
Université de Montréal

Etude des différences mâle/femelle au niveau de la

repolarisation cardiaque

par

Judith Brou illette

faculté de Pharmacie

Thèse présentée à la Faculté des études supérieures

en vue de l’obtention du grade de doctorat

en pharmacie

option pharmacologie

07, 2005
,,‘ rade confèré

2UÙ’ SEP, o i

I
\

© Judith Brouillette, 2005



L-
;.

ç_
J-

,
—



Université
de Montréal

Dïrection des bibliothèques

AVIS

L’auteur a autorisé l’Université de Montréal à reproduire et diffuser, en totalité

ou en partie, pat quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce

soit, et exclusivement à des fins non lucratives d’enseignement et de

recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thèse.

L’auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit

d’auteur et des droits moraux qui protègent ce document. Ni la thèse ou le

mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent être

imprimés ou autrement reproduits sans l’autorisation de l’auteur.

Afin de se conformer à la Loi canadienne sur la protection des

renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées

ou signatures intégrées au texte ont pu être enlevés de ce document. Bien

que cela ait pu affecter ta pagination, il n’y a aucun contenu manquant.

NOTICE

The author of this thesis or dissertation has granted a nonexciusive license

allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in

part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educational and

research purposes.

The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral

rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, flot

substantial extracts ftom it, may be ptinted or otherwise reproduced without

the author’s permission.

In compliance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact

information or signatures may have been removed from the document. While

this may affect the document page count, t does flot represent any loss of

content from the document.



Université de Montréal

Faculté des études supérieures

Cette thèse intitulée

Étude des différences mâle/femelle au niveau de la repolarisation cardiaque

présentée par

Judith Brouillette

a été évaluée par un jury composé des personnes suivantes:

Dr Huy Ong, président-rapporteur

Dr Céline Fiset, directrice de recherche

Dr Jacques Billette, membre du jury

Dr Isabelle Deschênes, examinatrice externe

Dr Lucie Parent, représentante du doyen de la FES







































































































































































































































































































A CTL

149

B

>
E
C

JOms

*

Iii CTL,n=17

— ORC,

p < 0.002

40

30

E
20

10

0

-I-
*

E
C

0 ms

J’-
A?D A?D APD,

f igure 2



150

Figure 3. Comparison of total K current (‘peak) and ‘lCsIow (IKur + I) bebveen

CTL and ORC mouse ventricular myocytes

A. family ofK currents recorded from CTL and ORC myocytes. Membrane currents

were activated using the voltage protocol shown in the inset. B. Mean I-V

relationships for the total K current (Ipeak) in CIL and ORC ventricular myocytes. C.

Superimposed current traces of IKslow in CIL and ORC cells. ‘Kslow was activated by

500 ms voltage steps preceded by 100 ms inactivating prepulse to -40 mV. D. Mean

I-V curves for ‘Kslow recorded from CTL and ORC mice. Note that the current

densities of ‘KI, which was activated by voltage steps ranging from -110 mV to -40

mV, were similar between ORC and CTL mice.
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Figure 4. Comparison ofthe transient outward K current (Ito) and the steady-state K

current (I) between CIL and ORC mouse ventricular myocytes

A. Superimposed current records illustrating ‘to were obtained by subtracting the

corresponding currents recorded with (f igure 3C) and without (figure 3A) the

inactivating prepulse. B. Mean I-V relationships for ‘to in CTL and ORC mice. C.

Representative examples of in CTL and ORC myocytes. was measured after

application of 200 jiM 4-AP using the inactivation prepulse protocol. D. I-V curves

for I recorded from CIL and ORC mice. NS, flot significant.
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Figure 5. Comparison of ‘Kur between CTL and ORC mouse ventricular

myocytes. A. Family of membrane currents obtained by subtracting pairs of currents

recorded with (Figure 4C) and without (Figure 3C) application of 200 tM 4-A? in

CIL and ORC cells. B. Mean I-V curves for ‘Kur recorded from CTL and ORC mice.
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Figure 6. Comparison of kinetic parameters for IKur bePveen CTL and ORC

ventricular myocytes

A. Superimposed current records showing voltage dependence of steady-state

inactivation for ‘Kur in CTL and ORC myocytes. The cetis were held at various test

potentials varying from -110 mV to -20 mV for 5 s. A 2.5 s voltage step to +30 mV

preceded by an inactivating prepulse (at -40 mV for 100 ms) was then applied to

measure the remaining current. B. Graph comparing the voltage dependence of

steady-state inactivation of ‘Kur between CTL and ORC mice. I/Imax is the current

normalized to the current obtained with the -110 mV voltage step. Smooth unes are

best-flt Boltzmann functions. C. family of current recordings showing the time

course of recovery from inactivation for ‘Kur in CTL and ORC ceils. Two voltage

steps (+30 mV; P1=1500 ms, P2=500 ms) separated by 50, 100, 150, 200, 250, 500,

750, 1000, 2000, 3000 ms were applied. Both steps were preceded by the 1

inactivating prepulse. D. Graph comparing reactivation of ‘Kur between CTL and

ORC myocytes. P2/P1 represents the ratio ofthe amplitude ofthe current generated by

each pulse.
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Figure 7. Western blot and immunofluorescence detection of K channels

expression in CTL and ORC maie mouse ventricie

A. Comparison of K channel protein expression in CIL and ORC ventricies.

Western blot analysis of Kvl.5 (1:500), Kv4.2 (1:500), Kv4.3 (1:4000), Kv2.J

(1:300) and Kir2.1 (1:500) in sarcoiemmai-enriched proteins (100 tg lane’) isoiated

ftom CIL and ORC mouse ventricies (n=2 per group; 3 pooied ventricies per n

value). Antibodies used were ail obtained from Alomone Labs (Jerusalem. Israei),

with the exception of Kvl.5, which was purchased from Upstate Biotechnology

(Lake Placid, NY, USA). Equai protein loading was confirmed by Ponceau-S stained

membranes. Furthermore, we used Kir2.1 as an internai control on the same Western

blot gel as Kvl.5 and found no difference in the density of this protein (data flot

shown). B. Immunofluorescence labeling of Kv 1.5 in CTL and ORC male mouse

ventricular myocytes. Upper panels. (tefi) Isoiated ceils were stained by exposure to

the primary antibody and then to TRITC-conjugated donkey anti-rabbit secondary

antibody (Jackson ImmunoReasearch Laboratories Inc., Baltimore, PA, USA). The

red fluorescent staining indicates the presence of Kvl .5 in CIL and ORC myocytes.

(right) Ceils seen on the ieft at higher magnification. Middte paneL Bar graph

showing the relative fluorescence intensity of Kvl.5 in CIL and ORC myocytes (2

mice per group; 10 cells studied per mouse). Individuai values ofKvl.5 fluorescence

intensity corresponded to whole-cell fluorescence intensity. These values were

obtained with the laser scanning microscopy software using an indicator that recorded

fluorescence intensity at every pixel of the celi image. These measures were then

normalized to ceit surface area to account for ceil size. Lower panels. Phase contrast

images (left) and immunofluorescence detection (right) of the same CTL and ORC

ceils. These negative controls show that no staïning was apparent when the prÏmary

antibody was omitted in CIL and ORC celis. The experiment using a fusion protein

specific for the sequence of the antibody shows the specificity of the staining for

Kvl .5.



159

A B
-J Q

Q O

Kvl.5 75 kDa

cil I
Ànti- Kvl.5

ORC

Kv4.2 .__L- 70 kDa

Kv43 7OkDa

n
c.It

ORC

.p.ao5

Kv2.1 Il0kDa

Kir2.1 60 kDa

Control

Phase contrast hnmunnfluarescence

Cil

ORC

Fusion
prDteifl -

Figure 7



160

Table 1. Comparison of QT, QTc and heart rate (HR)

between male and female mice

QT (ms) QTc (ms) HR (bpm) n

77.5+3.7 64.0±2.3 415±14 11
Male

Female 88.7±4.3 74.3±2.9 427±18 11

Two- to 3-month-otd CD1 mice ofboth sexes were used. See

ECG recordings in Methods.
*

P<0.01.



CHAPITRE 4 Importance des androgènes dans

les différences de repolarisation reliées au sexe

et à la lignée de souris

Suite à l’étude de Trépanier-Boulay et col!.118 effectuée dans le laboratoire,

d’autres équipes de recherche ont aussi comparé la repolarisation cardiaque des souris

mâles et femelles.’26”27 Alors que certaines études ont observé des différences entre

les sexes, d’autres ont plutôt rapporté des caractéristiques semblables. Afin de

comprendre ces discordances, nous avons comparé les designs expérimentaux des

études. Nous avons entre autres constaté que différentes lignées de souris avaient été

étudiées: des souris CD-l, C57BL/6 et des souris provenant d’un croisement entre

C57BL/6 et 129SVE.

La lecture parallèle d’une étude d’endocrinologie comparant divers types de

souris nous a confirmé que le choix de la lignée pouvait réellement être ta cause des

contradictions apparentes. En effet, cette étude démontrait que les souris C57BL

mâles avaient des niveaux d’androgènes très faibles alors que les CD-1 avaient des

niveaux beaucoup plus élevés. Puisque nous avions démontré l’influence de ces

hormones au niveau de la repolarisation cardiaque, il semblait alors logique que ces

deux lignées présentent des caractéristiques électrophysiologiques distinctes.

L’article présenté dans ce chapitre profite du modèle de souris C57BL/6 ayant

des niveaux d’androgènes extrêmement faibles pour confirmer le fait que ces

hormones régulent la repolarisation cardiaque et qu’elles sont responsables de la

différence observée à ce niveau. L’article traite aussi de l’effet d’une thérapie de

substitution d’androgènes dans ce modèle et dans celui de la souris CD-l castrée,

décrit au chapitre précédent. f inalement, il présente les niveaux de testostérone et de

DHT de diverses lignées de souris.
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ABSTRACT

Objective. Gender differences in mouse cardiac repolarization have been reported to

be due to the stimulatory action of androgens on the ultrarapid delayed rectifier K

current (IKur) and its underlying Kvl.5 channel. To confirm the regulation of

ventricular repolarization by androgens, the present study compared two strains of

mice (CD-1 and C57BL/6), that present different androgen levels. Methods and

resulis. Measurement of testosterone levels in different strains of mice (CD-1,

C57BL/6, C3H and FVB) revealed that male C573L/6 mice had very low levels of

testosterone, whereas males of the other strains displayed normal testosterone levels.

furthermore, whote ceil voltage clamp recordings in isolated ventricular myocytes

showed that the current density of ‘Kur in male C57BL/6 mice was similar to that in

female mice but smaller.with respect to male CD-1 mice. Androgen replacement in

male C57BL/6 mice as well as in castrated male CD-! mice shortened ventricular

repotarization, increased ‘Kur current density and increased expression of Kvl.5

channels. Conclusion. Strain and gender differences observed in mouse cardiac

repolarization can be explained by different androgen levels. As a consequence,

androgens are major regulatory factors in cardiac repolarization and special attention

should be paid to the hormonal status of the animal when studying hormonal

regulation of cardiac repolarization.
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INTRODUCTION

In earlier studies, we demonstrated that CD-1 mice exhibited sex-specific differences

in cardiac repolarization and that male mice subjected to castration presented a

cardiac phenotype resembling that of female mice [6,25]. Indeed, both females and

castrated male mice displayed longer action potential duration (APD) and QTc

intervals compared to mates. This protonged repolarization was associated with a

specific decrease in the density ofthe ultrarapid delayed rectifier K current (IKur) and

of its underlying K channel isoform, Kvl.5. These resuits strongly suggested that

gender difference in repolarization might be due to the action ofandrogens.

Previous studies have reported different blood testosterone levels in different strains

of mice [1,23]. In these reports, the CD-1 mouse, the strain used in our studies and

one of the most commonly used strain, exhibits vigorous reproductive activity and

aggressive behaviours associated with physiological tevets of testosterone. In

contrast, the C57BL strains were considered as being chronicalty androgen deficient

as indicated by subnormal levels of serum testosterone [1]. Since the C57BL strain

could be viewed as a naturally occurring mouse model with low androgen levets, we

took advantage of this particularity to further confirm the role of male sex hormones

in the regulation ofventricutar repolarization.

In the present study, we postulated that since male C57BL/6 mice have low level of

androgen, they should exhibit similar ventricular repolarization than their female

counterparts and delayed repolarization compared to the male CD-1 mice. In addition,

we also tested the hypothesis that androgen replacement in male C57BL/6 mice as

welt as in orchiectomized male CD-1 mice would shorten ventricular repolarization,

as a resuit of a higher expression of ‘Kur and Kvl.5. findings obtained in this study

confirm these hypotheses and provide strong evidence that male sex hormones

regulate cardiac repolarization.
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METHODS

Animais

Animal handiing followed the Canadian Council Animal Care guidelines and

conformed with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animais pubtished by

the US National Institutes of Health. Adult CD-1 (n=59), C57BL/6 (n35), C3H

(n18), FVB (n18) mice ofboth sexes were used.

Dihydrotestosterone (DHT) replacement

Mice were treated with subcutaneous DHT pellet (7.5 mg/pellet, 90-day release)

(Innovative Research of America, fL, USA). This DHT dosage regimen bas been

seiected to evoke physiological concentrations (see Results).

Measurements of androgen levels

Testosterone and DHT levels were assessed by radio-immunoassay (Diagnostic

Systems Laboratories mc, TX, USA) and ELISA (American Laboratory Products,

NH, USA) following the manufacturers instructions.

Myocytes isolation

Animals were heparinized, anaesthetized by inhalation of isoflurane and then

sacrificed by cervical dislocation. Single myocytes were then isolated from the right

ventricular free waIl using the protocol we described previously [6,25].

