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Introduction

Le terme de « potentialité arythmogene » désigne la capacité d’un médicament
cardiotrope ou non cardiotrope & aggraver, a des concentrations thérapeutiques (aux doses
réalisées en clinique) et quelques fois suprathérapeutiques (en cas d’interaction
médicamenteuse), un trouble du rythme cardiaque préexistant et/ou & favoriser voire induire une
nouvelle arythmie.

En 1964, Selzer et Wray rapportaient un cas de mort subite chez un patient traité par la
quinidine, médicament antiarythmique de classe Ia (selon la classification de Vaughan-Williams,
1975). Des études cliniques telles que I’étude CAST (Cardiac Arrhythmia Suppression Trial,
1989) ont rapporté une augmentation de la mortalité chez deé patients qui présentaient des
extrasystoles ventriculaires aprés un infarctus du myocarde et traités par le flécainide,
I’encainide ou la moricizine, trois médicaments antiarythmiques de classe I (selon la
classification de Vaughan-Williams, 1975). Cette étude a relancé I'intérét des médicaments
antiarythmiques agissant par un mécanisme autre que le blocage des courants sodiques rapides,
les médicaments antiarythmiques de classe III, bloqueurs des courants potassiques, qui
retardent la repolarisation ventriculaire et allongent la période réfractaire. Cependant, I’étude
SWORD (Survival with oral D-sotalol, Waldo et coll., 1996), en montrant une augmentation de
la mortalité des patients traités par le d-sotalol apres un infarctus du myocarde, a tempéré cet
enthousiasme et orienté le développement des médicaments antiarythmiques vers des composés
« hybrides », c’est-a-dire ayant pour cibles différents types de canaux ioniques (Members of
Sicilian Gambit, 1991, 1998).

La mise en évidence de la potentialité arythmogene des médicaments antiarythmiques a
porté I’attention sur le risque proarythmique lié a I’utilisation de médicaments non cardiotropes.
Cette prise de conscience a permis de souligner la potentialité¢ arythmogene de certains
médicaments appartenant a des familles thérapeutiques trés diverses comme les antidépresseurs
(Moir et coll.,, 1972), les antihistaminiques (Monahan et coll., 1990) ou les neuroleptiques

(Mehtonen et coll., 1991). La liste des médicaments non cardiotropes déja commercialisés et
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dont I'utilisation a été associée a des troubles du rythme ventriculaire comme les Torsades de

Pointes, s’est allongée d’année en année (Liste 1).

Ceci représente un réel probléme de Santé Publique qui a incité un certain nombre de
pays a exiger une évaluation, par des études électrophysiologiques, de la potentialité
arythmogeéne des médicaments en développement. En effet, de fagon surprenante, pour la
majorité des médicaments incriminés, seuls les effets sur 1’électrocardiogramme étaient
documentés alors que peu de recherches avaient été entreprises concernant leurs effets sur
I’électrogénese cardiaque.

La potentialité arythmogéne d’un médicament peut €tre évaluée en étudiant ses effets sur
le potentiel d’action cardiaque. Cette étape demande une connaissance fondamentale des
courants ioniques contribuant a I’activité électrique cellulaire. L’avancée des techniques d’étude
des canaux ioniques en potentiel imposé et de biologie moléculaire a permis d’identifier
différents types de courants ioniques dans les cellules cardiaques humaines et provenant de
diverses especes animales.

La mise en oeuvre de modéles expérimentaux in vivo et in vitro (Eckardt et coll., 1998a)
a permis de mieux connaitre les structures cellulaires impliquées et les mécanismes ioniques
sousjacents des troubles du rythme cardiaque. Les modeles expérimentaux mis en oeuvre pour
I’évaluation de la potentialit€ arythmogeéne des médicaments ne sont toujours pas satisfaisants.
Chaque modele animal est limité par les spécificités de I’espéce animale considérée et bien
souvent ne représente qu’une situation clinique particuliere, ce qui rend I’extrapolation des
résultats expérimentaux a la clinique humaine particuliérement délicate. Cependant, ces modeles
sont indispensables et peuvent fournir, & des degrés divers de pertinence, des éléments de

réponse quant aux effets iatrogenes cardiaques d’un médicament.
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Liste 1 : Médicaments susceptibles d’augmenter Pintervalle QT chez I’homme, et éventuellement
associés a des cas publiés de torsades de pointes
(+ : présent ; ? : publication présente, succincte et/ou mal étayée).

