de. courant atten‘d..u'e du groupe ovariectomisé aurait elle di étre plus
faible que chez les groupes ERKOa et ERKOB sachant que tdute stimulation oestrogénique '

_est éliminée chez les ovx.

Cependant, les résultats que nous avons obtenus ne s’oﬁentéﬁt pas du tout dans céfte
direction. Tel qu’il est montré é._la figure 3-12, la'dens.ité de éou'rant mesﬁfée_ péur
I’ensemble des valeurs de voltages ‘im'p(.)sés ala cellulne‘ ne 'so.nt' pas statistiquement
différente_é entre les quatre groupes étudiés. En effét,. la. vale_ﬁr de densité de courént
maximalé obtenue'a 0 mV est de -7 £ 0.5 pA/pF pour le 'groupe d_é souris .contr(”)le.,s', -59 £
1,25 pA/pF pour le groupe de souris ERKOa, -8,3 + 0,8 pA/pF pour le groupe de souris |
ERKOp et de -7,8 + 0,88 pA/pF pour le groupe de souris (')variécto'mis'é_e.s_. La densite dﬁ ..
courant calcique de type‘ L ﬁ’est don(; pas modulée par une stimulation partielle (l’iSbfonne
alpha ou béta du récepteur_ toujours fonctionnel_lé r_eépectiverf_nent chez.l_a sounsERKOB et

ERKOa) ou par I’absence totale de stimulation oestrogénique (sour_is oVari¢¢tomisée).
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Figure 3-12: Effet de I’absence de stimulation oestrogénique partielle ou totale sur la
. densité des courants calciques de type L. mesurés dans le groupe femelle

(A) Cette figure nous montre des exemples typiques de courants calciques de type L
mesurés chez des souris femelles CTL, ERKOa, ERKOP et OVX. (B) La courbe du
courant en fonction du voltage obtenue chez les groupes de souris femelles CTL, ERKOq,
ERKOB et OVX pour lesquelles les valeurs de den51te de courant ne sont pas
51gmﬁcat1vement dlfferentes entre les groupes (*p<0.05). .
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, Maigré l’absénce de diffeérences dan,s: le groupé feméilé dans la densité du courant
calcique de type L, nous nous soninies intéressés 4 savoir si la cinétidue_d’aétiVati’on et
d’inacﬁVatioh‘ du caﬁa] pourravit"‘cependant étre modulée"pér 1’z;bs_ence de_l’ﬁhé .ou. I’autre
des deux isoformes fonctionnelles Ad'u:récAep‘teur’ aux oestrogéne’s; ll est connu que la-
cinétique d’activation et d’inactivation du' canal calcique de.ty'pe'L .pe'ut étre di;ectemeﬁt B
modulée par des concentrations aigues d’mstrogéne (effet non génomique). Qu’en est-il de .
'lé modulation géhomiqﬁe de la cinétique de ce canal ? C’est A cette'-ques.tion’(iue nous -

avons tenté de répondre a 1’aide des expérimentations suivantes.

3.3.1.2 Acfi\;étion du caﬁal calcique de typé L

- L’activation est le'processus par‘]'eque]’ le cana] ouvert est amené & des valeurs de
-potentie] membranaire _qui favdrisent le passége d?iﬁné, Il est p‘os‘siblev de mesure_r‘lé
_pourcentage d’activation du coufant en fonction des valeurs de pbtentiel membranaire qui
‘lui sont imposées [130]. Le méme b‘rotoco]e que (?ell.li‘ de la d_ensité de courant est utilisé; :
mais cette fois les valéur‘sAde densité de courant‘ob'tenue pour chacune des valeufs ’de‘
Qoltage impoéé‘e ala ‘cellule sont ﬁtiliséé et mis en relgtion avec la "valeur de coufant_
maximale.[131] Un ratio est‘célculé,-le;pour‘ce':nté.ge d’activatioh du couranf et il v'est‘.
jpossib]e d’obtenir la valeur de deux constantes le Vi qui re;‘)r'és'énte ]a‘Valeu'r de voltage
pour laquelle 50% du courant est aétivé‘ et le Sy qui ;epfégmté le niveau"d’activation‘ du -

~ canal.

La cinétique d’activation du courant calcique de type L a été mesurée dans le

groupe femelle. Les valeurs que nous avons obtenues et qui sont présentées dans la figure
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3-'13,.' nous .montrent qu’il h’y a pas de différences statistj.qﬁemen_t significatives dans la :
‘cinétique d’acti\}ation d_u. .canal Cal#:fque de fype L entre les groupés de femelles contrdles,
B ERKOa, ERKOB et ovariectomisées. Uné stimulation .oest.rogénique compléte,  partielle
“absente né semble . pas inﬂuencef la cinétique d’activation du courant calcique de type L

ventriculaire.

08 ]

ERKO « C . —a—CTL (n=10)

. . . | —e— ERKO «(n=3)

. ‘T —a— ERKO B (n=7)
- : i ’ —v—QVX (n=5)

. 0 mV

ERKO B A5 my

: B : SomyS0mv 8omv 027
00 : . . : ; .
. . -50 -40 -30 -20 -10 0 10

l ovxX -

Vo'Ilage {mV)
50 ms

o
@

% Activation

10 pA/PE

Figure 3-13 : Impact de 1’absence partielle ou totale de stimulation oestrogénique sur

la cinétique d’activation du courant calcique de type L dans le groupe femelle. '

(A) Cette figure nous montre des exemples typiques d’activation du courant calcique de

type L mesurée chez des souris femelles CTL, ERKOa, ERKOp et OVX. (B) La courbe
~P’activation du courant mesurée dans les groupes de souris femelles CTL, ERKOa, ERKOp

et OVX pour lesquelles les valeurs ne sont pas significativement différentes entre les
- groupes (* p<0.05).’ ' ' : ' -
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3.3.1.3 Inactivation du courant calcique de type L

_L’inacfivation_ ‘r_e.présente_l’état ou le canal est'At_Qujoufs a 1état ouveﬁ mais plus
aucun ion ne peut.le traverser. Il exisfe différents r:nécanism'eS'd"linal'lctiv'aition., celui de_ la
"ball and chain" et de I’inactivation eri C-terminale étént les plus éourMment vus chez les
canaux ioniques activés par le voltage. Lors de lé 'mesur¢ de _la‘cinétiqu_é d’,inactivation,
~ 1’objectif est de'més_urer le pourcentgge d’inactivation du courant en -foncti(_)n'.du voltage
qui lui esft imposé [93, 131]. Plué spéciﬁquemeht un protocole: brécis | cofnpfenant'
I’imposition de saut de _voltagé de 10 mV partant de -60 mV et aflant jusqu’a +20 mV pour
une durée de 250 ms ont été ifnposéc a la cellule. Un p.uise ﬁnal de +iO mV-a finalement
- été imposée ala cellule.avant de.la. ramener a son potentiel de reﬁds de -80 mV. "La densite
~de courant traversant le cénal a ensuite _été mesurée. Chacune-d_e‘s' valeufs de courant a
| ensuite; éteé utilisee afin de calculer le pourcehtage d’inactivation (densité de couranﬂdeﬁsité

- de courant maximale) du canal pour chacune des valeurs des voltages qui lui sont imposés. .