Electrophysiological Recordings

The whole-cell voltage and current recording methods, data acquisition, voltage

clamp protocois and analysis methods have been described previously [5]. Pipettes

had resistances in the range 1.5-4 M2 when fihled with the following solution (mM):

110 Ktaspartate, 20 KC1, $ NaCl, 1 MgCÎ2, 1 CaC1, 10 BAPTA, 4 KATP and 10

HEPES (pH 7.2 with KOH). Voltage-clamp currents were low-pass filtered at 1 kHz

with a 4-pole Bessel analog filter, digitized at 4-10 kHz. AIl experiments were carried

out at room temperature (20-22°C). To measure ‘Kur, we applied 100 tM 4-

Aminopyridine (4-AP (which blocks iKur) [5,9,18,25] in combination with an
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inactivating prepulse (which blocks Ito) and recorded the 4-AP resistant K current, or

We then measured ‘Kur by subtracting currents recorded in absence or presence of

4-AP (IKsow -
The description and validation of these pharmacological and

biophysical methods has been recently published [5].

Western blot analysis

Protocols used for protein isolation and Western blots analysis were identical to those

previousty reported [6]. Proteins were prepared from mouse ventricles (3 pooted

hearts/sample) homogenized in Tris-EDTA (TE) buffer (pH: 7.4) containing protease

inhibitors (Leupeptin, Aprotinin, Benzamidine, Phenylmethyl sulfonyl fluoride

[PMSF], and Na3VO4). The homogenate was centrifuged at 10,000 x g. The

supernatant was ultracentrifuged 3 times at 200,000 x g for 20 min. The pellet was

resuspended in TE buffer containing the protease inhibitors and 0.6 M XCI to

dissolve contractile proteins. The pellet corresponds to the sarcolemmal-enriched

proteins. Proteins were separated by electrophoresis, transferred to nitrocel lulose

membranes. Membranes were then blotted with anti-Kvl.5 (1:500; Upstate, Lake

Placid, NY, USA). Ponceau S was used to confirm uniformity ofthe protein loading

and transfer. Bands were quantifled by densitometry using Multi-Analyst program

(Bio-Rad, CA, USA).

ECG recordings

Mice were anaesthetized with pentobarbital (65 mglkg, ip) and placed on heating

pads to maintain their body temperature at 37°C. Platinum electrodes were positioned

and lead I surface ECG were acquired using the Biopac System MP100 at a rate of 2

KHz. The signal was amplifled, flltered at 100 Hz (low pass) and 60 Hz (notch filter).

Recordings were analyzed using AcqKnowledge 3.7 program by two observers in a

blinded fashion. QT intervals were corrected for the heart rate (QTc) using the

correction formula for mice QTc = QT/ (RR/100)’2 [19] where RR corresponds to the

time between two consecutive R waves.
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Statistical analysis

Values are presented as mean ± SEM and n refers to the number of different ceils. An

unpaired Student t-test or one-way analysis of variance (ANOVA) with a Tukey post

test were used when appropriate. For the comparison of androgens levels, the non

parametric tests Kruskal-Wallis with a Dunns post test, or Mann-Whitney were used.

P-values smaller than 0.05 were considered statistically significant.
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RESULTS

figure 1 shows testosterone and DUT levels in mate and femate CD-1, C57BL16,

C3H and FVB mice. Femaies of ail strains had similar low levels of both androgens.

The male CD-1, C3H and fVB mice had normal levels of testosterone within the

physiologicat range observed in men, which varied from 3 to 11 ng/ml [4]. In contrast

the male C57BL/6 mice had iow plasma testosterone concentrations. Moreover, the

male C57BL/6 and C3H mice had iow levets of DUT whiie the male ofthe CD-1 and

FVB strains had normal DUT tevets.

We used two strains of mice (CD-1 and C573L/6) that present different androgen

levels to further assess the association between androgen levet and cardiac

repotarization. We compared etectrophysiotogicat properties of C57BL/6 and CD-1

mice of both sexes. More precisely, we focused on IKur based on the fact that the

relatively prolonged ventricutar repolarization of femate and orchiectomized mate

CD-1 compared to normal male CD-1 mice is associated with a specific decrease in

this K current [6,25]. figure 2 presents typical exampies as welt as mean data for the

current density of IKur recorded in ventricular myocytes isotated from mate and

female CD-1 and C57BL!6 mice. ‘Kur was measured as the 4-AP-sensitive (100 iM)

current eticited by 500 ms voltage step ranging from -110 mV to +50 mV from a

holding potentiai of -80 mV (for more detaits, see Ref [5]). The current density of IKur

at + 30 mV was simitar for male and female C57BL/6 mice (25.6 ± 2.6 and 24.5 ± 3.7

pA/pF, respectivety). However, in male CD-1 mice, ‘Kur density of 37.5 ± 3.3 pA/pf

was signiflcantly higher than that in mate C57BL/6 mice (25.6 ± 2.6 pA/pf, p<O.05).
Consistent with previous results [25], iKur density in mate CD-1 mice was

signiflcantly higher than that obtained in female CD-1 mice (at +30 mV, 24.2 ± 3.9

pA/pF, p<O.OS). In addition, we also compared the activation and inactivation kinetics

of IKur between mate C573L/6 and CD-1 mice and found no strain difference for

these parameters (data flot shown).
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Androgen regulation of cardiac repolarization was examined using chronic DHT

treatment. DHT was favoured over testosterone as the androgenic compound because

it cannot be converted into estrogens, as opposed to testosterone, hence avoiding a

potential confounding factor. Castrated male mice were treated with a subcutaneous

implant of DHT. f igures 3A and B present DHT and testosterone levels in three

groups of male CD- 1: intact, ORC, and DHT-treated ORC mice. The bar graphs show

that castration ieads to a complete ioss of both male sex hormones levels and that

DHT treatment restores physiological concentrations of DHT but flot those of

testosterone. These resu its are consistent with the fact that DHT cannot be converted

into testosterone. Figure 4A presents ‘Kur (or the 4-A? sensitive current) recorded in

ventricular myocytes isolated from intact, ORC, and DHT-treated ORC mate mice.

As illustrated in Figure 4B, the density of ‘Kur was smaller in ORC mice compared to

both intact male and DHT-treated animais. f igure 4C shows the resuits of a Western

Biot analysis performed on sarcoiemmal-enriched proteins isoiated from ventricies of

each groups. Kvl.5, the K channel underlying ‘Kur, was present in ail groups but

displayed higher expression in both intact and DHT-treated male mice. The bands

depicted on the lower panel correspond to proteins of the same membrane used to

study Kv 1.5. The proteins, coioured with Ponceau S, were equaiiy loaded ruiing out

the possibility that unequal ioading could account for the observed difference in

KvÏ.5 protein expression. We measured Kvl.5 density for each ofthe three groups

studied by densitometry. These resuits are presented in Figure 4D. Altogether these

resuits strongly suggest that treatment with DHT in ORC male CD-1 mice shortens

repolarization by up-regulating Kv 1.5 and increasing ‘Kur density.

We then examined the possibility that DHT repiacement wouid aiso acceierate

ventricuiar repolarization in maie C57BL/6 mice by a similar effect on ‘Kur and

KvÏ.5. Because male C57BL/6 mice have low androgen leveis, the presence of the

androgen receptor in their cardiac tissues was flot definitive. Thus, using Western

Blot analysis, we flrst verifled the presence of these receptors in ventricies of male

C57BL/6 mice (data flot shown). Given that these mice had androgen receptors in

their ventricle and should therefore be abie to respond to an androgen treatment, we
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implanted DHT peilets in male C57BL/6 mice. The bar graphs presented in Figure 5

show that physiological concentrations of DHT were re-established by DHT

replacement in male C57BL16 mice. We then measured the current density of ‘Kur fl

ventricular myocytes of these mice. The superimposed current traces presented in

Figure 6A correspond to ‘Kur recorded in male C57BL/6 mice treated or flot with

DHT. Figure 6B shows that mean current density of IKur was signiflcantly larger in

DHT-treated animais (e.g., at +30 mV, male C57BL/6: 25.6 ± 2.6, +DHT: 40.6 ± 3.7

pA/pF, p<O.00I). In addition, ‘Kur density was significantly different between mate

C573L/6 mice treated with DHT and female C57BL/6 mice. In fact, the density of

‘Kur in DHT-treated mate C573L/6 mice very much resembles that measured in male

CD-1 mice (at +50 mV: 55 ± 5, 53 ± 5 pA/pf, respectively). To verify whether this

increase in ‘Kur was due to a corresponding increase in the expression of Kvl .5 in

ventricles of DHT-treated mice, Western Blot analysis was carried out in ventricular

tissues isolated from C57BL/6 mice treated or not with DHT. Figure 6C shows that

the expression ievei of Kvl.5 in DHT-treated mice is much higher compared with

intact male C573L/6 mice. Figure 6D shows that when we quantify Kvl.5 density for

each of the two groups studied, we found that the increase in Kvl .5 in DHT-treated

male C57BL/6 was statistically significant (pO.Ol). Similar to the findings obtained

with the DHT-treated ORC CD-1 mice, these resutts atso indicate that treatment with

DHT significantiy affects IKur and Kvl.5 in C57BL/6 mice. Ventricular action

potentials (AP) were then recorded in both groups. Figure 7A depicts examples of

action potentials recordings obtained in C57BL/6 mice treated or flot with DHT. In

line with the larger density of ‘Kur, the action potential were significantly shorter in

the DHT-treated group compared with the intact mates, as shown in Figure 7B.

Figure $ presents examples of iead I surface ECG recordings obtained in one controt

and one DHT-treated male C57BL/6 mice. We were particularly interested in the

measurement ofthe QT interval, which reflects ventricular repolarization. As shown

by the examples, the QT interval was shorter in male C57BL/6 mice treated with

DHT compared to control mate C57BL/6 mice. The lower panel of f igure $ presents

mean data for QT, QTc and heart rate and shows that QTc intervats were significantly

shorter in the DHT-treated group compared to the controls.
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DISCUSSION

Summary of main findings

The major flndings of this study are: (1) male C57BL16 mice display similar

ventricular repolarization as their female counterparts but show delayed repolarisation

with respect to male CDI mice, which have androgen levels of about six to seven

times higher than C57BL/6 tevels, and (2) androgen replacement in mate C573L/6

mice as well as in orchiectomized male CD-1 mice shortened ventricutar

repolarization, associated with higher expression of Kvl .5 and targer IKur current

density. These resutts are consistent with an action of androgens on protein

expression, imptying an effect of androgens either on transcription, translation,

trafficking, or a combination of ail of these factors. These results provide convincing

evidence that male sex hormones regulate cardiac repolarization in mice.

Choice of the mouse strains

b assess the association between androgen levels and cardiac repolarization, two

strains ofmice were selected. CD-1 mice were selected because of(1) normal tevels

of both male sex hormones, (2) being mentioned by others as a good strain for

endocrinological or reproductive studies invotving physiological levets of androgens

[1] and, (3) ouf use in previous studies on gender differences and the effects of

androgen deflciency on cardiac repolarization. C57BL/6 mice were chosen because of

their low plasma testosterone levels. However, when we also checked for the DHT

ievel we found that flot only the C57BL16 males had low level of DHT but also the

maies ofthe C3H une. The explanation for the low DHT tevel in this une of mice was

unknown. We decided to measure DHT levels in 4- to 5-month-old C3H mice and

found that the DHT level was more than six-foid higher in the older C3H mice (data

flot shown). It is possible that the enzyme responsibte for the conversion of the

testosterone into DHT, the 5Œ-reductase, is more abundant or effective in older C3H

mice. We repeated this experience for the C57BL/6 mice and found that DHT levels

remained low even in the 4- to 5-month-old mice (data not shown). Therefore, since

the concentrations ofboth androgens were found to be low in the male C573L16 mice
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(2- to 3- and 4- to 5-month-o!d animais), this strain represented a better mode! to

study the effect of!ow ievel ofandrogen on ventricuiar repo!arization.

Relation to Previous Studies

findings presented here a!ong with data reported by other groups demonstrate that the

presence of androgens is associated with faster repo!arization [6,10,17,20].

Furthermore, this notion is supported by many c!inica! studies documenting that

ventricular repoiarization can be affected under various situations in which there is a

chronic change in ma!e sex hormones inciuding norma! deveiopment, pathologicai

conditions, castration, and steroid treatment [3,10,15,21,26].

Since our initial observation showing gender-re!ated difference in murine

repoiarization [25], other !aboratories have also examined repo!arization in maie and

femaie mouse ventric!es [7,29]. Wu & Anderson [7,29] documented longer action

potentiai at 90% of repolarization in femaie compared to male ventricuiar myocytes.

Moreover, they reported that in females 1to was smaiier and larger. These resuits

differ somewhat from our flndings. Indeed, under our experimentai conditions, the

oniy current that was smailer in femaie CD-1 mice was ‘Kur and as for the C57BL/6

mice, ail the K currents were simiiar for both genders. Many reasons could explain

this apparent discrepancy between these studies. First, Wu & Anderson used a

different strain of mice (C57BL/6J maies crossed with 129SVE femaies). The

animais were studied at 10-12 months of age as opposed to our studies where young

aduits (2-3 months) were used. They isoiated ieft ventricuiar myocytes without

specification ofthe origin ofthe celis (e.g. endocardiai, epicardial or a mixed sample

of both types of celis). Finaily, the methods of separation of the K currents were

different. for exampie, ‘Kslow (composed of IKur and i) or what they designated as

was measured as the residuai current recorded at the end of the depoiarizing puise

(450 ms), during which ‘Kur signiflcantiy inactivates.

Very recentiy, another study examining gender difference in mouse ventricle was

published by Brunet et al. [7]. In une with our resuits, they reported that ‘Kur (or
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iI(sow,I) was smaller in CD-1 females. However, as opposed to our flndings, they were

unable to detect sex difference in the expression levels of Kvl.5. Ibis inconsistency

could possibly be due to different experimental conditions. The present paper,

however, provides strong evidence for the up-regulation of Kvl.5 by androgens.

Indeed, both castrated CD-1 and normal C57BL16 displayed higher expression of

Kvl.5 when they were treated with DHT. This is consistent with the well-known

genomic action ofandrogens [16]. 0f note, 14 out of 15 consecutive nucleotides of

the androgen response element (ARE) are present in the 5’-flanking region of the

mouse KvÏ.5 coding region [1$]. Therefore, our observation showing that male CD-1

mice have high levels of androgens compared to females and present higher Kvl.5

density than females is in accordance with these observations.

Drici et aï. reported sex differences in the occurrence of polymorphic ventricular

arrhythmias in mice but did flot observe any significant sex differences in

electrophysiological parameters measured by optical mapping. They postulated that

differences in the expression of cardiac ionic channels can account for these sex

dependent polymorphic ventricular arrhythmias, yet they did flot observe any

significant difference in the mRNA expression of different K channels including

Kvl.5 [8J. This absence of difference may be exptained by the use ofNorthern blots

which may flot be sensitive enough to detect a sex difference in Kv 1.5 expression.

Male sex hormones concentrations

Others investigators have measured testosterone tevels in male C573L/6 mice [1,12].

Even if the male mice studied belonged to the same strain (C57BL/6) and were of

similar age (2- to 3-month-old) than those studied in the present paper, there was

clearly some inter-study variability between these reports. It is likely that this

disparity can be attributed to differences in the experimental conditions or the

techniques used (ELISA or RIA). Thus, it seems difficuit to compare results obtained

in different studies with the same strain and therefore, it is crucial for strain

comparison to compare them under the same experimental conditions as it was the

case in the present study.
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An important factor that bas to be considered when measuring sex hormones is the

age of the animal. Different groups have studied the effect of age on testosterone

levels in mice. Krishnamurthy et al [13] studied wild-type CSVI29 male mice from

postnatal day 7 to 70. Testosterone levels were already substantial at day 7, stayed

stable until day 35, reached a peak at day 42, returned to similar baseline mean

testosterone levels at days 56 and 63 before reaching another peak at day 70. Ibis

study shows that for a given strain of mice, under similar experimental conditions,

there are week-to-week fluctuations in testosterone levels, even during adulthood

period. Jones et al [12] studied two groups of male C57BL/6 mice with mean age of

74 and 151 days old. Mean testosterone levels were higher in the older group but

there was no mention whether or not this difference was statistically significant.

f inally, Shapiro et al. [23] showed that testosterone levels were similar between

mature male CD1 mice (98 days) and old mice (515 days). In keeping with this last

study we found no difference in testosterone or DHT levels between 2- to 3-month-

old and 4- to 5-month-old male CD-1 mice (data not shown). Similarly, the

testosterone and DHT values of the C573L/6 male mice were also comparable

between the two age groups.

Effect of estrogen on cardiac repolarization

The present study focused on the regulation of ‘Kur by male sex hormones based on

the observation that the gender difference observed in this current was abolished

following castration. However, female sex hormones have also been impticated in the

regulation of K currents in a variety of tissues including uterus, smooth and cardiac

muscles [2,24,28]. Most of the studies focusing on cardiac K channels show that

acute administration of estrogen decreased K current density [2,27]. Ibis inhibitory

effect of estrogen has been reported for the transient outward (ito) [2] and the slow

delayed rectifier (IKs) K currents [27]. Theoretically, this action of estrogen could

contribute to explain why females have longer cardiac repolarization than males.

However, the concentration of estrogen used to elicit such effect exceeded the

physiological concentration range. furthermore, resuits from our group and others
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laboratories demonstrated that mouse and rat ‘to display no gender difference

[7,14,25]. In addition to its fast action, long-term effects of estrogen on cardiac

repolarization have also been studied. Saba et aÏ [22] studied the effect of ovariectomy

and estrogen treatment on mouse ECG parameters. Neither ovariectomy flot estrogen

administration affected QT interval. Another group reported prolongation of QT

intervat and APD in a transgenic mice modet lacking estrogen receptors (ERKO) [11].

The authors suggested that this prolongation was due to increased Ca2 currents but no

study was undertaken to verify the implication of K currents in this phenotype. In

summary, estrogens are potential regulators of cardiac repolarization but more studies

are required to delineate their functional roles.

Limitations of the study

This study provides important information about gender and strain differences in

cardiac tepolarization of murine models. However, the fact that mouse and human

ventricies share some but flot ail components ofrepotarizing K currents may prevent

direct extrapolation of these findings to the human situation. Indeed, although ‘Kur S

an important repolarizing K current in mouse ventricular myocytes, this current is

prominent in atrial but flot in ventricutar myocytes of humans. Neverthetess, these

studies are relevant for many reasons. First, similar to human, mouse displays gender

differences in ventricular repolarization. Moreover, mouse cardiac K

currents/channels can be regulated by variations in male sex steroid hormones levels

and as mentioned earlier, growing clinical evidence also suggests that androgens

regutate cardiac repotarization in humans. Thus, the mouse could be viewed as a

useful model to study the general mechanisms of sex-related differences in cardiac

repolarization. furthermore, access to transgenic mice that Jack sex steroid hormones

receptors provides a valuable tool to further study the actions ofthese hormones and

receptors on cardiac repolarization. It is also possible that in humans, the density of

different repolarizing K currents such as ‘Kr and IKs may be similarly modified by

sex steroid hormones. On that matter, ongoing studies in our Iaboratory are aimed at

exploring the celluJar and molecular mechanisms underJying gender difference in

human repolarization.
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In conclusion, this study provides useful insight into how androgens influence

basic cardiac electrophysiology. Indeed, our resuits strongly suggest that there is a

clear association between androgen levels and IKur/Kvl.5 density in aduit mouse

ventricutar myocytes. Moreover, it appears that special attention should be paid to the

hormonal status of the strain of mice (or of any other animal models) used when

studying hormonal regulation of cardiac repolarization. for simitar reasons, it would

also be important to ascertain that the animais studied have reached sexual maturity.
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FIGURES AND LEGENDS

Figure 1. Comparison of androgen levels between four different mouse strains.

A. Mean serum testosterone level measured in 2- to 3-month-old CDI, C573L/6,

C3H and fVB mice of both sexes. B. Mean serum DHT tevels measured in 2- to 3-

month-old CD-1, C57BL/6, C3H and FV3 mice ofboth sexes. Numbers on the top of

each bar represents number of mice studied. (‘ p=O.O3 vs. male CD-1 mice).
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Figure 2. Comparison of ‘Kur density between CD-1 and C57BL/6 mice of both

sexes. A. Superimposed current records corresponding to ‘Kur, or the 4-AP-sensitive

K current, in male and female CD-1 and C57BL/6 mouse ventricular myocytes. B.

Mean I-V relationships for ‘Kur obtained in male CD-1 (n=18), female CD-1 (n=14),

male C57BL/6 (w=49) and female C573L/6 (n21) mice (* p<O.O5 vs. male

C578L16; t p<O.O5 vs. female CD-1).
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Figure 3. Comparison of male sex-hormones between three groups of male CD-1

mice: intact, castrated and DHT-treated castrated males. A. Mean serum

testosterone levels in male CD-1 (iv=9), ORC (n3) and ORC+DHT (n3) mice
(*p<005 vs. intact males). B. Mean serum DHT levels in male CD-1 (n10), ORC

(n5) and ORC+DHT (n=5) mice.
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Figure 4. fffect of castration and DHT treatment on the density of ventricular

‘Kur and Kvl.5 in male CD-1 mice. A. Typical examples of ‘Kur in 4- to 5-month-

old intact, ORC and ORC+DHT male CD-1 mouse ventricular myocytes. B. Mean

peak current density measured at +30 mV for ‘Kur obtained in male CD-1 (n38),

QRC (n=58) and ORC+DHT (n=24) myocytes ( p<O.O5 vs. intact and DHT-treated

males). C. Sarcolemmal-enriched proteins from ventricles of intact males (lanes 1-2),

ORC (lanes 3-4) and ORC + DHT (lanes 5-6) CD-1 mice subjected to

immunoblotting (100 jig proteinhlane). For these experiments, two samples per group

were studied but for each of these samples, proteins were extracted from three

different mice. Thus resuits presented in this figure represent a total of six control

mice, six ORC mice and six. DHT-treated ORC mice. Membranes were probed with

anti-Kvl.5 (75 kDa). The lower panel represents the Ponceau S staining of the

membrane used to analyze Kvl.5. D. Bar graplis showing mean values (± standard

deviation) of the relative abundance of Kvl.5 protein expression determined by

densitometry. Relative abundance was calculated with value for intact male CD-1

mice as a reference of 100%. The numbers in parenthesis represent the individuat

values.
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Figure 5. DIII levels in male C573L/6 mice treated or not with DHT. Mean

serum DHT levels in 2- to 3-month-old male C573L/6 (n=4) and in male C57BL/6

mice treated with a DHT pellet (n5), *p0.00$.
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Figure 6. Effect of DIII treatment on the density of ventrïcular ‘Kur and Kvl.5 in

male C57BL/6 mice. A. Typical examples of IKur recorded from ventricular

myocytes isolated from male C57BL/6 and male C57BL/6 + DHT mice. B. Mean I-V

relationships for ‘Kur obtained in male C573L16 (n=32) and male C57BL/6 + DHT

(n=49) mice (* p<O.05). C. Sarcolemmal-enriched proteins from ventricles of mate

C57BL/6 (lanes 1-3) and C57BL/6+DHT (lanes 4-6) mice were subjected to

immunoblotting (3 pooted ventricles/lane; 100 jig protein/lane). Membranes were

probed with anti-Kvl.5 (75 kDa). The lower panel represents Ponceau S staining of

the same membrane used to study Kvl.5. D. Bar graphs comparing relative

abundance of Kvl.5 protein expression determined by densitometry. Relative

abundance was calculated with value for intact male C57BL/6 mice as a reference of

100% (*po.ol).
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Figure 7. E ffect of DIIT treatment on APD recorded in male C57BL16 mice. A.

Typical examples of action potential recorded in ventricular myocytes isoÏated from

male C57BL/6 and male C57BL/6 + DHT mice. Action potentials were evoked by

injection of brief (2-5 ms) stimulus currents (0.4-0.7 nA) at rates of 1 to 4 Hz. For the

examples shown in this figure, resting membrane potentials were -79 mV for the mate

C57BL/6 and -76 mV for C57BL/6 + DHT; for the corresponding groups, the mean

resting potential was -75 ± 1 mV and -74 ± 1 mV, respectively; p=O.6. B. Bar graph

showing the mean APD (± SEM) at 20%, 50%, and 90% repolarization in male

C57BL/6 (n41) and male C57BL/6 + DHT (n=39) mouse myocytes ( p<O.05).

APD20, male C57BL/6: 5 ± 0.9 ms; +DHT: 3 ± 0.2 ms; p0.008; APD50, male

C57BL16: 10 ± 2 ms; +DHT: 6 ± 0.5 ms; p=O.Ol) (APD90, male C57BL!6: 32 ± 3 ms;

+DHT: 23 ± 2 ms; pO.O2).
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Figure 8. Effect of DHT treatment on QT intervats of male C573L/6 mice.

Examples of lead I surface ECG obtained from 2- to 3-month-old male C57BL/6

mice treated or flot with DHT. Lower panel. Table comparing mean QT, QTc and

heart rate (HR) in male C57BL16 and mate C57BL/6 + DHT mice ( p<O.O5). “n”

represents the number of mice studied.
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Male C57BL!6 Male C57BL16 + DHT

QT (ms) QTc (ms) UR (bpm) n

Male C57BL/6 87.9 ± 1.9 72.0 ± 1.1 404.3 ± 10.7 7

MaIeC57BL/6+DHT 82.2±2.0* 67.3± 1.5* 404.5±14.5 8

Figure $



CHAPITRE 5 Caractérisation de la

repolarisation cardiaque du coeur de cobayes

mâles et femelles

La souris nous a permis d’étudier le mécanisme général responsable des

différences reliées au sexe dans l’électrophysiologie cardiaque. Les études présentées

dans les deux derniers chapitres démontrent clairement que les androgènes régulent

‘Kur, le courant responsable de la différence mâle/femelle au niveau de la

repoÏarisation ventriculaire. Nous étions alors intéressés â savoir si une régulation

analogue s’opérait pour les courants IKr et ‘Ks, retrouvés chez l’humain. Tel que

mentionné dans l’introduction, nous avons choisi le cobaye pour l’étude de ces

courants. Puisque la caractérisation mâle/femelle de la repolarisation du cobaye

n’avait jamais été rapportée, nous avons effectué l’étude suivante.
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INTRODUCTION

Women have longer QTc interval than men and are more prone to develop

torsades de pointe in various settings of QT prolongation [1-4]. The mechanisms

responsible for these sex differences are stiil largely unknown [5]. Results obtained

from animal studies strongiy suggest that sex hormones alter cardiac repolarization

[6-9]. Nonetheless, direct extrapolation of these experimental data to human is flot

really practicable since ail animal models studied have limitations. For instance,

mouse and rat share some but not ail components ofhuman repolarizing K currents.

Specifically, the rapid and the slow components of the delayed rectifier K current,

I and IKs, impiicated in the long QT syndrome do not play a significant role in these

adult rodents [10,1 1]. On the other hand, rabbits and dogs express delayed rectifiers

(IK) [12] in their ventricles but these species have other important limitations.