La cinétique d’i}nact‘iv'a.tion du courant calcique de type L a donc .été mesuréé' dans le
- groupe femelle. Les valeurs que nous avons 'obtén.ués'e.,t qui Sont p_résentées dans la fi g_uré._',
3.13, nous peﬁnettent de voir la valeur de Voltagé péur-laquélle 50% du co;ifant est inactivé
(V1/2) et lé rﬁveau d’inactivation du courant (S;). Le Vi lcalc_ul.é ﬁour Tle grbupe. de |
.fcmc_alles éqntréles est dé -33,9, pour le groupe ERKOp est de -33,0 et p(_)u_r'le groupe OVX
‘est de -33,5.-Les.valeurs‘obtenues pour le Sl/i sont de 5,2 pour le groupé contréle, de 5.4
" pour le glroﬁpe ERKOp et de 5,1 p§ur le groupe OVX. L.’eris‘erhble. dcs .\}aleurs rﬁesufées

- concernant la cinétique d’inactivation chez le groupe femelle ne sont pas statistiquement
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différentes. Une stimulation oestrogénique totale, partielle ou absente ne semble donc pas -

moduler la cinétique d’inactivation du courant célcique de type L.

0,8 -

-% inactivation

0.2+

0.0

—=— CTL (n=6)
—=— ERKOB (n=4)
—a— OVX (n=8)

-60

+20 mV +10 mV
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oy

B

T
50 7

T T
-40 -30

T T
-20 -10
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Vip SI{Z
~ CTL -33,9 52
ERKO B -33,04 54
ovX -35.5 5,1

Figure 3-14: Impact de I’absence partielle ou totale de stimulation oestrogénique sur

la cinétique d’inactivation du courant calcique de type L dans le groupe femelle.

(A) La courbe d’inactivation du canal mesurée dans les groupes de souris femelles CTL,
ERKOB et OVX pour lesquelles les valeurs ne sont pas significativement différentes entre
les groupes (* p<0.05). (B) Les valeurs de V5 (valeur de voltage pour laquelle 50% du
courant est inactivée) et de Sy (taux d’inactivation du canal) pour lesquelles les valeurs
sont similaires entre les groupes (* p<0.05).
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3.3.2 Groﬁpe male
'La dgﬁéité etlla'_ cinétique des couranfs calCidués ont aussi été mesurées dans le
groupe '<.1e soﬁrjs f'néle_s.- L’intérét du. groupe male réside ‘dans le -fait_que ces -séuris-
pdssédent des niveaux moins élevés d’oestrogénes. Donc, .com.pafati_ver.nent aux femélles’,
la possibilité de stimuler 1’autre isoforme du récept_eﬁf aﬁx oestrogénes toujours exprimé et
- fonctionnelle est moins probable. Ce modélé‘-nous perrﬁet dfétudiér I’influence d’un¢

véritable stimulation parti.elle oestrogénique sur le canal calcicjue de type L.

3.3.2.1 Densité du courant caicique de type L - .

“La mesure lde- la densité de courant calcique de'fype L 'a_.été éffectué selon un-
protocole étandard de mesure des _c:anaux calciques tels qﬁe déérit pré_cédemment. Les
résultats que nous avons._.obtenu et qui sont présentés a la ﬁgure 24.11'01.18 montrent q-.u"'il. n’y
a pas de difféfences staﬁstiquement significatives dans la. densité de courant calcique de:

type L entre le groﬁpe de souris méles contréles (-7,7+ 0,5.),. le groupe de souris ERKOua (-
8,7 + 1,8) et le groupe de soﬁris ERKOB (-8 £ 1,6) "21‘ la Qéleur reportée de .O mV, maié aussi
| pour I’ensemble des autres. valeurs de courants rﬁésuréés. L"l’abse'nc'e de_ I’une Qu'.l.’autr.e' des
isoformes fo.nctic.)nnelles du récepteur aux oestro‘génes ne semblent .pas inﬂuénqer la denéité_

de courant calciqué “de type' L cardiaque dans le g_r'o'u'pe de . souris - males.
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20
Voltage (mV)
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Flgure 3-15: Effet de ’absence de stimulation oestrogénique totale sur la densnte des
courants calciques de type L mesurés dans le groupe mile

(A) Cette figure nous montre des exemples typiques de courant calcique de type L mesure
chez des souris males CTL, ERKOa, ERKOpB. (B) La courbe du courant en fonction du
voltage obtenue chez les groupes de souris méales CTL, ERKOa, ERKOB et pour lesquelles

les valeurs de densité de courant ne sont pas significativement dlfferentes entre les groupes
* p< 0.05). |
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3322 Activation du courant calciq_tie de type'i, | ‘

- La cinétique d’acti.vation du courant calcique de type L a été mesurée dans le
groupe male. Les valéufs que nous avohs obtenu et qui sbnt présehtééé dans la ﬁgufe 3-16.
~ vont dans le méme sens que cé que nous avons obten’u‘précédemmé.r_l‘t.soit.qu’il n'ya pas'd_e |

différences statistiquement signiﬁcat'ivé_s dans la cinét.i.q‘ue d7acfivation du courant calcique -
de type L entre les groupes de males contrdles, ERKOd, ERKOB L’%lbsénce de I’une ou '
..l’autre.des deux isoformes du récep’(eur aux oestrogéhes n’entrainepﬁs _dé modi'ﬁc.avtions, en. |
.condition physiologique, dané la cinétique d’activation du courant g:alcl:ique‘de_ type L

ventriculaire.