Rabbits, for instance, are coitus-induced ovulators and have very low levels offemale

sex hormones [13]. Aithough rabbit expresses the rapid component of ‘K, the

physiological contribution of the slow component (IKs) is probabiy limited in rabbit

ventricle. Furthermore, in rabbit, the molecular basis of the Ca2tindependent

transient outward K current (Ito) is different than that in human. Finally, female dogs

have an estrus cycle of 6 months that comprises a period of aneostrus of 3-4 months

in which ail female sex hormones are very low [14]. Equally important, access to a

homogeneous population of dogs is flot always feasible and renders group

comparison rather difficult. Surprisingly, very few studies have focused on sex

related differences in the electrophysiological properties of guinea pig, a species that

expresses functional IKr and ‘Ks [15,16] and in which females have an estrus cycle

with anoestrus period lasting only few days [17]. However, while possessing these

important characteristics, it is important to mention that guinea pigs tack ‘rn,

reinforcing the notion that no animal model is perfect. However, this species appears

as a valuable tool to gain considerabie information on the contribution of ‘Kr and ‘Ks

in sex-related difference of cardiac repolarization.

Accordingly, the aim of the present study was to establish whether there are

sex differences in cardiac repolarization in aduit guinea pig ventricle by measuring

whole-cell K currents, K channels expression, action potential duration (APD) and
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QTc intervals. Resuits presented here clearly demonstrate that adutt guinea pig do flot

display sex-retated differences in cardiac repolarization.
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METHODS

Animais

Sexuat maturity is reached differentiatly in mate and femate guinea pigs.

Female guinea pigs can reproduce as early as 5 weeks of life while males have fertile

sperms only at 9 weeks of age. According to the Canadian Council on Animal Care,

ideal coupling time starts between 2 and 3 months and is optimal until 2 years of age

[17]. Thus, we decided to study male and female guinea pigs between 13 and 17

weeks of age. Male and femate guinea pigs weighted in average 764 ± 16 g (n=56)

and 701 ± 11 g (nr=47), respectively (p<O.005).

Myocytes isolation

In accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines and the

Guide for the Care and Use of Laboratory Animais published by the US National

Institutes of Health, animals were heparinized (1 U/kg; ip), anaesthetized by an

injection of pentobarbital (38 mglkg; ip) and then sacrificed by cervical dislocation.

The hearts were rapidly removed, and retrogradely perfused through the aorta using a

modified Langendorffapparatus at a flow rate of 12 ml/min. The following solutions

maintained at 37 ± 1°C were applied: (i) HEPES-buffered Tyrode solution containing

(in mM): 130 NaCl; 5.4 KCI; 1.8 CaCt2; I MgC12; 0.33 Na2HPO4; 10 HEPES; 5.5

glucose (pH adjusted to 7.4 with NaOH) for 5 mm; (ii) nominally Ca-free Tyrode

solution for 5 mm; (iii) Tyrode solution containing 300 U/ml collagenase type 2

(Worthington Co. Ltd, freehold, NJ, USA); 0.5 U/ml protease type XIV (Sigma

Chemicals Co., St. Louis, Mo, USA), 0.1% bovine serum albumin (BSA; fraction V,

Sigma Chemicals Co., St. Louis, Mû, USA); 20 mM taurine and 200 t.iM CaCI2 for 7

mm; and (iv) Tyrode solution containing 0.1% BSA; 20 mM taurine and 200 jiM

CaCI2 for the final 5 min. At the end ofthe perfusion period, the lower half of the heart

was removed from the perfusion system. The left ventricular free wall was isolated and

removed of its papillary muscles before being cut into small pieces in a “KB” solution

[18] containing (in mM): 100 K-glutamate; 10 K-aspartate; 25 KCI; 10 KH2PO4; 2

MgSO4; 20 taurine; 5 creatine; 0.5 EGTA; 5 HEPES; 0.1% BSA; 20 glucose (pH
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adjusted to 7.2 with KOH). The ventricular pieces were shaken gently for 5 minutes

until dissociation into rod-shaped single myocytes. Isolated myocytes were given 15

minutes to deposit and were then resuspended in “KB” solution before being stored at

4°C untit use.

Etectrophysiologica! recordings

I was defined as the 5 jiM E-4031-sensitive tau current elicited upon return

to -40 mV after test pulses to various voltages from -30 mV to +60 mV (225 ms

duration, 10 mV increments). ‘Ks was defined as the 0.1 j.iM HMR1556-sensitive

current elicited by 3.5 s voltage steps ranging from -30 to +50 mV at 0.033 Hz. The

inward rectifier K current (IKI) was measured as the 1 mM BaC12-sensitive current

elicited by 500 ms voltage steps ranging from -110 to +50 mV at 0.3 Hz. The holding

potentiat used to record these 3 K currents was -80 mV. b avoid contamination by

Na and Ca2 currents, voltage-clamp protocols for the measurement of IKr and iKs

were preceded by a 100 ms inactivating step to -40 mV and myocytes were

superfused with Tyrode solution containing 100 jiM cadmium chioride. Action

potential were recorded in absence of Ca2 channel blocker at various frequencies

ranging from 0. 1 to 4 Hz by injecting suprathreshotd current pulses through the

patch-clamp pipette. ‘Kr and IKs were recorded using the ruptured configuration whiie

‘M and action potentials were recorded using perforated patch-clamp technique. Ail

recordings were obtained at 36 ± 1°C. CelI capacitances were calcuiated by

integrating the current elicited by a 10 ms voltage step from +30 to +40 mV. This

choice of voltage prevented contamination of the capacitive current by the inward

rectifier K current ‘KI. Whole-cell capacitances were similar between male (87 ± 6

pF, n=38) and female (87 ± 7 pf, n=27; p=O.9) ventricular myocytes. Ail current

amplitudes were normalized to the cell capacitance and expressed as densities

(pA/pf).

Whole-celi voltage and current recordings were made using a patch-clamp

amplifier (AXOPATCH 2003, Axon Instruments, Foster City, USA). Pipettes were

made from borosilicate glass (World Precision Instruments, Sarasota, fL., USA), and

had resistances in the range 1.5-4 M2 when fiuled with the following solutions (mM):
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110 K-aspartate, 20 KCI, 8 NaC1, 1 MgCI2, I CaC1, 10 EGTA, 4 K2ATP and 10

HEPES (pH adjusted to 7.2 with KOH) for ruptured patch-clamp experiments and

110 Ktaspartate, 28 KCI, 8 NaCI and 10 HEPES (pH adjusted to 7.2 with KOH) for

perforated patch-clamp experiments. Perforated patch-clamp was performed using

nystatin (350 .Ig/ml). Series resistance (Rs) compensation was applied to reduce Rs

by 70-80%. Data were corrected for a liquid junction potential of -10 mV. Voltage

ctamp currents were low-pass filtered with a 4-pole Bessel analog filter, digitized and

stored in a microcomputer using PCLAMP 2.0 software (Axon Instruments, foster

City, USA).

Western btots

Sarcolemmat-enriched proteins were prepared from the left ventricular free

wall from guinea pigs of both sexes (3 guinea pigs/group) as previously described [8].

Proteins (100 tg) were separated on 5-15% SDS-PAGE, transferred overnight at 90

mA on PVDF membranes (Milliipore, U.S.A) and blocked in TBS (KvLQTI, Kir2.1

and minK) or PBS (HERG) buffer containing 0.1% Tween 20 (TBSt, PBSt)

supplemented with 5% non-fat dried milk (NfDM) for 90 min at room temperature

(RT). Membranes were then incubated overnight at 4°C with rabbit polyclonat

primary antibodies directed against HERG, minK, Kir2.1 (Alomone Labs, Israel) and

KvLQTÎ (Chemicon, U.S.A). After washing 3 times for 10 min with TBSt or PBSt

0.1% I 5% NfDM, membranes were incubated with secondary antibody (anti-rabbit

HRP conjugated IgG) for 3 hours at RT under agitation. Membranes were then

washed 3 times for 10 minutes with TBSt or PBSt 0.1% before being treated with

chemiluminescent substrate and exposed to autoradiography film.

Surface ECG recordings

Guinea pigs were anaesthetized with pentobarbital (i.p.). Platinum electrodes

were positioned under the skin and lead II surface ECGs were acquired using the

EMKA System (EMKA Technologies, france) at a rate of 2 kHz. Body temperature

was maintained at 37°C using a heating pad. QT intervals were corrected (QTc) for

heart rate using the Bazett formula QTc = QT/(RR)1”2 that bas been reported to be the
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most appropriate formula for correcting QT intervals of anaesthetized guinea pigs

[19].

Langendorffperfusion

Experiments were performed as previously described [20]. flearts were

retrogradely perfused through the aorta at a constant perfusion pressure of 75 mm Hg

with a Krebs-Henseleit buffer at 37°C and constantly gassed with 95% 02/ 5% C02

containing (in mM) 11.2 glucose, 118.5 NaCI, 25 NaHCO3, 4.7 KC1, 2.45 MgSO4,

1.2 KH2PO4, 2 CaC12. An epicardial ECG was obtained by placing one silver

electrode at the base ofthe heart under the right atrium and another in the apex ofthe

left ventricle. After a 30 min-equilibration perfusion period with a Krebs-Henseleit

buffer, the hearts were perfused for 10 min with 5 jiM E-4031 to block ‘Kr. HMR1556

(0.1 iM) was then added to the perfusion solution for an additional 10 min. ECG

measurements were continuously recorded during the duration of the protocols and

RR, PR, QRS and QT intervals were measured at the end of the perfusion periods.

The Fridericia formula QTc = QT/(RR)”3 was used for correcting QT for RR interval

[21]. In a series ofexperiments, the sequence ofthe drug administration was inverted

to determine whether the initial duration of the QT interval had any influence on the

ability ofthe drugs to exert their effects.

Drugs

HMR 1556 (a gift from Aventis Pharma) was dissolved in DMSO as 1 mM

stock solution and diluted in the buffer to achieve a final concentration of 0.1 jtM.

The final concentrations of DMSO (0.01%) had no significant effects on the current

traces and ECG parameters. E-4031 (Wako Chemicals USA Inc.) and ail other drugs

were prepared in distilled water before being diluted with control solutions.

Statisticat anatysis

Data are expressed as mean ± SEM. Paired and unpaired Student t-test as well

one-way analysis of variance (ANOVA) with a Tukey post test were used when

appropriate. The resuits were considered statistically significant when P-values were

smallerthan 0.05.



206

RESULTS

r
Figure lA presents examples of I currents recorded in ventricular ceils

isolated from guinea pigs of both sexes. These tau currents, recorded following a

voltage step at +30 mV, were completely abolished by 5 1iM E-4031. As shown on

f igure 13, the mean I-V relationships for the E-4031-sensitive ‘Kr tait currents were

similar between male and female guinea pig ventricular celis. Figure 1C compares the

deactivation of ‘Kr between the two groups. The mean deactivation time constants

were comparable between both groups.

Figure 2A illustrates representative examples of the 11MR1556-sensitive ‘Ks

currents obtained in male and female ventricular ceils. Figures 2B and 2C show that

the I-V relationships of the time-dependent (step) current as well as that of the tau

current were similar between both groups. In addition, no sex difference was

observed in the deactivation of ‘Ks as illustrated by the averaged values of the ‘Ks

deactivation time constant for both groups (Fig. 2D).

We also compared IKI density in male and female guinea pig ventricular

myocytes. Figure 3A presents examples of ‘KI recorded in male and female myocytes.

Figure 33 presents mean data for ‘KI measured at the end of the 500 ms activation

steps. The densities of the inward and outward portions were similar between both

groups. In line with these results, there was no sex-related difference between in the

resting membrane potentials of males (-$3.9 ± 0.5 mV, n3$) and females (-84.7 ±

0.5 mV, n27; p NS). We also used a ramp voltage-clamp protocot from +30 to

-110 mV to record instantaneous ‘KI and found no sex difference for the inward and

outward portions of IKI (data flot shown).

Protein expression ofr channets

We compared the protein expression levels of the following K channels

responsible for the currents described above: ERG (iKr) [22], KvLQT1 and minK (iKs)

[23,24] and Kir2.1 (1KI) [25,26]. Consistent with the electrophysiological resuits, data
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presented in f igure 4 show that the protein expression levets of ail the K channeis

studied were similar between male and female guinea pig ventricies.

Action potentiat duration

We recorded action potentiais at five different frequencies to compare ceilular

repolarization between males and femaies. figure 5A presents action potentiais

recorded at 4 Hz in myocytes isoiated from male and female guinea pigs. figure 5B

depicts mean APD measured at 90% of repolarization for the entïre frequency range

studied. This graph shows that no sex difference was observed in the duration or the

rate dependence of action potentials. Similar resuits were aiso obtained when APD

were measured at 50% of repolarization (data flot shown). The absence of sex

differences in the rate-dependence ofthe APD was aiso consistent with the resuits of

the voitage-ciamp experiments showing that ‘Ks was similar between male and female

ventricular myocytes.

QT intervats

To compare QT intervals between males and femaies, surface ECG were

performed on anaesthetized guinea pigs. Consistent with APD recorded in isolated

ventricular myocytes, the QTc intervals measured in male guinea pigs were

comparable to those of females (fig. 6). The heart rate as well as ail the other ECG

parameters studied were also similar between both groups.

Langendorff-perfused heart

The next series of experiments were performed to further explore the impact

of I and ‘Ks at the whoie heart level, i.e., on the ECG marker of repolarization, the

QT interval. To do so, we used a Langendorff-perfused heart preparation rather than

anaesthetized guinea pigs since desired drug concentrations could be much more

easiiy achieved in isoiated heart preparation.