3.3.2.3 Inactivaﬁon du courant calcique de t_yi:n; L
' Lé cinétiqﬁe d’inactivation '.du cOﬁrant calcique _de‘ type L é aUési été mesurée dans _
: le groupe male. Les valeurs que ﬁous avons obtenu et qui sont.préser.ltées dans la figure 3- N
17, vont.dans le méme sens que ce que nous, avonsvol.)ten'u 'précé.dc?mmér}t soit qu’il n’y a
pas de différences statistiquérﬂeht significatives dans la Ci_nétique d’inz.i'(.:ti:va;(ion du'cburan;(
| calcique de type L entre les groupes de males éor_ltrcﬂ)'les-, ERKOa',- ERKOB. L’ébsenée de.,‘
I’une ou lautre des deux isoformes | du récepteu‘r‘ aux oes’_(rogénes n’_.ehtraine pas de
'mod.iﬁ.catior-ls,. en condition phy's.ioldgique, dans -la. cinétique;~d"in'_acti\./at:io.n du. courant

calcique de type L ventriculaire.
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Figure 3-16 : Impact de ’absence partielle ou totale de stimulation oestrogénique sur

la cinétique d’inactivation du courant calcique de type L dans le groupe maile. ‘
(A) Cette figure nous montre des exemples typiques d’activation du courant calcique de
type L mesurée chez des souris males. CTL, ERKOa, ERKOP.
’activation du canal mesurée chez les groupes de souris' males CTL, ERKOa, ERKOp
pour lesquelles les valeurs ne sont pas significativement différentes entre les groupes

 (*p<0.05).

(B) La courbe de
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Figure 3-17: Impact de ’absence partielle ou totale de stimulation oestrogénique sur
la cinétique d’inactivation du courant calcique de type L dans le groupe male.

(A) La courbe d’inactivation du courant mesurée dans les groupes de souris males CTL,

ERKOa et ERKOB pour lesquelles les valeurs ne sont pas significativement différentes

entre les groupes (* p<0.05) (B) Les valeurs mesurées de Vi (valeur de voltage pour

laquelle 50% du courant est inactivée) et de S;p (taux d’inactivation du canal) pour

lesquelles les valeurs sont similaires entre les groupes (* p<0.05).
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4 Discussion

41 Efficacité de détec»tion de la technique utilisée pour | le

! ‘génotypage | | |

- Le PCR est ﬁn_e tecimi_due hautement fiable et qui perm‘et,A entre -autres, de réaliser le
génotypage d’animaux trahsgéniques. En raison de la haute spéciﬁcité> des amorces qui sont -
conqués pour la portion d»u‘géne d’ihtérét a amplifier et la mutation qui y est insérée, cette

technique offre rapidement des résultats de haut rendefnent.

Tl Vest toﬁtefois possible d’obtenir des résultats err:onés’ avec la technique du PCR si
certaines précautions ne sont pas prises. Dans un premiér tembs, il est primordial, lors de la .
' mise’ au pbint des amorces et des 'cAon‘ditiAons a’mnpliﬁCation, de Vvs’assurer qu’un seul produit;
de P»C}Rf'séra formé pour chaque paire d’amorces utilisées. De mauvaises températures
- d’appariement et/ou d¢s amorces mangquant devsp'éc'iﬁ‘cité peuvént: amener la fonnatioﬂ de
prodﬁit de PCR multiples, ce qui rdiminu-e grand’ement' la fiabilité et la précision de la

technique de détection.

La mise- en blace de _conditions offrant une grandé spécificité et sélectivité dans
I’amplification des produits désirés permet d’éliminer la majérite’ des "erreurs reliées 2 la
technique de PCR. Cependaht, éertaines erreurs inhérentes a la man”.ipulationvdes prodﬁits

| de PCR peuvent aussi entrainer au final des erreurs. La pl'ﬁs 'co'mmune d’entre elles est la
: contamination de f)roduits dé PACR‘ migrant dans des puits céte-é-céte et pour l_aq'uelle une

simple diffusion entrafnerait une fraction des produits de PCR d’un échantillon dans_ la
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colonne voisine. Afin d’éliminer cette p’oss‘ibilite"d’erreﬁr“il est important de ‘toujour)s
s’assurer que ‘lfintensité d‘e la lufninosité est similéire entre Achécﬁne des bandes de produits
de ﬁCR présel‘lt‘ sur le gel. En cas de doUté, lorsq’uveAdeux échahtillon_s migraqt Céte-é cote
p’résénfe le méme génotype iflais que leur lpminosité est visiﬁlefri_enf.trés- différente, 1l est
nécessaire de faire migrer a noﬁveau’l?é’chantiHOn avec la luminosité la plus faible afin de
- s’assurer que les résultats observés ne sdnt’pa‘s dues a de la ,contamyination. Finalement il est
“primordial de toujours fai;e‘ mi grer'ces échantillons évec un marqueur de p_oivds:moléculaire ;

afin de s’assurer qu’aucune anomalie ne s’est produite durant la procédure d’amplification.

Il éxiste d’~ai.1trés techniques que le PCR aﬁh d”effectuer le géhot’ypagé qui offrve’s‘oit
~ plus de puissance, de 'précisi'on ou de rapidité tel que la téﬁhnique dé Southern Blét etla
technique du QPCR. Cependant, I’excellent rendement de A‘l‘a techniciue de PCR Ajumel‘e'A é ;
Vson moindre colit et & son temps d’é);écution plus qu’acceptable faif qué ceﬁe techﬁique est -
celle qui es£ le plus communémeﬁt utilisée lors du génotypage des a.nim‘aux‘; La rigueur, 1a |
constance et‘ lé’ ‘précision dés resultats ‘que.nous'obAt‘Aenmvls' a‘veé cette?'pprqéhe dans .lé

laboratoire font que la possibilité d’erreur dans le génotype de nos animauk est trés faible.

4.2 Dosage des oestrogénes : efficacité 7d'eA la techniQue Vet_.
“implications des valeurs mesurées | |

La techniqué ELISA ‘est ’approche que nous avons utilisée afm de réalise.,rAle

dosage des ni;/eaux de 17B-0estradi'ol dans nos éch‘ar‘lti’llons d¢ S'é’i'umvde souris. Le 17p- -

oestradiol est la forme prédominante sous laquelle les oestrogénes sont retrouvés dans
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'l’organisme.. L’objectif dez ce dosage étéit dans un. premier temps d’identifier si les _
‘concentrations d%_xastrogén’e _refrou_vées_ dans la lignée de souris C57BL/6 étaient similaires
aux cbnceht:rétions retrouveées chez d’autres lignées murines céuraminent utilisées soient les
1ignéés CDI, C3H, FVB et SJL. L.a lignée C57BL/6 était _paﬁiculiérement_ d’intérét car c’esi
sur .cette lignée qu.e'l la mutation ‘permettant aux souris de ne plus avoir l’uﬁe ou I’autre des

isoformes du récepteur aux oestrogénes fonctionnelle a été insérée.