Epicardial ECGs were recorded on Langendorff-perfused hearts isolated from

maie and female guinea pigs. Hearts were perfused with physiological solution

(Krebs-Henseleit; KM) for the first 30 mm, with KM containing 5 tM E-4031 for the

following 10 min and with KM suppiemented with 5 tM E-4031 plus 0.1 .tM
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HMR1556 for the final 10 min ofthe perfusion. Figure 7A presents the averaged QTc

intervals durations obtained under these conditions. E-4031 prolonged QTc intervaïs

to a similar extent in males (24±3%, n=13) and females (28±4%, n=11, p=O.4). The

combination of HMR1556 caused an additional increase in QTc intervals. Then

again, this prolongation was flot different between males (17±2%, n13) and females

(15±3%, n1 1; p=0.8). We performed a second set of experiments in which the

HMR1556 was administered first and then combined with E-4031. findings obtained

in these experiments indicate that the order of drug administration did not impact on

the extent of prolongation produced by either drugs. For example, in males E-4031

induced a 24±3% increase from baseline and a 25±3% increase when the drug was

administered in presence of HMR1556 (p=O.8). On the other hand, HMR1556

administered alone produced a 12±3% increase from baseline and a 17±2% increase

when the drug was added to E-4031 (p=O.3). Bar graphs presented on figure 73 show

the cumulative data obtained from ail these experiments. As illustrated, in both males

(n=21) and females (n19), the ‘Kr and ‘K blockers caused a significant prolongation

of QTc intervais. Moreover, the increase induced by the ‘Kr blocker was more

pronounced compared to that produced by a block of Iic.

figure 8 shows the impact of ‘Kr and ‘Ks block on the heart rate and reveals

that both E-4031 and HMR1556 significantly reduced the heart rate. However, as

iilustrated in F igure 8B, the decrease in heart rate by HMR1556 (males: -8±1%, n=

21; femaies: -9±2%, n=19) was less important than that of E-4031 (males: -18±2%,

n21; females: -16±2%, n19). Furthermore, there was no sex-based difference in the

effect of both drugs on the heart rate. It should be noted that no significant time

dependent changes were observed in QTc intervals or HR during the course of these

experiments as iilustrated by the control experiments presented on f igures 7 and 8.
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DISCUSSION

Summary ofmain findings

By combining electrophysiological, pharmacological and molecular approaches,

we provided compelling evidence demonstrating that aduit guinea pigs do flot display

sex differences in ventricular repolarization. Despite the fact that guinea pigs share

important repolarizing currents with humans, the absence of sex differences in

ventricular repotarization implies that the guinea pig may flot be a suitable modet to

study sex difference in cardiac repolarization.

Effects of‘K,- and ‘Kg btockers on QT intervat

The fact that both E-4031 and HMR1556 induced a significant prolongation

of QTc intervals confirms that ‘Kr and ‘K are both important repolarizing currents in

guinea pigs under baseline conditions. In diffetent species, ‘Ks S often viewed as a

reserve current that cornes into play only in settings of QTc prolongation. This does

not appear to be the case in guinea pigs since perfusion ofHMR1556 under basetine

conditions or after exposure to E-4031 produced similar QTc prolongations. These

findings are consistent with previous reports showing that blockade of ‘Ks causes

APD prolongation in guinea pig ventricles [27]. furthermore, it is known that in

guinea pig ventricular cells, ‘K and ‘Kr activate to equivalent magnitude during a 225

ms pulse to O mV [15]. Thus in the time course of guinea pig cardiac action potential

both components of ‘K play a significant role in repolarization.

Effect ofIKr and ‘Kg btockers on heart rate

E-4031 significantly lowered heart rate in both male and female guinea pigs,

confirming the role of I in SA node function [28-31]. This characteristic bas

potentially clinical implications. Several drugs known to block I can induce

torsades de pointe due to delayed ventricular repolarization. furthermore, bradycardia

may also predispose to acquired long QT syndrome and torsades de pointe. The effect

of I blockers on two independent risk factors of torsades de pointe may contribute

to increase the ]ikelihood ofthese drugs to induce this ventricular arrhythmia.



210

The fact that HMRI 556 also decreased the heart rate is consistent with

previous reports demonstrating that iKs S important in controlling membrane

repolarization of guinea pig SA node cells [32-351. In the present study, we did flot

observe any sex difference in the effect ofthe ‘Kr and ‘Ks blockers on the heart rate,

suggesting that these currents are also similar in male and female guinea pig SA node

ceils.

Relation to previous studies on guinea pigs

To our knowledge, there has been only another study focusing on sex-related

differences in guinea pig ventricular repolarization. James et al. [36] compared male

with female guinea pigs at two different stages of their estrus cycles. The first female

group was studied at the time ofestrus (day-0) and the other group, 4 days post-estrus

(day-4). They observed that both groups of females had a significantly smalter ‘KI at

-120 mV compared to males. On the other hand, females of the day-4 group had

smaller ‘K tait current than mates. They recorded action potentials and found that

females in day-0 had longer action potentials compared with the two other groups.

Those data are flot consistent with our results. Since clinical studies have shown that

QT interval do not vary with the phases ofthe menstruat cycle [37], we did not pay

attention at the time ofthe estrus cycle ofthe femate guinea pigs studied. We cannot,

however, exclude a rote for the female sex hormones and indeed, undergoing studies

in our laboratory focus on the regulation of cardiac repolarization by these sex

hormones. However, the fact that we did flot separate the females with respect to the

phases oftheir estrus cycle cannot explain the different flndings between both studies.

For example, in their study, James et al. found that ‘KI was lower in both groups of

females indicating that a pooled group of females woutd have also smaller density of

inward ‘KI compared to males. However, we did not observe any sex difference in

this current. furthermore, we observed no tendency for the females to have longer

APD than males. Hence, other factors must explain the discrepancies between the two

studies. A difference in the origin of the myocytes studied could contribute to explain

these differences since it is now well recognized that spatial heterogeneity of

repotarization exists within guinea pig ventricle [16]. b prevent variation due to this
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factor, we performed the patch-cÏamp experiments on a precise ce!! popu!ation:

myocytes isolated from the sub-endocardial !ayer of the apex of the ieft ventricular

free wal!. On the other hand, James et al. used myocytes iso!ated from the two

ventric!es without specification about the endocardial-epicadiat nor apex-base

!ocalization. Other differences can arise from the fact that they compared weight

matched guinea pigs of 400-500 g whereas we compared age-matched animais of 13-

17 week o!d for reasons a!ready mentioned (Methods). In addition, we chose to

compare age-matched guinea pigs to ensure that ail anima!s have reached sexual

maturity. for exampie, a 500 g fema!e ( s-10 weeks) is sexua!!y mature whereas a

500 g male ( 6-8 weeks) may flot have reached sexual maturity yet. When the age of

the animais is controi!ed, mean body weight differs between the male and female

groups. In order to verify if weight can affect ventricutar repo!arization, we

performed a !inear correlation between QTc interva!s duration and body weight and

found no relationship between these two parameters (R2=0.002; pO.SS). Thus, the

difference in body weight did not invaiidate the interpretation of our resu!ts. f inatly,

comparison of the recordings conditions revea!ed another major difference between

the two studies. Indeed, ai! the currents reported in the present study were “sensitive

current” meaning that specific b!ockers were used to measure them whereas in the

study ofJames et al. this was not the case. In summary, the severat differences in the

experimenta! conditions between the two studies may, in part, expiain differences in

findings.

In a recent study comparing the effects of genistein on intracel!uiar Ca2

reguiation in guinea pig, Liew et al. [38] reported action potential data in keeping with

our own findings. Indeed, simiiar to what is reported here, Liew et al. reported that

APD were simi!ar between maie and fema!e guinea pig iefi ventricuiar myocytes.

Potentiat Limitations

We performed surface ECG recordings on anaesthetized guinea pigs. Since

anaesthetic agents, including pentobarbita!, are known to prolong repo!arization [39-

41], we cannot exc!ude the possibility that pentobarbita! affected differentiai!y maies

and femaies and could perhaps masked a sex difference. However, this is rather
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unlikely considering that the QTc intervals obtained in the Langendorff studies did

flot exhibit any sex differences.

Since the sympathetic tone is known to increase the heart rate, the absence of

sympathetic stimulation in the Langendorff-perfused guinea pig heart preparations

most likely explains the siower heart rate (178±4, n=41) observed compared to that

obtained in the surface ECG study (280±10, n=20). 0f note, the heart rates measured

in the Langendorff-perfused heart preparation were very similar to values reported by

Jones et al. [42] which showed that the guinea pig intrinsic heart rate (i.e. the rate

manifested by the autonomically denervated SA node) was 177±5 bpm.

Guineapig as a modet to study hormonal regulation ofcardiac repolarization

Guinea pigs share important repolarizing currents with humans, have similar

levels of sex hormones [43,44] and express cardiac receptors for estrogens,

progesterone and testosterone (data flot shown). Yet, the absence of sex differences in

ventricular repolarization reported here implies that the guinea pig may flot be a

suitable model to study sex difference in cardiac repolarization. On the other hand, if

one wishes to study ventricular repolarization without any concern about potential

variations due to hormonal regulation or sex-related differences, the guinea pig could

become a model ofchoïce.

In the present study, although we found no sex differences in the QTc interval

of guinea pigs, we pursued to do a complete characterization of the repolarization

profile of male and female guinea pigs flot only at the cellular and molecular levels

but also at the whole heart level. By doing so, we were able to rule out the possibility

that the contribution of ‘Kr and ‘Ks was different between sexes. In addition to the
+ . 2+outward K currents, we also compared the density of the L-type Ca currents

between male and female guinea pigs and found no differences between the two

groups (data flot shown) eliminating the possibility that the balance between inward

and outward currents was different between male and female animais. With the

pharmacological studies performed on the Langendorff-perfused guinea pig hearts in

presence of lKr and/or IKs blockers, we explored the impact of these currents at the

whole heart level and established that the response to the ‘Kr and ‘Ks blockers were not
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different between both sexes. These findings clearly substantiate the notion that any

animal models used to study sex-related difference in repolarization should also

display difference in the QTc interval.
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FIGURES & LEGENDS

Figure 1. ‘Kr in male and femate ventricular myocytes

A. Currents recorded before and after exposure to 5 iM E-403 1 in myocytes isolated

from a male and a female guinea pig. Currents were measured upon repotarization to

-40 mV from a test pulse to +30 mV. B. Mean I-V relationship of tait currents

measured upon repotarization to -40 mV from the indicated membrane potentiats in

male (n=14) and female (n8) myocytes. C. Time-course of deactivation of I in

male and female myocytes. Plot of the time constants (r) of deactivation against the

test pulse potentials. ‘Kr tait currents were fitted with a single exponential function.

Only data obtained from tait currents coupled with activation steps positive to O mV

are shown since more negative voltages were associated with density of tait currents

to small to be fltted.
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Figure 2. IKs in male and female ventricular myocytcs

A. Typical examples of HMR 1556-sensitive currents (IKs) recorded in a male and

female ventricular myocytes. IKs currents were recorded at test potentials ranging

ftom -30 mV to +50 mV and upon repolarization to -40 mV. Figure 23 and C show

I-V relationships ofthe time-dependent outward current measured at the end of

the 3.5 s test pulse and the tau currents recorded at -40 mV in male (n=9) and female

(n=7) myocytes. D. Time course of deactivation of ‘Ks in male and female myocytes.

Plot of the time constants of deactivation against the test pulse potentiats. Tau

currents were fitted with a single exponential function.
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Figure 3. ‘KJ in male and female ventricular myocytes

A. Typical examples of ‘KI recorded from ventricular myocytes isolated from male

and female guinea pig. IKI was measured as the 1 mM Ba2-sensitive current B. Mean

I-V relationships for ‘KI obtained in mate (n=15) and female (n12) ventricutar

myocytes.
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Figure 4. Western blot analysïs of different K channels expression in male and

female guinea pig ventricles

Western blot analysis of ERG, KvLQTI, minK and Kir2.1 on sarcolemmal-enriched

proteins (100 j.ig/Iane) isolated from male and female guinea pig ventricles. Ponceau

S—stained membranes, confirmed equal protein loading. Each group lane contains

proteins isolated from one different guinea pig for a total of 3 animals per group.
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Figure 5. Action potential duration in male and female ventricular myocytes

A. Typical examples of action potential recorded from male and female guinea pig

ventricular myocytes at 4 Hz. for the examples shown in this figure, resting

membrane potential were -$2 mV for the male and -$5 mV for the female. B. Graph

showing the APD (± SEM) at 90% repolarization obtained at 0.1, 1, 2, 3 and 4 Hz in

male (n=41) and female (n40) guinea pig myocytes.
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Figure 6. QT inter-val and other ECG parameters in male and female guinea

pigs

A. Examples of Iead II surface ECG obtained from male and female guinea pigs. B.

Table comparing mean RR, PR, QRS, QT and QTc intervals in males and females.

((n » corresponds to the number of guinea pigs studied.



Male Female p

RR(ms) 208 ± 10 231 ± 12 0.2

PR(ms) 60±2 55±2 0.1

QRS (ms) 2$ ± 1 31 ± 1 0.08

QT (ms) 135 ± 7 147 ± 6 0.2

QTc(ms) 296±8 306±5 0.3

n 10 10
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Figure 7: Effect of IKr and ‘Ks blockers on the QTc interval in male and female

guinea pigs

A. Top — Graph presenting mean QTc (± SEM) of isolated hearts of male (n= 13) and

female (n=1 1) guinea pigs before and after the application of 5 iM E-4031 atone or

combined with 0.1 jiM HMR1556 (p<O.OOl, both drugs vs baseline; **p<0•001, vs

E-403 1). Bottom — Experiment performed under control conditions (heart not exposed

to any drugs, except the vehicle) showing no significant variations in the QTc intervat

during the time course of these experiments. B. Bar graphs presenting the cumulative

data ofE-4031 and HMR1556 on the QTc in male (n=21) and female (n=19) hearts.