Le deuxi¢me objectif poursuivi_t par ce doSage"était de vérifier les chcentratidns'
sériques des oestrogenes chez la lignée ERKO L’hypbthése avancée était que I’absence de :
‘I’une ou l’autre des isofofmes du récepteur pourrait amener une compensation au niveau
physiologique. Selbn la théorie des récepteurs et les principes de pha.rr.nacologie,.cette
. compensatiqn pourrait,‘ entre autres, se traduire par des niveaux signi.ﬁcativement plus_
élevéé d’oestrogénes afin de stimuler maxirﬁalement I’autre iso_erme' du récepteur -aux

.oestrogénes, toujours exprimée et fonctionnelle.

‘Les résultats que nous a\fons. obtenus nbué ont permis de répondre a nos questions
“préliminaires. En ce qui conc‘eme. les 'Illiv'eaux de 17B-oestrédiol (pM) mesurés chez les
soﬁris ferhelles C57BL/6, lés valeurs obtenues‘ sont .similaires a celles mesurées chez
d_’autres lignéeé de souris coﬁramment utilisées soit les 1ignée§ CD1, FVB, C3H. et SJL.
Cette observation est tres irhportante car des études préalébles dans. le léBorat_dire'ont
clairement démontr_é que lf;S niveaux d’androgenes étaient signiﬁcétivement plus faibles
chez l_é-li.gnée C57BL/6 qompafafiver_nent a 15 lighée CD1. 1l aurait donc pu étre possible
que cette mém§: tehdancé se maintienne pour les horrﬁones féminines. Outre. lé similitude'

dans les concentrations des. oestrogénes entre les lignées, cette information nous permettait
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aussi de constater que les souris C57BL/6 se comportaient hormaiement en ce.. qui a trait
aux mécanismes de 1;1 synthése des ‘oestrogenes ce qﬁi nous laissait croire que des
différences dans la régulation hormonale pourrait étre obsefvées_ chez notre 'modé_le

transgénique.

En ce qui concerne les niveaux de 17B-oestradiol mesurés”éhez les lignées ERKOa
et ERKOB, des résultats intéressants ont pu étre recueillis. En effet, les valeurs mesurées
sont plus élevées chez les souris ERKOa que chez les souris ERKOB Ce résultat nous
porte a croire que l'isoforme alpha du récepteur pourrait avoir uﬁe importance
physiologique plus importante que P’isoforme béta du récépteur car son absence semble étre
compensée par de plus grandes concentrations circulantes d’destrogénes. La littérature
recense le réle prédomihant du récepteur alpha sur les processus reliés a la. reproduction ce
qui pourrait expliquer, en partie, l’augm'ehtation impbrtantc des niveaux d;oestrogénes lors
de 1’absence de fonctionnement de ce récepteur. Les niveaux d’oestrogénes chéz la souris
n’exprimant pas une isoforme fongtiohnelle du réée‘pteﬁr bétﬁ sont similaires a ceux
- observés chez la souris fefnelle de type sauvage. Toutefois, étant doﬁhé le faiblie. hombré'

d’animaux utilisés, il est difficile de porter une conclusion définitive sur cette observation.

Les niveaux de 17|3-§estfadi§_l bnt aussi été mesurés éhez de_sllignées. males. Les
récepteurs aux oestrogenes sont aussi présents che.z les males. Ils y jouent un réle moins
crupial que chez la femelle lors de 14 reproduction mais l’abseﬁce de fonctionnalité des
récepteurs a aussi des répercussions chez le mﬁlé.. Les valeurs de dosage qui ont été
obtenues nous montrent que_les valeurs de 17p-oestradiol sont siﬁiilaires entre les lignées

de males C57BL/6, CD1, ERKOa et ERKOP. L’augmentation dés cbncentrétions
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circulantes des Oestr'ogénes. ne semble pa.s:_ se maintenir chgz la lignée male ERKO. Cela .
peut probablemént s’expliquéf d’uné part par un réle secoﬁdairé des oestrogénes. dans’ la'.
_' régulation'.hormonale -ma’s‘culrine, tfés loiﬁ derriére le role joué. par les androgénes. Par

o ailleur.s, iés oestrogénes sont uniqﬁement synthétises chez le méle par les glandes surrénales :
ét lé tissﬁ adipeux; deux sites qui atteignent plus rapidement leur capacité de Synthése

maximale.

La technique de dosage utiligée est une technique qui permet (ie quan_tiﬁer de trés
petites quantités de sérum (160 ul). Cgla' représénte' un grand avantage lorsque les -
" échantillons a doser provi.ennent de petits animaux, tels ‘que les rongeurs. L’utiiisation de
petits échantillons 'p.résentent.'aussi. certains inconvénients qu’il est important de considérer
- lors de l’intgrprétation de_s résultats. Dans un pfemier_ temps, il est important de considérer.
lé VaﬁaBilifé, la sensibilité et le niveéu de détéction de la' techniqu¢ et deé appareils utilisés
pour féaliser les dosages et cela peut expliquer en grande partie la grande variabilité des
- résultats obtenus, vaﬁébilité qui- se tfaduit paf de grahds écarts-type dan.s la plupart des

groupes.

' ; | La variabilité inhérente dela techniqué se.Situe 2‘1. plusieurs niveaux. Tout d’abord, la
difﬁculté de la technique féside dans la .q_u.antité .de"sérum sanguin pouvant .étre i)rélevée
‘chez la souris. De 150-200 pL de sang peuvent max_imaiement ‘étré pr_élé\./é'e, suivant
ouverture de la cage thoracique. Suivant la centrifugation des échantillons, le yolume de
| séruiﬁ 'restant est der7‘0- 175_0 uL"c.e.qui_est souvent la quantité mini_male pour étre en mesure
de réalisér dés. expériences sur ces échantillons. De _}.)lus,' il n;est pas rare qﬁ’un- cértain

niveau d’hémolyse persiste au niveau du sérum sanguin, ce qui fausse le volume exact de

~
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~ sérum ef peut vcontribuer‘e‘l interférer avec les’ dosages effectués. Le niveau de ,cdnsefvjation |
des sémms est‘aussi un élément q}’ui:peut v'arie‘r’d’un éch_anﬁlloh é ’autre, certains ﬁyant été
conéervés beélucoup plus longtemps au congélateur et leur stabil‘itvé ayant pu étré influencé

pé_r le gel et dégel d a ’utilisation du congélateur par de nombreux.utilisateurs.

Outre la stéﬁilité de base des échantillons, 'la‘q“ﬁantit‘é dé produits doséé a aussi pu - |
étre influencée par la variabilité de la technique d’extfacfidn initiale,dés pvrodui‘ts qontenus
| dans le sérum. Finalement la variabilité de la quantité des produits dépqSéS sur la plaque de
.lecturé a aussi pu étre légérement variable entre les échantillons ce  qui peut aussi explicjﬁer

en partie la variabiliité des résultats obtenus.

| Au niveau de la sensibilité, ce p’are‘lm'étre est grandémént iﬁﬂuencé par les limites de
-la technique utilisée qﬁi_ ne peut détecter a partif de' la Valéur de 10 pM et jﬁsqu’é la valeur
de 2060 pM la cV:oncervltration' de produit présent dans 'l:’écv:hantilvlon. iy est impdrtént de o
“comprendre que les oestrogénes sont en concentratiohs de ’ordre des pM dans I’organisme. »
La quantité présente dans un échantillon de sérum de 50 uL est donc trés' petite§ Pluéielirs
| échantillons étant probablement trés proChes de‘la'li‘r’nite inférieure de détection n’ont pu ‘
éfre dosées, ce qui diminue grandement la puissance ‘stafistiqﬁé ”ae plusieurs ’Vgroup’evsv_ et
ameéne 2 la hausse 'certainés' moyeﬁnes qui auraient été'plus' ’faibl,es_ ‘si 'ces'iéchantillons' :
auraient pu Etre détéctés. Oufre la ‘lecture des éc;hantilléns, »ri’ayant pa}s’» fonctionné; la
‘ pUiSSé.née statistiQUe de cette expérienée est directement propoirt}ionnellé' au colt de ces
experiences qui est trés €élevé et pour lequel il est tres dispeﬁdieux de se pfocurer des kit de
dosage et de procéder au ‘sa’criﬁce d’animaux suppiémentairés e’t} cie léur's'échantillons de-

sérum correspondants. Finalement, la variabilité des résultats obtenus dépend est aussi -
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Ainﬂuencé»pell.r les limites de détection inhéréntes au spectrophotomét_re permettant la 1ectur¢ 3
“de la plaque. Meﬂgré ces ébstacles; les résultats (jue nous avons obtenus nous peﬁﬁettent "de:
a répoﬁdre 4 nos questions_de dépért concernant les concentrations circulantes ‘de 17pB-

. oestradiol et nous permette de compléter la caractérisation initiale de notre modéle animal. |

43 Le modéle ERKO: modéle d’étude de la régulation
hormonale de la repolarisation cardiaque par les
oestrogénes |

Plus_ieurs' études établissent Clairément le lien entre les androgénes comme
modulateurs des c.ourants" potassiqués‘.[12_3, '124] constituants la fepolarisation cardiaque.
' Cependant,_ l’impiication des oestrégénes a ce sujet demeure encore i éluCid.er. L’ensemble

des expérimentatio_ns réalisées daﬁs le éadrg de‘ce. projet avait comme objectif d’essayer de
faire prdg'reSser les conn'aissances.e‘l ce sujet. En effet, plusieﬁrs interrogations persistent
éncore .é sévoir si .la seule augmentation des niveéux des androgénes améne la dimiﬁution
dﬁ QTc .chez ie .méle ou si le ratio androgérie/oestrogénes pourrait aussi accentuer ce
phénoméne. De plus, quei est le role des oestrogénes chez la femellé? A-t-11 un réle
' pfotécteur, est-ce que la'.diminutior.l de ces .concentrations 'circulantes_ pourrait aussi amener
uné diminution de la durée du Q_T'c’ ? Le modele transgénique utilis'é, nous permet de.mieux_
comprendre le role .des destrc_)génes dans la régulétiori hormonale de la repolarisation

| cardiaque tant chez le male que chez la femelle.



- 100-
4.4 Parameétres électrophysiologi_ques in vivo et ex vivo ou
Pimpact global sur le myocarde d’unme stimulation

oes’trogénique_' partielle |

Plusieurs types d’expérimentations ont été effeétués”aﬁn d’i'd_et.lti_ﬁér. I’impact d’une
stimulation oesfrogénique partielle sur le myocarde. En 'c_e‘ffet,_ des éﬁproches_ aUS.si yaﬁées ét

cdmplémentaires que ’ECG dé surface, la tél‘émétrig et le Langendroff ont été utilisées' afin -

“de répondre a cette question. L hypothése de départ qui avait été formulée ace sﬁjét était
que 1’absence partielle_éﬁ totale de stimulation oestrogénique e_ngéndrerait une_difniﬁutibn
de l’intefvalle QTc. En réalité,. ce qui a été observé dans l’ensemble. de.. nos
expérimentations ne permet pas de confirmer cette hypothésé initialé. Dans l’ensemblé des
expérimentations in ViVOICt ex vivo, aucune différence d'aﬁé l’éieétropardiogramme n’es_t
associées avec une modiﬁcation. du niveau de stimulétion oe.str'o.géniquc. Ces r'ésultéts
plut6t surprenants_ renforcent l’idée_ associée aux androgénes comrhe modulateﬁrs de la

régulation hormonale de la repolarisation cardiaque.

Est-il possible qu’un manque d’efficacité dans .-la' méthode utilisée contribue a
expliquer l’ébsence de différences dans les .pa_raﬁ.lét_re.s. in vivo et éx vivo? L’accjui_sition et
T’analyse des données sont effect_uéeé avec des technologies de p__ointe dﬁ_doma-inq En effet,
pour éhacune de ces étapes un logiciel adapté et spéciﬁque és_t réquis. L’analyse des

paramétres de 1’électrocardiogramme est effectuée a ’aide du logiciel ECG auto.