(*p<O.0001, effect ofE-4031 vs control condition; **p<0•005, effect of HMR1556 vs

control condition). The effect of E-4031 was greater than that of HMR 1556 in both

genders (mates, p<0.0 1; females, p<0.05).
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Figure 8: Effect of ‘Kr and Ii blockers on the heart rate of male and female

guinea pigs

A. Top — Graph presenting mean heart rate (± SEM) of isolated hearts of male (n=13)

and female (n=1 1) guinea pigs before and aller the application to 5 jiM E4031 alone

or combined with 0.1 1iM HMR1556 (‘p<O.OOl, both drugs vs baseline; **p<001, vs

E-4031). Bottom — Experiment performed under control conditions (heart flot exposed

to any drugs, except the vehicle) showing no significant variations in the heart rate

during the time course of these experiments. B. Bar graphs presenting the cumulative

data of E-4031 and HMR1556 on the heart rate in male (n=21) and female (n=19)

hearts. (*p<o.000i, effect of E-4031 vs control condition; **p<00001, effect of

HMR1556 vs control condition). The effect of E-4031 was greater than that of

HMR1556 in both genders (males, tp<o•oool; females, p<0.05).
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CHAPITRE 6 Discussion

6.1 Résumé des études présentées dans cette thèse

Cette thèse a été consacrée à la compréhension des différences mâle/femelle

au niveau de la repolarisation ventriculaire. La souris a constitué un excellent modèle

de départ puisqu’elle présentait, comme l’humain, une différence mâle/femelle au

niveau de la repolarisation cardiaque.”8 Afin d’exploiter au maximum ce modèle,

nous avons tout d’abord présenté et validé une méthodologie permettant la dissection

complète des courants de repolarisation.’°° L’application de cette technique nous a

permis de décrire les caractéristiques et les rôles physiologiques de chacun des

courants K sortants. De façon aussi importante, elle nous a donné les moyens

d’investiguer en profondeur les mécanismes cellulaires responsables du phénomène

électrophysiologique à l’étude.

Puisque plusieurs évidences cliniques suggéraient que les androgènes

pouvaient réguler la repolarisation, nous avons étudié leurs rôles dans la différence

reliée au sexe au niveau cardiaque. Nous avons démontré que la castration entraînait

un ralentissement de la repolarisation. Ce retard était associé à une plus faible densité

du courant ‘Kur et de son canal correspondant, Kvl.5,’28 tous deux impliqués dans

l’observation initiale de la différence mâle/femelle chez la souris. Les mâles castrés

présentaient un phénotype très similaire à celui des femelles, ce qui suggérait

fortement que les androgènes étaient des facteurs clés dans la différence

mâle/femelle. Nous avons confirmé ce résultat en utilisant un modèle naturel de

déficience en androgènes, les souris C57BL/6. Notre étude a révélé que cette lignée

de souris, dont les mâles avaient des taux très faibles de testostérone et de DHT, ne

présentait pas de différence de repolarisation entre les sexes.”1 Ainsi, les hormones

sexuelles mâles semblaient être essentielles à l’apparition de la différence

mâle/femelle.

Ces résultats fort encourageants nous ont incités à étudier l’effet d’une thérapie

de substitution en androgènes. Nous avons donc traité à la DHT les mâles CD-1
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castrés et les mâles C57BL/6 intacts. Le traitement a restauré la différence

mâle/femelle des CD-l et en a généré une chez les souris C573L!6. Ainsi, à l’aide de

nos divers modèles de souris, nous avons clairement démontré le rôle important des

androgènes dans la différence reliée au sexe dans la repolarisation ventriculaire.

Tout modèle, aussi bon soit-il, a ses limites. Dans le cas de la souris, la limite

provient du fait que le courant K sujet aux actions des androgènes, ‘Kur, n’est pas

exprimé dans le ventricule humain. Afin de poursuivre nos études, nous avons donc

utilisé le cobaye, qui contrairement â la souris possède les courants IKr et ‘Ks. Notre

caractérisation de la repolarisation des cobayes mâles et femelles n’a révélé aucune

différence au niveau de ces courants K. Par ailleurs, les potentiels d’action, les

intervalles QTc et la réponse à différents agents pharmacologiques étaient similaires

entre les mâles et les femelles. Ainsi donc, contrairement à la souris, le cobaye ne

présente pas de dimorphisme sexuel au niveau de la repolarisation.

6.2 Comment réconcilier les résultats obtenus chez le

cobaye et la souris?

Les résultats obtenus chez la souris corrélaient parfaitement les données

épidémiologiques suggérant que les androgènes régulent la repolarisation. Selon ces

études, tout portait à croire que les androgènes pourraient affecter un courant K dans

les ventricules d’humains. Mais lequel? ‘Kur, le courant qui était responsable des

différences chez la souris n’est pas présent dans le ventricule d’humain. On a supposé

que IKr ou IKs qui jouent des rôles semblables pourraient être affectés. Nos études ont

par contre montré que ces courants n’étaient pas différents chez les cobayes mâles et

femelles. Alors, quel est le lien manquant?

Pour une raison inconnue, il se peut que la régulation hormonale de la

repolarisation du cobaye soit différente de celle de la souris et de l’homme. Ceci

voudrait donc dire que le cobaye n’est pas un bon modèle pour l’étude des différences

mâle/femelle au niveau de l’intervalle QTc. Cette hypothèse est toutefois peu

convaincante en sachant que les cobayes ont des niveaux d’hormones sexuelles
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semblables aux souris et aux humains et ont aussi des récepteurs aux hormones

sexuelles. Ainsi, l’étude effectuée chez les cobayes pourrait simplement suggérer que

les courants Ii et l ne présentent pas de différence reliée au sexe. Quels seraient

donc les facteurs participant à l’établissement du phénomène? La section suivante

propose plusieurs explications possibles.

6.3 Facteurs potentiellement impliqués dans la différence

mâle/femelle

+6.3.1 Courant K ‘to

L’absence de différence mâle/femelle dans la densité du courant ‘10 chez la

souris nous avait fait écarter ce courant comme facteur responsable de la différence

observée chez les humains. Des données récentes suggérant une régulation différente

du courant 1to chez l’humain et la souris nous ont encouragé à reconsidérer cette

hypothèse. Il est connu que le courant est associé au canal Kv4.3 chez l’humain65 et

à la combinaison des canaux Kv4.2/Kv4.3 chez la souris.95’97 L’élément nouveau

provient du fait que ta régulation fine du courant It pourrait différer entre ta souris et

l’homme. Par exemple, le mécanisme sous-jacent à l’hétérogénéité du courant ‘to

travers le myocarde (Ito est beaucoup plus proéminent dans l’épicarde que dans

l’endocarde) est différent entre les deux types de mammifères. Chez l’humain,

KChIP2, une sous-unité accessoire, agit comme élément régulateur alors que Kv4.2

joue ce rôle chez la souris.’29”30 Ainsi, les résultats obtenus chez la souris qui ont trait

au courant 1to ne peuvent être directement extrapolés à l’humain. Ce courant reste

donc un candidat pouvant potentiellement expliquer la différence de repolarisation

entre l’homme et la femme. Cette piste semble plausible puisqu’une étude

fondamentale a justement dévoilé une densité plus grande de courant chez des chiens

mâles comparés aux femelles.’3’ Il est important de noter que le courant ‘to du chien

est associé au canal Kv4.3 et que son hétérogénéité transmurale est due à KChIP2,

comme chez Si on extrapole les données recueillies chez le chien

vers l’humain, une densité du courant ‘to plus grande chez les hommes pourraient
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expliquer leur repolarisation plus rapide. Par ailleurs, plusieurs observations

concordent avec cette hypothèse. Une analyse approfondie de l’intervalle QTc des

hommes et des femmes révèle que la différence provient de la phase de repolarisation

initiale et non de la phase finale puisque le segment entre le pic de l’onde T et la fin

de celle-ci est similaire entre les sexes.133 Ainsi, un courant à activation rapide, tel

que ‘to, est fort probablement responsable de la différence. De plus, le segment ST,

grandement influencé par le courant ‘to, présente une différence inter-sexe. En effet, il

est plus élevé chez les hommes que chez les femmes, ce qui concorderait avec un ‘to

plus grand chez les sujets masculins.133 Pour réconcilier parfaitement les données

épidémiologiques, le courant responsable devrait être régulé par les hormones

sexuelles mâles pour expliquer le fait que la différence de QTc chez l’homme apparaît

après la puberté et qu’elle est abolit par la castration.52’56 Or, il a été rapporté dans une

étude de cas que deux patients ayant subi une castration ont vu leur segment ST

rabaisser et leur intervalle QTc rallonger.134 Toutes ces données suggèrent que le

courant ‘ta pourrait être modulé par les androgènes et qu’il pourrait contribuer à la

différence reliée au sexe dans l’intervalle QTc. D’autres études devront être effectuées

afin de consolider cette hypothèse (voir section 6.5.2, p.254).

6.3.2 Courants ioniques autres que K

Les courants autres que K impliqués dans le potentiel d’action pourraient

aussi être la cible des hormones sexuelles. Les résultats de plusieurs études

démontrent en fait une régulation hormonale du courant calcique. Dans la majorité de

ces études, la densité du courant calcique est diminuée suite à une exposition aigué

aux œstrogènes.’3537 Cet effet ne peut malheureusement pas expliquer la différence

reliée au sexe puisqu’un courant calcique plus petit chez la femme serait associé à des

potentiels d’action et des intervalles QTc plus courts. De plus, les concentrations

utilisées étaient supra physiologiques, ce qui limite la portée de ces études.

Finalement, les courants Ca2 des souris,1’8 des rats117 et des cobayes (réf CHAPITRE

5, p.198) sont similaires entre les mâles et les femelles. Peu d’études se sont penchées

sur l’implication du courant Na dans la différence reliée au sexe. Chez l’humain, le

complexe QRS est plus court chez les femmes que chez les hommes.52 Cette
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observation cadrerait avec l’hypothèse d’un courant Na plus important chez les

femmes qui pourrait expliquer leur intervalle QTc plus long. Les résultats obtenus par

notre laboratoire vont toutefois à l’encontre de cette hypothèse. En effet, notre groupe

a démontré que le courant Na ne présentait pas de différence mâle/femelle chez la

souris)’8 Ici encore, d’autres études sont requises afin d’éclaircir ces observations

opposées.

6.3.3 Sous-unités accessoires aux canaux ioniques

En plus des sous-unités ci qui forment le pore des canaux ioniques, les sous-

unité f3 et les protéines impliquées dans le trafic et le ciblage des canaux pourraient

être la cible des hormones sexuelles et contribuer à la différence mâle/femelle au

niveau de la repolarisation. Par exemple, minK, la sous-unité B associée au courant

semble être régulée par les hormones sexuelles. En effet, l’ARNm de cette

protéine était grandement diminuée dans les ventricules de lapines OVX traitées aux

oestrogènes ou à la DHT.”9 Par ailleurs, les résultats d’une étude effectuée au niveau

de l’utérus appuient l’idée d’une régulation hormonale des canaux Kv par le trafic de

ceux-ci. Dans cette étude, l’injection d’oestrogènes a, en plus de diminuer les ARNm

de Kv4.3, induit une accumulation de ce canaL autour du noyau.124 Les mécanismes

responsables de cette perturbation restent toutefois à être élucidés. Un autre groupe a

récemment montré que l’augmentation du courant I des cardiomyocytes observée

durant la période développementale du rat était associée à une augmentation drastique

de l’ARNm de KChIP alors que l’ARNm de Kv4.2 et de Kv4.3 ne présentaient que

de faibles variations durant cette même période.’38 Ce type de régulation est

potentiellement important et reste à être exploré. Dans nos études chez la souris, nous

n’avons pas investigué cette avenue puisque la diminution du courant sensible aux

androgènes était expliquée par une diminution de l’expression de sa sous-unité

principale.
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6.3.4 Régulation du calcium intracellulaire

Le rôle principal des protéines et échangeurs régulant le calcium

intracellulaire est de contrôler la contraction. Toutefois, puisqu’ils impliquent des

transferts d’ions électrogéniques, ils ont aussi un impact sur la durée du potentiel

d’action (voir figure 1, p.20 pour la contribution de l’échangeur NaICa2 au potentiel

d’action). Par ailleurs, une partie de l’inactivation des courants Ca2 dépend du

calcium et peut donc être modulée indirectement par les protéines responsables du

calcium intracellulaire. Le tout récent dévoilement du mécanisme responsable du

quatrième type de LQTS a fourni une autre indication quant à la relation possible

entre le calcium et la durée de la repolarisation cardiaque. En effet, la prolongation de

l’intervalle QTc chez les patients LQTS4 est associée à une dysfonction de la pompe

Na/K-ATPase, de l’échangeur Na/Ca2 et du récepteur à l’1P3,3° tous impliqués,

directement ou indirectement, dans la gestion du calcium intracellulaire. Le lien entre

ces protéines et la prolongation de la repolarisation reste toutefois à être élucidé.

Quelques études seulement ont adressé la possibilité d’une différence

mle/femelte dans la régulation du calcium intracellulaire. Leblanc et col!, ont

observé des niveaux de calcium intracellulaire plus faibles chez les femelles que chez

les mâles.’17 ALors que cette différence corrélait la force de contraction pLus faible des

femelles, elle ne semblait pas avoir d’impact sur la repolarisation puisque les durées

de potentiels d’action étaient comparables entre les deux sexes. Bien que ce résultat

n’appuie pas l’hypothèse d’une différence mâle/femelle expliquée par le calcium

intracellulaire, le faible nombre d’études ne permet pas d’écarter complètement cette

piste. Les protéines impliquées dans la régulation du calcium intracellulaire influent

non seulement sur la contraction et la repolarisation, mais aussi sur la conduction, ce

qui complexifie leur étude. De plus, elles sont impliquées dans la génération de

dépolarisations précoces. Il se peut donc qu’une différence mâle/femelle soit révélée

en conditions pathologiques seulement.