Le principe d’analyse utilisé par le logiciel repose sur la reconnaissance de formes

préalablement identifiées et définies par I’utilisateur. Plus précisément, une librairie dans
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:l.aquelle plusieurs ‘formes d’ECG différcﬁté sont présentes.est constituee par l’utilisateur. 3
Pour ch.acune V'de ces | forrﬁes " ’emplacement précis de chacune' des -ohdes “de
a l’éleétrocardiogramme est déterminé. Le logiciel utilise par l_a suite -l_’ens'emble des formes
. présentes .dans la librairie et les superpose une .2‘1 une sur cha_cun.des battements de ll’ECG..
La for'me optimale i)our chacun des. battements est sélectionné par le logiéiél et la valeur de

chacun des paramétres est calculé en fonction de ce qui a été préalablement établi.

Le recour.s. a ce genre de technologies. diminue les chances d’erreurs relices a la
manipulation de grandes quantités de donnéés dont lés paramétres sont calculés a la main. -
~ Grace a ces ldgicielé, les .paramétres d’analyse sont _uniformisés et une fois les critéres
ﬁxés, la gande majorité de I’analyse est réalisée paf le logiciel. 1l ne reste par la suité qu’a
compil_er'_les donnees recueillies afin d’obtenir les moyennes pour chacun des groupes. 11 est
-donq 'peu- probable que 1’absence dé différences obtenues dans les paramétres de
Télectrocardiogramme in vivo et ex vivo s’explique par un manque. d’efficacité des

logiciels utilisés.

Quelles sAont.A maintenant les causes d’erreurs les. plus probaBles lors de ce type
d’éxpérirr_lentations et qui peux}ent' entrainer de la Variabilité dans les résultats obtenus. Ils
arﬁyent parfois que les enregistrerﬁ_ent's effectués | présgantent des form.es non
conglentionnel'les pour un électrocardiogramme. Cela n’est pés di a des anbrrhzilités chez
I’animal mais a un pésitionnement non optimal des électrodes sur la cage thoracique ou sur
le ceeur de I’animal, lors de l’ECG de surface et du Langendorff oua un..déplacer'nent du
capteuf a l’intérieur de I’animal lors de la téléfnétrje. I devient alors difficile -poﬁr le

logiciel de pouvoir calculer les paramétres demandés, ce qui peut introduire des données
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" aberrantes ou encore diminuer la puissance statistiquc de l’ééhéntillon, ces enregistrements

étant tout simplement éliminés.

En ce qqi cOnééme l’ensefnble des autres conditiohs utilis_ées, une grande unif_ormité
est tdujouré dg misé. Le méme temps d’attente est tbujOurs 'respe(':'tl_é.avan't. l’enregistreme_nt A
afin de s’assurer qﬁe les pafamétres .s_ont stabilisés. .D'e plus, leé animaux 'sf)nt toujours - |
gnesfhésiés dans un laps de tefnps_p,ré’cis, une anest_hésie. plus c.)u'moihs pfo_fon_'de entraine
des variations dans la valeur du rythme cardiéque ce qui modiﬁe'la Vélgur de certains .autreé_
_param.étres. Finalement, les ahimaux utilisés sont toujours dans ie -mérﬁe groupe d’ég_e,
entre 2-6 mois et ont épproxi‘mati\./_ement le méme po_ids cbrporel, 'le_'poids' _des.anifnaux
influencant la vitesse et 1’intensité avec iaquelle I’agent .anesthésiant fait sbﬁ éffet. La
pourcentage de tissu adipeux étant un élément 'fai.san.t' va_fier considérablement la
.biod'ispon.ibilité d’une drogue. En ce qhi concerne _leé précauﬁoﬂs uti_lisées_'.l'ors' des -
s eXpérir_nentations de Langendorff.,‘ ﬁn temps -similair¢ est utilisé entre le moment ou le coeur .
est explanté de la cage thoracique et .canulé. L éﬁsemﬁle de ées précautions_ rend les
techniques de mesurés des parémétre_s_électrophysi.ologiques in vivo et ex vivo trés pféciseé .

et avec peu de variabilité d’une expérimentation & 1’ autre.

4.5 Canaux calciques et repolarisation cardiaque.

4.5.1 Approche du patch clamp
La technique du patch clamp consiste a enre.gistrt:r= les courants iOhiques parcourant
les cellules d’un tissu ou d’un orgaﬂe donné. Cette approche permet de pousser plus loin la-

compréhension des résultats électrophysiologiques obtenues in vivo et ex vivo. Briévement,
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les cellules Sont présentes'dans un envifénnement externe similaire aux concentrations
‘io'niques‘ erouQées dans l’oyganisme. Un dispositif de stimulation et d’en_registrénient avec

~ason extrérhité une fine pipette de’ verre remplie d’une solution mimant I’environnement
"i‘ntraceyllulaire Vest‘utilisée afin de stimuler la cellule et enregisfrer les couranté ioniques. :
désivréAs. Préalablexﬁent a Vson utilisation, des protocoles de stimulatio‘nAbien précis et
Aspéciﬁquﬁe 4 la famille de courants enregistrés sont mis aﬁ point. Laicbmposition des
“solutions externes ét internes .est aussi déte;minég afin de s’assurer d’un maximumdé'
- spécificité du courant qui sera enregistré ‘et‘ réduire au strict minimum les chances
- d’enregistrer simuitanémént d’aptreé courants ioniques, Ac‘:ontaminant le signal desire. De

. par ;l’ensemble de ces précautions ’et la finesse de son exécutikon, le patch clamp est~doric

une technique qui permet une grande précision et fiabilité des résultats collectés.

B ',existe différents modes d’émégist.rement des courants ioniques. Celui que nous
~ avons favorisé est le mode appelé céllule entiére (whole-cell). La caractéristique propre a ce
- mode est que le courant enregistré correspénd au coufgnt total parcouraht la cellule. Ce
‘mode est distinct et donne lieu a‘lAl’eﬁregi strement de couraﬁt de plus grandé densité que lors
de ..'l’utilisatiori du mode'd’eﬁregistrement Vappélé' qénal‘ uf;itaire'(single,channel), ou cette

fois-ci, le courant traversant un seul canal est enregistré.