242

6.3.5 Système nerveux autonome

Plusieurs observations suggèrent que le contrôle exercé par le système

autonome sur le coeur présente des variations inter-sexe.139 Entre autres, la

bradycardie réflexe survenant suite à une augmentation de la pression artérielle est

plus importante chez l’homme que chez la femme.’4° Une étude expérimentale portant

sur ce sujet a même démontré que la testostérone était impliquée dans cette

différence.14’ Puisque l’intervalle QT est aussi influencé par le système nerveux

autonome142 via certains courants ioniques, il est permis de suggérer un lien possible

entre les différences mâle/femelle dans l’intervalle QTc et ce système. Une étude a

testé cette hypothèse en mesurant les intervalles QTc d’hommes et de femmes avant

et après un double blocage du système autonome. La différence reliée au sexe

présente en conditions contrôles demeurait après l’injection de propanonol et

d’atropine, inhibiteurs des récepteurs 3-adrénergiques et muscariniques,

respectivement.’43 Selon ce résultat, il est peu probable que le système autonome soit

responsable des différences homme/femme observées dans la repolarisation

ventriculaire.

6.3.6 Couplage cellulaire

Le couplage cellulaire influence la vitesse de conduction et la repolarisation

ventriculaire. Au cours des dernières années, plusieurs équipes se sont intéressées à ta

régulation des connexines, protéines responsables du couplage cellulaire, ainsi qu’à

leur implication dans le développement de certains types d’arythmies. Les études de

régulation ont majoritairement porté sur l’impact de l’âge’44 sur les connexines. À ma

connaissance, aucune étude n’a vérifié l’effet du sexe et des hormones sexuelles au

niveau du couplage ventriculaire. Ce domaine est donc à découvrir. Une piste

intéressante serait de comparer la composition, la densité et la localisation sous

cellulaire des connexines entre les mâles et les femelles.
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6.3.7 Résumé

Plusieurs facteurs pourraient contribuer à expliquer la différence au niveau de

l’intervalle QTc des hommes et des femmes. Toutefois, je considère que la piste la

plus prometteuse demeure la régulation hormonale des canaux ioniques. Des idées de

recherches futures seront présentées à la section 6.5.2, p.254.

6.4 Avancements scientifiques et impact des résultats

6.4.1 Portée de ]a méthodologie proposée pour l’enregistrement

de courants K de souris

6.4.1.1 Essor du modèle de la souris pour l’étude du système

cardiovasculaire

L’accès aux souris transgéniques constitue une avancée majeure pour la

compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les

phénomènes physiologiques et pathologiques. D’innombrables modèles de souris

transgéniques ont été utilisés dans les dernières années et de nombreux autres verront

le jour. Le domaine des maladies cardiovasculaires n’échappe pas à cette

tendance.’45”46 Puisque plusieurs pathologies cardiaques sont associées à une

prolongation du potentiel d’action,147”48 plusieurs chercheurs s’intéressent aux

courants de repolarisation. Il est donc crucial de bien caractériser les courants K de

la souris. La méthodologie présentée au CHAPITRE 2 répond à ce besoin. Cette

méthode est en fait la seule disponible à ce jour qui permette non seulement l’étude de

la densité des divers courants présents chez la souris mais aussi la caractérisation de

leurs propriétés cinétiques. Ceci est crucial puisque la fonction physiologique d’un

courant est étroitement liée à sa cinétique.
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6.4.1.2 Importance de l’étude de la cinétique des courants K

6.4.1.2.1 Identflcation du rôle physiologique des courants

Les propriétés cinétiques des courants ioniques englobent les vitesses

d’activation et d’inactivation, le recouvrement de l’inactivation et l’inactivation à

l’équilibre. Tous ces paramètres ont un impact sur le rôle physiologique du courant.

Par exemple, la vitesse d’activation détermine la rapidité de l’impact d’un courant sur

le potentiel d’action. De son côté, le recouvrement de l’inactivation indique le temps

requis pour un canal de sortir de l’état inactivé et d’être à nouveau fonctionnel.

Finalement, l’inactivation à l’équilibre mesure ta proportion de canaux inactivés à un

voltage donné. La caractérisation des propriétés cinétiques des courants K sortants

de la souris, rendue possible grâce à notre méthode, permet de dresser un portrait de

leur importance relative sur le potentiel d’action.’°°

La vitesse d’activation des courants K ventriculaires est un paramètre très

important chez ta souris puisqu’elle possède des potentiels d’action très courts. Ainsi,

l’activation rapide des courants ‘to et ‘Kur contribue à leur grande participation à la

phase initiale de la repolarisation. En revanche, l’activation de I est beaucoup plus

lente. Ce courant a donc peu d’impact sur la phase de repolarisation rapide. Du point

de vue de la phase d’inactivation, ‘to s’inactive environ cinq fois plus rapidement que

‘Kur à un voltage donné alors que ne s’inactive presque pas. Par conséquent, les

impacts de ‘Kur et de I sont plus soutenus. Il faut toutefois rappeler que l’activation

lente de retarde son entrée en jeu. De plus, sa densité est deux fois plus faible que

celles des autres courants. Ainsi donc, son impact sera soutenu mais faible. Par

ailleurs, ‘to recouvre environ 20 fois plus rapidement de son inactivation que ‘Kur. Ceci

renforce son rôle chez la souris dont le rythme cardiaque est très élevé, Finalement,

les études d’inactivation à l’équilibre montrent qu’à des voltages voisins du potentiel

de repos, tous les canaux associés aux courants ‘to et ‘Kur sont prêts à s’activer, ce qui

corrobore leurs implications physiologiques.
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6.4.1.2.2 Étude de la régulation des canaux

Il existe une grande variété de canaux K cardiaques selon le type de cellules,

la chambre du coeur ou l’espèce étudiée. De surcroît, certains courants ayant la même

base moléculaire ont des caractéristiques distinctes selon leur lieu d’expression, ce qui

accroît la diversité. Par exemple, les courants ‘Kur des oreillettes de souris et d’humain

sont tous deux associés au canal Kvl.5 mais ont des cinétiques d’inactivation très

différentes. En effet, celui de l’humain s’inactive beaucoup plus lentement que celui

de la souris.’00”49 Cette observation n’est qu’un exemple parmi plusieurs révélant te

grand rôle des sous-unités régulatrices. Il n’est donc pas surprenant que plusieurs

chercheurs se penchent maintenant sur ce sujet. À l’aide des techniques de clonage et

d’expression dans des lignées cellulaires, des chercheurs ont éclairci le rôle de

certaines sous-unités f3 dans la génération de courants K spécifiques.64”5° Ils ont

aussi découvert qu’une sous-unité f3 pouvait interagir avec plus d’une sous-unité cx

(voir Tableau VI, p.45).29’63 Cette observation contribue certainement à expliquer la

grande diversité de densités, de cinétiques et de composition des courants K à travers

te coeur et les espèces. Cette diversité permet possiblement une régulation précise des

courants K selon le lieu d’expression, ce qui renforcit la notion que la durée de la

repolarisation est un paramètre crucial qui doit être adapté spécifiquement selon la

fonction de chaque cellule.

Puisque dans certains cas, des souris transgéniques sont utilisées afin d’étudier

le rôle des sous-unités régulatrices,63”51”52 notre méthode d’isolation de courants K

sera grandement utile pour les futures recherches dans ce domaine. En effet, elle

permettra l’étude individuelle des cinétiques des courants K sortants. De plus, elle

s’appliquera aussi pour l’étude des effets des agents pharmacologiques sur les canaux

K, de même que pour toutes les autres conditions associées à un changement

cinétique. L’exemple suivant décrit une situation pathologique associée à des

dérèglements d’ordre cinétique.
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6.4.1.2.3 Identflcation des mécanismes responsables de la prolongation de la

repolarisation dans diverses situations pathologiques

En 2001, nous avons été sollicités afin d’étudier la repolarisation cardiaque des

souris transgéniques du VIH-1. Ces souris, en plus de présenter des troubles du

système immunitaire, développaient des symptômes cardiaques.i53i54 En effet,

certaines souris avaient un intervalle QT prolongé et mourraient soudainement. À
l’aide de notre méthode de séparation de courants, nous avons démontré que la

prolongation de la repolarisation était due à une réduction des courants K sortants ‘to,

155 . . . . . +
IKur et Nous avons ensuite verifie la cause de la diminution des courants K

+ ‘,Nous avons demontre que la densite plus faible des courants K n etait pas due a une

expression réduite des canaux mais bien à une modification des cinétiques

d’inactivation. Cette découverte n’a été possible que par l’application de notre

technique.

6.4.1.3 Polyvalence de la méthode proposée

En plus de décrire une méthode pour séparer les divers courants K de la

souris, l’article du CHAPITRE 2 fournit les critères de sélection de chacune des

étapes choisies. Il s’agit donc d’un protocole “clé en mains” qui peut être adapté par

chaque laboratoire, selon leurs conditions expérimentales. Par exemple, la méthode

de base s’applique pour des enregistrements effectués à température ambiante mais

peut être ajustée pour des températures plus physiologiques. Un protocole modifié

pour des enregistrements à 32°C a même été suggéré et validé dans l’article)00 De

surcroît, notre méthode s’applique aux myocytes ventriculaires et auriculaires. Elle

pourrait aussi être utilisée chez le rat qui possède deux des trois courants K sortants

retrouvés chez la souris (Ito et i) ainsi qu’au niveau des oreillettes humaines, qui

possèdent ‘to et ‘Kur.

En résumé, cette méthode offre des avantages substantiels par rapport aux

autres méthodes disponibles et a un très grand potentiel d’application.



247

6.4.2 Progrès dans l’étude de la régulation hormonale de la

repolarisation

6.4.2.1 Identification du rôle crucial des hormones sexuelles mâles dans la

différence mâle/femelle

Les résultats des études expérimentales effectuées jusqu’à ce jour montraient

qu’une administration d’androgènes était associée à des changements au niveau de la

repolarisation cardiaque.’’9”25”56 Nous avons été les premiers à révéler le rôle direct

de ces hormones dans la différence mâle/femelle au niveau de la repolarisation. Nos

résultats démontrent que la déficience en androgènes abolit cette différence alors que

la présence d’androgènes permet son émergence. Ces conclusions ont été tirées

d’études effectuées sur divers modèles (voir f igure 12, p.248), ce qui constitue une

force de nos études. En effet, le nombre considérable de modèles étudiés dans cette

thèse permet même de tester la corrélation entre les niveaux d’androgènes et la

densité du courant impliqué dans la différence mâle/femelle. Le graphique suivant

regroupe tes données des huit différents modèles de souris utilisés dans les différents

projets réunis dans cette thèse et démontre qu’il existe une forte corrélation entre les

niveaux de DHT et la densité du courant ‘Kur (R= 0.97, p< 0.000 1)
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f igure 12: Relation entre les niveaux de DHT
modèles de souris étudiés dans cette thèse
ORC: castré (“orchiectomized”)

• (1) CD-1 Mâle 2-3 mois

• (2) CD-1 Mâle 4-5 mois

À (3) CD-1 Femelle

x (4) CD-1 ORC

(5) CD-1 ORC + DHI

• (6) C57BL!6 Mâle

+ (7) C578L16 Femelle

-(8) C57BL/6 Mâle + DHI

et la densité de ‘Kur dans les différents

6.4.2.1.1 Mécanisme d’action des androgènes

L’originalité de nos études provient aussi du fait que nous avons suivi l’impact

des androgènes à plusieurs niveaux de ta repolarisation ventriculaire (moléculaire,

cellulaire et coeur entier). Ainsi, dans tous les modèles utilisés, nous avons observé un

effet sur l’intervalle QTc, les potentiels d’action, le courant IKur et son canal associé

Kvl.5. Ce suivi en profondeur nous a aussi permis d’identifier le mécanisme d’action

des androgènes : hausse du nombre de canaux K, augmentation subséquente de la

densité du courant et accélération de la repolarisation. Par ailleurs, les raisons

suivantes suggèrent fortement que la hausse de la densité protéique résulte d’une

transcription accrue du canal K.

Ï. L’action principale des hormones sexuelles est la régulation de la transcription

via leurs récepteurs, qui sont considérés comme des facteurs de transcription;

2. Les ventricules de souris expriment les récepteurs aux androgènes;

3. 14 des 15 nucléotides consécutifs formant l’élément de réponse des

androgènes sont présents dans le gène Kvl •;98

4. Les niveaux d’ARNm de Kvl.5 sont plus abondants chez les souris CD-1

mâles que femelles.1 l8

g

0 0,5 1 1,5
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6.4.2.1.2 Seuil d’androgènes nécessaire pour une action au niveau cardiaque

D’après nos études, il semble que les niveaux de testostérone et de DHT

circulants doivent dépasser un certain seuil pour induire les effets observés sur

l’éÏectrophysiologie cardiaque. Par exemple, les souris C57BL/6 ne sont pas

complètement déficientes en hormones sexuelles mâles : elles possèdent des niveaux

d’androgènes faibles qui assurent tout de même une fonction reproductrice. Par

contre, ces niveaux ne semblent pas suffisants pour générer une différence reliée au

sexe dans la repolarisation cardiaque. Il est possible que le seuil d’androgènes requis

pour déclencher une action cardiaque soit plus élevé que celui du système

reproducteur. Cette affirmation semble très plausible en considérant que les organes

reproducteurs sont les tissus cibles des hormones sexuelles et sont vraisemblablement

plus sensibles à leur action. En fait, les récepteurs aux hormones sexuelles sont

beaucoup plus abondants dans les organes reproducteurs que dans le coeur.73 D’autre

part, l’action des androgènes peut être plus importante dans les testicules puisque ce

tissu est le site même de la synthèse des hormones sexuelles et que leurs

concentrations y sont plus élevées que dans le sang.tm”57
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6.4.2. 1.3 Durée d’exposition requise pour un impact sur la repolarisation

Qu’en est-il du temps d’exposition aux androgènes nécessaire pour induire des

effets sur l’activité électrique du coeur? Dans nos études, nous avons obtenu des

réponses positives au traitement à la DUT chez les mâles C573L/6 et CD-1 castrées

ayant été traités un et trois mois, respectivement. Dans une étude effectuée chez le

lapin, un raccourcissement de la repolarisation est survenu après 21 jours de

traitement à la DUT.’25 Ainsi, trois à quatre semaines de traitement semblent

suffisantes pour générer des changements au niveau cardiaque. Il est peu probable

que cette période soit beaucoup plus courte puisque les androgènes exercent un effet

génomique, et donc à tong terme, sur le coeur. De plus, deux études, dont une réalisée

pendant un de mes stages d’été au laboratoire (données non publiées), ont montré

qu’une exposition aiguê à la DUT n’entraînait aucun changement au niveau des

courants ou des potentiels d’action.’35

6.4.2. 1.4 Durée de deficience requise pour un impact sur la repotarisation

L’impact d’un retrait d’hormones sexuelles mâles semble s’exercer beaucoup

plus lentement qu’une thérapie de remplacement. En effet, il a fallu attendre de trois à

quatre mois après la castration des souris CD-1 pour observer des différences

significatives dans la repolarisation ventriculaire. Les souris castrées étudiées de un à

deux mois après la chirurgie présentaient un phénotype intermédiaire mais non

statistiquement différent des mâles.

Il est possible que ce long délai soit dû au fait que les souris aient été exposées

aux androgènes avant d’être castrées. En effet, tes souris mâles ont des taux de

testostérone considérables dès les premiers jours de vie108 alors que dans notre étude,

la castration survenait à 37 jours de vie. Ce choix d’âge était justifié d’une part par un

désir de ne pas perturber le développement normal des souris et d’autre part, par une

volonté de les castrer à l’aube de leur maturité sexuelle. Tel que mentionné dans la

section précédente, un mois d’exposition aux androgènes est suffisant pour induire

une réponse cardiaque. Il se peut donc que plusieurs mois de déficience soient
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nécessaires afin de renverser lTeffet des androgènes sur le coeur, une cible secondaire

des hormones sexuelles.158

6.4.3 Importance du choix d’un modèle expérimental

La découverte de différences mâle/femelle dans la repolarisation cardiaque

chez la souris CD-1 a soulevé l’importance de comparer des groupes du même sexe

pour toutes les études touchant l’électrophysiologie cardiaque. Dans la présente thèse,

il a été démontré que les souris C57BL16 ne présentaient pas une telle différence.

Ainsi, cette directive ne s’appliquerait donc pas nécessairement à cette lignée. Il serait

toutefois recommandé de l’appliquer puisqu’il est important de contrôler le plus de

paramètres possibles à l’intérieur d’une étude.

6.4.3.1 Niveaux d’hormones et maturité sexuelle

La similarité du phénotype électrophysiologique des souris C57BL/6 mâles et

femelles découlaient des faibles concentrations d’androgènes dans cette lignée. Ceci

fait en sorte que ces souris ne constituent pas un modèle optimal pour l’étude de la

régulation hormonale de la repolarisation cardiaque. Puisque cette particularité n’était

pas apparente à première vue, il apparaît crucial de doser les niveaux d’hormones

sexuelles mâles et femelles avant d’entreprendre de telles études. Pour les mêmes

raisons, il serait préférable que tout modèle utilisé soit étudié après l’atteinte de sa

maturité sexuelle et avant la période de ménopause/andropause afin qu’il soit exposé à

des niveaux d’hormones maximaux.

6.4.3.2 Différence basale dans l’intervalle QTc

L’étude effectuée chez le cobaye nous a fait réfléchir à un autre critère que

devrait préférablement posséder un modèle pour l’étude des différences mâle/femelle

dans la repolarisation. En plus d’avoir des profils sexuel et électrophysiologique

cardiaque semblables à l’humain, le modèle devrait présenter une différence reliée au

sexe dans l’intervalle QTc. Sans cette différence, les résultats expérimentaux sont

difficiles à interpréter. D’une part, la découverte d’une différence mâle/femelle au
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niveau cellulaire serait intrigante puisqu’elle n’aurait pas eu de répercussion au niveau

de l’intervalle QTc. D’autre part, une absence de différence au niveau cellulaire peut

simplement expliquer les intervalles QTc similaires des animaux mâles et femelles.

Bref il est fortement recommandé de vérifier les intervalles QTc des mâles et des

femelles avant d’ïnvestiguer les mécanismes cellulaires électrophysiologiques.

6.5 Perspectives

6.5.1 Régulation cardiaque par les hormones sexuelles féminines

Le dévoilement d’une régulation de l’électrophysiologie cardiaque par les

hormones sexuelles mâles ouvre la porte à l’étude des effets des hormones sexuelles

féminines. Comme pour les androgènes, les hormones sexuelles féminines se lient à

leurs récepteurs et agissent comme facteurs de transcription. La présence de

récepteurs aux oestrogènes a été démontrée dans les coeurs de mammifères tels la

souris, le rat et l’humain.72’92’10’ Récemment, un étudiant du laboratoire a démontré

fp r’enteur FPr itit ‘11rpvnrim (‘hp7 deç nh1riç nv,tipctflmiçPEç C.P fui fltflhIVEr ‘“r “--- n—- r -

que les myocytes ventriculaires répondent aux changements de concentration

d’hormones sexuelles féminines.’0’

Par ailleurs, des études ont démontré que les oestrogènes agissent au niveau

des canaux K des artères coronariennes’59’61 et des muscles lisses de l’utérus.’24”62
164 Le courant affecté dans le muscle utérin, ‘to, est aussi présent dans le muscle

cardiaque de plusieurs espèces dont la souris et l’humain. Tout récemment, Eghbali et

cou, ont montré que le courant ‘to cardiaque était aussi régulé par des variations

hormonales. En effet, la densité de ce courant ainsi que l’expression (ARNm et

protéine) de l’un de ses canaux associés, Kv4.3, étaient réduites chez des souris

enceintes. Les mêmes changements étaient observés chez des souris OVX traitées aux

oestrogènes mais non chez celles traitées à la progestérone. La présence d’un

antagoniste spécifique des récepteurs aux oestrogènes, le ICI 182,-780, prévenait la

diminution de PARNm du canal Kv4.3, prouvant ainsi l’implication des oestrogènes et

de leurs récepteurs dans ce phénomène.’65
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De mon côté, j’ai aussi étudié l’effet des hormones sexuelles féminines au

niveau de la repolarisation ventriculaire. À cette fin, j’ai comparé les durées de

potentiels d’action et les courants K de souris femelles ovariectomisées ou non. Les

résultats obtenus sont les suivants:

1. Les durées de potentiels d’action mesurées à 90% de repolarisation étaient

plus courtes chez les souris OVX comparées aux femelles contrôles;

2. La densité du courant global K sortant était plus élevée chez les OVX alors

que la densité du courant entrant était similaire entre les deux groupes;

3. L’augmentation du courant K sortant reflétait une augmentation du courant 1to

dans les myocytes de souris OVX. Les autres courants sortants (IKur, I)

étaient inchangés chez les OVX.

Ces résultats, combinés à ceux de Eghbali et coll., démontrent qu’une forte

présence d’oestrogènes (ex. fin de grossesse) ainsi qu’une absence (OVX) induisent

des changements au niveau du courant de repolarisation ‘to• Par conséquent, se

pourrait-il que ces hormones soient impliquées dans la différence au niveau de

l’intervalle QTc?

À prime abord, cette hypothèse paraît séduisante. Premièrement, une

répression du courant ‘tu par les oestrogènes expliquerait parfaitement la repolarisation

plus longue des femmes/femelles. Deuxièmement, l’absence du courant ‘to chez le

cobaye éclaircirait l’absence de différences mâle/femelle au niveau de l’intervalle QTc

chez cet animal. Toutefois, plusieurs observations sont défavorables à l’implication

des hormones sexuelles féminines dans ce phénomène. Tout d’abord, le cycle

menstruel143 et l’hormonothérapie’66 n’affectent pas l’intervalle QTc. Ensuite,

l’intervalle QTc ne varie ni à l’adolescence, ni à la ménopause chez la femme.52 Ainsi,

l’intervalle QTc demeure inchangé dans tous les cas mentionnés ci-haut, pourtant

associés à des changements physiologiques notables d’hormones sexuelles féminines.

Tout récemment, une équipe a étudié le profil électrophysiologique des souris

uERKO et I3ERKO, déficientes en récepteurs aux oestrogènes cx et f3,

respectivement.’67 L’étude de la densité de l’ARNm du canal Kv4.3 a révélé une

densité réduite chez les souris f3ERKO. Étonnamment, cette réduction n’a eu aucun
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impact sur l’ECG puisque les intervalles PR, QRS, QT, QTc et RR étaient similaires

entre les souris aERKO, ERKO et les souris contrôles. Par contre, en situation

pathologique (infarctus), les souris I3ERKO présentaient une repolarisation prolongée

et une réduction des événements ventriculaires spontanés. Ainsi, l’impact de l’absence

du récepteur aux oestrogènes ERf3 et la réduction associée de Kv4.3 n’était pas

apparent en conditions physiologiques mais était dévoilé en situations pathologiques.

De façon similaire, l’impact des oestrogènes sur les canaux potassiques pourrait être

subtil en conditions basales mais déterminant en conditions pathologiques.

Définitivement, d’autres études sont requises pour éclaircir le rôle exact des

oestrogènes au niveau cardiaque. Une attention particulière pourrait notamment être

portée au développement pathologique associé aux maladies liées à l’ischémie.

6.5.2 Suite des travaux sur l’action des androgènes

6.5.2.1 Effet des androgènes au niveau du promoteur de Kvl.5

Les études présentées dans cette thèse démontrent clairement que le canal

Kvl.5 est régulé par les androgènes. Bien que plusieurs observations suggèrent que la

régulation hormonale se fasse au niveau transcriptionnel (voir section 6.4.2.1.1,

p.248), d’autres études sont requises pour confirmer cette affirmation. Il serait tout

particulièrement intéressant de tester l’impact des androgènes sur le promoteur du

gène Kvl.5. Il serait d’abord important de vérifier si le gène Kvl.5 est régulé par les

androgènes dans ce système. Pour ce faire, des études de “Western blot” pourraient

être effectuées sur des préparations de myocytes de souris nouveau-nées

préalablement transfectés avec le gène Kvl.5 et cultivés en présence ou en absence

d’androgènes. Par la suite, le gène Kvl.5 pourrait être muté au niveau du promoteur

avant d’être transfecté et stimulé à nouveau. Ces études permettraient de comprendre

l’implication du promoteur dans la régulation hormonale du gène Kvl.5. De plus, des

études subséquentes pourraient être effectuées afin de déterminer quelle partie

spécifique du promoteur est impliquée dans cette régulation.
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6.5.3 Suite des travaux sur la différence reliée au sexe dans la

repolarisation cardiaque

Les études présentées dans cette thèse exposent les mécanismes d’action

impliqués dans la différence mâle/femelle au niveau de la repolarisation cardiaque

chez la souris. Du même fait, elles guident les futures recherches sur ce sujet. Plus

précisément, elles ciblent un canal K ventriculaire dont l’expression serait plus

abondante chez les hommes que chez les femmes, dû à un plus haut taux

d’androgènes.

Cette thèse propose aussi plusieurs recommandations quant au choix du

modèle pour l’étude de ce phénomène. Par contre, plus les critères sont nombreux,

plus il devient difficile de trouver un bon modèle. Tel que mentionné dans

l’introduction, l’étude directe de l’humain a aussi ses propres limitations dont entre

autres, la difficulté d’isoler des myocytes de quatité. Les résultats présentés dans cette

thèse permettent peut-être de contourner cette limitation. En effet, puisque nos études

suggèrent la présence d’une différence au niveau de l’expression d’un canal K, une

analyse protéique du tissu ventriculaire pourrait répondre à l’hypothèse, sans avoir à

enregistrer les courants K. Il serait aussi intéressant d’étudier parallèlement les

niveaux d’ARNm des diverses sous-unités responsables des courants et en

particulier, ceux de Kv4.3 et de KChJP2, pour les raisons énumérées à la section

6.3.1. La sélection des tissus humains devrait par contre être extrêmement rigoureuse

et respecter les critères suivants

1. Puisque le phénomène à l’étude est dépendant des androgènes, il est essentiel

que le donneur ait des niveaux d’hormones sexuelles normaux. Il ne devrait

donc pas avoir dépassé l’andropause. Contrairement à la ménopause,

l’andropause est un phénomène graduel s’étalant sur plusieurs années et qui

survient relativement tard, aux environs de 60 à 80 ans.’68 Puisque la

variabilité des niveaux de testostérone entre les hommes de cet âge est très

grande, il serait préférable de doser tes niveaux d’hormones plutôt que

d’établir un critère de sélection selon l’âge, qui serait probablement trop

restrictif;



256

2. Le ou la donneur(euse) ne devrait pas souffrir d’hypertrophie ventriculaire ou

d’insuffisance cardiaque puisque ces maladies sont associées à des

diminutions d’expression de canaux K47’148

3. Les tissus devraient tous provenir de la même chambre et de la même couche

du coeur puisque les canaux K sont exprimés de façon hétérogène à travers

les diverses parties du coeur.169

Si ces conditions sont respectées et que le nombre d’échantillons est suffisant,

l’humain constituerait un bon modèle pour poursuivre ces recherches.

6.6 Commentaires finaux

Cette thèse a mené à des avancements majeurs dans le domaine de la

régulation hormonale de l’électrophysiologie cardiaque. Entre autres, elle propose une

nouvelle méthodologie pour l’enregistrement des courants K chez la souris, elle

éclaircit les mécanismes responsables des différences reliées au sexe et elle soulève

l’importance du choix du modèle expérimental. L’avancement du savoir dans ces

domaines aidera à développer des stratégies thérapeutiques améliorées afin de

prévenir le développement de torsades de pointes chez la femme.
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