Le mode d’enregistrement qui est cependant le plus fa\}oﬁsé lors'de l’énfégi_stremerit
des canaux calciques est le mode pérforé (perforated patch). La caractén'stiqué dc ce mode
est kqur’uvne sub‘stanc’x‘e appelée’ pérforﬁne (amphotéricine ou nystatine) est ajoutée a la,
solutioh Vintracellulaire contenue dans la pipette. Lors du contact de la pipette avec la

cellule, cette solution produit de petits trous a travers la membrane cellulaire. Ces petits .
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“trous dans la membrane permettent 2 .certains constituants intracellulaires de sortir de la |
| cellule par simple diffus'ion.' D'a'ns'_le__cas de l’eﬁregistrément des canaux calciques, ce
processus pefl;let d’augmenter la quantité (.1’AMP.c 51 l’iﬁtérieur de.la_ cellule. L‘I’AMPc est
un médiateur qui esf en autre, impliqué dans la phosphorylati.on' du'éanal'calciqué de type._
L. La phosphorylation du canal pernief une rﬁeillepr_e_-ouverturé et'l"ob‘te'ntio_n de courants

de plus grande densité.

.La température est aussi un autre facteur a considérer lors de. I’enregistrement de
courant ionique. En effet, ce paramétre influencera directement la ‘Ciné_tiql.le du canal. Une
température le plus prés possible d¢ 37° C est é:pﬁvilégier lors de l.’étude' des I_couraﬁts
| calciques. Cependant, .é ces températures.,. les cellules sont beaucoup plus f_ragiies, se
conservent moins longtemps et il devient tres difficile d’y réaliser de.s expérimentétidns. En
ce qui ‘noﬁs concerne, nos expérimentations ont été ef_fecfuées ‘2‘1 la téfnpér_ature_ ambiante
(22° C). Cefte température rend i’_aspect pratique d¢s expérimentations moins difficiles, et |

est d’ailleurs utilisée par un bon nombre de groupes [132-135]. '

4.5.2 Importance du courant calcique dé._type L dans le_myocarde g

Le courant calcique dé type. L est un coufént de frés‘ grande impoﬁé.nce dans le
myocarde. 11 est non seulement impliqué dans la phase plateaﬁ: du potentiel d’action maisi
aussi dans I’initiation du couplage excitation;contraction cellﬁléi_re'.[IOO] L’intéfét premier |
de .l’étUde de ‘ce. courant est de pouvoir élucider I’ensemble des composantes
- caractéristiques ae la repolarisation_ cardiaque. La caractérisation ‘.des’ potentiels.d’ac'tion

ventriculaires et des courants potassiques ayant été précédemment réalisés sur le modéle
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'ERKO, il naus semblait essentiel de caraﬁitérisef le demie( élément pouvant influencer la
repolaﬁsation, les éourants éélciqﬁes. Il est :en effet recensé dans la littérature que les
_' oestrc.)géne’s, llorsqu’applic'.lués.en' cdncentration aigue ont la éapacité de m.C)dpler- le .canal
: Calciqﬁe de _tyﬁe L cardiaque. Eét-il possible que le canal éalcique de type L sdif aussi
modulé de maniére génomique par les oestrogénes et contribuent a expliquer les différenpes
mﬁles-fer_nelles en ce..qui a tréit ala fepolarisation cardiaque? Ces interrogations ont pu étre .
‘répondues par l’ensémblé des expéﬁmentations effectuées sur le canal palcique de type L

- dans nos différents groupes a étude.

453 .Conséquences - d’une stimulation | oestrogénique complete,
' partielle ou nulle sur le canal calcique de type L

_ ‘L’"hjpothése énoncée concernant 1’influence de la stimulation oest'rogéhique sur le
canai calcique de type L était que la diminution cie la stimulation Qestrogépique ameénerait
' ﬁne modulation de .la ciensité,ou de la ciﬁétique dﬁ courant _calciq_ue de type L'..V L’ensemble
“des expérimentations réalisées .noﬁs a fournit suffisamment de preuves afin de poﬁvoir

infirmer notre hypothése de deépart.

Dans un premier tefn;is, la caractérisation de 1a dénsité du courant calcique de type

.VL- a.été éf_fectﬁée chez le groupe femelles controles, ERKOa‘et ERKOB Les réshltats que
nous avons colléctés ace sujét n’étaieh_t visiblement pas statistiquement différents entre ces

~ trois groupes. Coﬁsidérant _lés nivéaux d’oeStrogénés mesurés dans chacuﬁ_ de ces groupes,

I’absence de différences dans.la densité des courants calciques nous laissait envisager une
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“stimulation compensatoire de 1’autré is_q'form¢ du rééeptéur toujours e);primée et
 fonctionnelle. Dans une telle alternative, il était péssible éue .la. stimulétion oestrogénique
- _soit aussi impgrtante chez les groupés ERKOa et ERKOB.'que chez le groupe contréle. Afin
d_’élu_cider cette question nous avons créer un quatri.érhe gr(.)up.e._ a 1>é_tude, le groupé de.,_
souris ovariectomisées. La particularité de ce Vgroupe réside dans le fait que ces souris sont
coupées de leur source majeure de prodilcfior_l d’ms_tfogéne, lés ovaires. Sans lé production '
~d’oetrogeéne, la stimulation des: récépteurs ERa et ERB quoique toujours fonctionnels n’est
plus pbssible[ La densité de courant mesurée dans ce groupe ne fﬁt' cepeﬁdaﬁt pas.

significativement différente a celles précédemment mesurées chez nos trois autres groupes.

- Outre la souris ovariectomisée, il .existe d’autres‘ﬁiodéles permettant 1’étude de
l’impéct d’une absence totale de stimulation oestrogénique. L.7uti1is_atio.n de blo.queurs'
| spéciﬁqués au récepteur alpha ou béta aurait pu étre.iltil'isé'e chez l’.une'v 6u ’autre des souris :
: ERKO aﬁn. de vérifier si l’abséhce de modulation du canal calcique de type L par lés :
oestrogenes est camouflée par ur_1§ sur-stimulatio.n.'de "l’autre. isoforme du récepteur..
Cependant, seplement éué],ques bquueurs sélectifs_ a chécuné des _déux isofofrries .du

'r'écepteurs sont a ce jour disponibles -qu()'ique" la .pIUpart sont encore au étadé d’éssaié.
expérimentaux. La possibilité d’utilisef un bloqueur non sélectif mais spééiﬁque aux deux
isoformes dﬁ récepteur. tel que..l'e; tamoxiféne é€tait aussi-une i)o'ssibilité qu'e. noﬁ_s av‘ons: |
¢nvisagé.. Cependant, bier_i que Pefficacité du tamoxiféne soit. conﬁue il n’én demeuré plas
‘moins que l’utiliéation de telles mo_lééules est associée a des colits ﬁnanci_e_rs,'d'e méme qu’a

" la possibilité dé \./an'ation. dans le niveau de disponibilité de la mél_éc’ule_ aﬁ site d’aétioh, ou

encore a la présence éventuelle d’effets secondaires confondants avec le phénoméne étudié.
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Finalément; le modéle ERKO dou‘bl_e knock out (dERKO) est probablement le plus
prometteur. Certains groupes [25, 136-138] ont obtenus beaucoup de succes avec lé modele
dERKO comparativement aux modéless ERKOa et/ou ERKOB La perte d’activité
' .'(':onstituti\}e des deux isoformes du récepteur pénnet d’observer les co_nséqueﬁces .d’une
berfe de fonctionnglité totale et non uniqﬁement partielle des ré_cepteurs aﬁx oestfogénes. '

L’imp]ic_ation des ré(.:epteurs. aux oéstr(;génes sur ces phénofnénes est sans équiquue et .
dissipe le doute, présent chez ERKOq et ERKOB? relié a une.compe_:nsation exercée paf_
l’aufre isoforme fonctionnelle du récepteur. Le temps requis a la génération d’une lignée
double KO ne noué a pas perm_is d’obtenir cette lignéé dans un laps de temps nécessaire a la
réalisation de ce projet. Il pourrélit cependant étre intéressant dans lé futur d’investiguér

I’implication de I’cestrogéne sur la repolarisation cardi_aque chez ce modéle.

| 'L’_absenc‘e de différences dans la densité du courant calcique de type L en fonction
~ du niveau de stimulation oestrogénique n’excluait pas ia possibilité que cette modulation
' s’exprime plutdt au niveéu de la ciﬁétique d’.alcti\}ation et d’inéctivation dﬁ canal. Les
- expériences qui ont été effectuées a ce sujet nous ont cependant permis de' constater qﬁe la
cinétique d’activation et d’inactivation n’étaient pas différentes selon lé niveau de

stimulation oestrogénique.

L’intérét de poursuiy’re ce: méme type d’expérimenfﬁtions 'chéz lé gfpupe male
s’eipliquc par lé fait. que les concentrﬁtio'ns d’oestrogénes circulants y son.t tres faibles
| corﬁparativemeht aux femelles. Cétte réalifé nous p.erme'ttait d’ét@dief l’impact d’une réelle
stimulaﬁén partielle par les oestrogénes. De plus, il _s.emb'lait intéressant d’étu.dief le role

des oestrogénés dans la réguléﬁon hormonale de la repolarisation cardiaque chez le male
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' aﬁn de savoir .quelle' était la contributidn du ratio andrbgéﬁe/tnétrogéne dans la fnodu_l_ation
| des courants _iQniqués ponstithahts Pintervalle QT. Les.résulfats que nous avons obtenus
lors de. l’étud;: des canaux' calciques noﬁs ont p.e:rrnis.'< de constater qu’une stimulation
bcstrogénique COmbléte-ou partielle ne semble pas inter.férer..nor.l‘plu's chcz lé méle. sur la .

densité et la cinétique des courants calciques.

L’ensembl_e de nos expérir_nentations'. sur les parzlir'nétre.s éle_étfophysioi'ogiques ex
vivo et in vivo de méme'qué sur les .c;dnaux calciques nous ont per'mi.s" d’en apprendre ur.lv '
peu plus sur le réle des oestrogénes dans la régulation horm.on'e.lle de la repplarisati_on
cardiaque. En effet, 1a.caractérisati6n de I’ensemble de ces paramétfeé chez un mbdél_e de
souris. transgénique maéle et fe_:meile pour lesquels la stimula’ffon oestrogénique est complete,
partielle ou ;iulle nous a permis de constater que -l.a cohtribﬁtiqn de I’cestrogéne est
.mini'male. dans la modulation de I’intervalle QTc a la puberté. .Cépen‘danlt, I’ensemble de -
‘nos expérimentations ont été efféctuées en -conditiqns physiologiques. Avec les nouvellés |
avancées sur le role cardioprotecteur des oestrogé'nes,..'il n.’est' paé ._ex_clu ql.le..son réle soit

beaucoup plus probant en conditions pathologiques.



=109 -

5 Conclusion et persp'ectives

| L’dbjectif premier de ce piojet a l’apbroche multidiSciplina_ire était d’identifier le
. t0le des_: oestrogénes dans' la féguiation hormonale de '.la 'repolari_sation cardiaque.
L’ensemble des résultats .ob.tenus ne perfnet pas d’affirmer que les oestrogénes. exercent
directement un 'implact sur.‘ les .paraméfres de Ia repolaﬁsatioﬁ' cardiaque. Ql.loiéue. _
décevants, cesr résulfats, lofsqﬁe insérits déns une pérspective plu.s. glo.bale. .conﬁrment cé_
. qui .était largement suggéré 'dans la littératﬁre_; ‘le’s éestro_génes sont, '.comparativement aﬁx_
andrqgénes, probablé_ment peu impl.i.qués.dans 1a modulatibn directe des parametres de'.la
- repolarisation cardiaque ala pubeﬁé. II n’était cep'end.ant pés exclu que 'la-présence des
o¢strogénes contribue 2 conserver la valeur de Pintervalle QT chez la jeune fille.

Cependant, nos travaux ont aussi infirmé cette hypothése.

~ L’ensemble de nos travaux a _été ré;dli.sé dans le but d’élucider le role des
: oestrogéhes dans la régulation _hoernal‘e de la repolarisation -cardiaqu.e-en conditioﬁ
phySiologique. Lcé connaissanges 'con(l:er_lllan't le role cardiopfoteqteur Ides.oes.trogéne's
augmentant trés rapidefnent, .il n’est cependant pas exclu que les bestrogéﬁes soit plutot '
imbliqués- dans la_régulation-des .paramétres- de 1;1 _repdlarisation- cardiaque en condition
_p'éth'ologique.'_Peu d’études se sont a ce jour intéressées a cet aspect de la cairdioproteétion
des oestrogenes exercé sur ie 'myoc.:arde. La majorité de 1’attention est plutc‘it orientée vers
I"aspect- vasculgire de cette protection: Cette avenue est .selon. moi prometteuse .¢t ..digne
d’intérét et nous pe_fmettra de éomprendré un peu ..m’ieux la complexité deé’ mécanismes de

la régulation hormonale de la repolarisation cardiaque.
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