CLASSES DCI Prolongation de Torsades de
QT/QTc Pointes décrites
ANTIARYTHMIQUES
Classe la - quinidine + +
- hydroquinidine + +
- disopyramide + +
- procainamide + +
Classe Ic - propafénone +/-
- flécainide +/- +
- encainide +/-
- lorcainide +- +(?)
- indécainide +/- +(7)
- cibenzoline +/-
Autres antiarythmiques de classe I{ - ajmaline + +
(non rattachés a une sous-classe) | - aprindine + +
- moxaprindine + +
- amiodarone + +
- sotalol, D-sotalol + +
- NAPA (acécainide) + +
- sématilide +
- dofétilide + +
- almokalant + +
- ibutilide + +
VASODILATATEURS ET/OU/ - lidoflazine + +
ANTIANGINEUX - bépridil + +
- prénylamine + +
- fénoxidil + +
- kétansérine + +
- papavérine (intracoronaire) + +
PSYCHOTROPES
Neuroleptiques
- phénothiazines - thioridazine + +
- mésoridazine + +
- chlorpromazine + +
- butyrophénones - halopéridol + +
- dropéridol + +
- timipérone + +
+
- benzamides substituées - sultopride . + +(
- autre neuroleptique - pimozide +
Antidépresseurs - imipramine +(M +(?
- imipraminiques - désipramine +(?) +
- amitryptiline + +
- maprotiline + +
-IRS - zimeldine + +
- citalopram +(?
Autre psychotrope - lithium +
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Liste 1 (suite)

ANTI-INFECTIEUX

Antibiotiques
- érythromycine + +
- spiramycine +
- sparfloxacine + +(?)
- cotrimoxazole + +
- clofazimine +(M +(?
Antiparasitaires
- antipaludéens
- quinine +
- chloroquine + +
- halofantrine + +
- autre antiparasitaires
- pentamidine (IV ou IM) + +
ifongiques - amphotéricine B (IV) + +
- kétoconazole +
Divers - amantadine + +
ANTIHISTAMINIQUES H1 - astémizole + +
- terfénadine + +
- hydroxyzine + (?) (surdosage)
- diphenhydramine +
ANTIMITOTIQUES - doxorubicine +
- amsacrine +
- zorubicine +
MEDICAMENTS POUVANT | - diurétiques hypokaliémiants + +
ENTRAINER UNE - carbénicilline + +
HYPOKALIEMIE - laxatifs
MEDICAMENTS DIVERS - cisapride + +
- diphémanil + +
- atropine + +
- probucol + +
- térodiline + +
-hydrate de chloral + +
- vasopressine + +
- suxaméthonium + +
- adénosine + +(M
- acide pamidronique +
- produits de contraste iodés +
(intracoronaire)
- époprosténol +(?)
- clofilium +
- vincamine (IM, IV) + +
DIVERS - cocaine + +
- ecstasy +(7
- herbes chinoises + +
(glycyrrhizine)
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Etude bibliographique

I- RELATIONS ENTRE LELECTROCARDIOGRAMME DE SURFACE ET LE
POTENTIEL D'ACTION:

L’enregistrement conventionnel de I’électrocardiogramme (ECG) de surface (Figure 1)
est le reflet de I’activité électrique cardiaque. Sur I'ECG de surface, I'onde P correspond a la
dépolarisation des potentiels d'action auriculaires. Le complexe QRS correspond a 1’ensemble
de la dépolarisation ventriculaire et I'onde T a la phase de repolarisation finale du myocarde
ventriculaire. L’intervalle QT donne une appréciation globale de la durée de la repolarisation
ventriculaire.

Généralement, les modifications de I'ECG induites par les médicaments peuvent €tre
résumées en (i) une augmentation de l'intervalle PR, c’est-a-dire un ralentissement de la
conduction auriculoventriculaire, (ii) un élargissement du complexe QRS, indicatif du
ralentissement de la vitesse de conduction intraventriculaire, (iii) un prolongement de l'intervalle
QT, indiquant un retard de la repolarisation ventriculaire, (iv) l’apparition d’évenements
particuliers tels que des extrasystoles ventriculaires isolées ou en salve, ou des tachycardies
ventriculaires (Symansky et Gettes, 1993). Ces modifications de 'ECG peuvent fournir des
signes précoces de toxicité médicamenteuse survenant lors de surdosage ou encore chez des
patients dont les voies d'élimination rénale ou hépatique sont altérées. Pour un
électrophysiologiste, elles constituent des éléments d'orientation dans la recherche des
mécanismes cellulaires et/ou subcellulaires impliqués dans les troubles du rythme cardiaque.

L'appréciation des mécanismes par lesquels une substance peut altérer la forme de
I'ECG demande une connaissance fondamentale des courants ioniques impliqués dans
I’électrogénése cardiaque (Zipes et Jalife, 1991). Les altérations de I'ECG seront différentes
selon le type de blocage et selon le canal bloqué. Le blocage fréquence-dépendant des canaux
sodiques rapides par des composés exergant des effets antiarythmiques de classe I (a plus forte
raison s'il est associé a une diminution du courant entrant calcique) conduit & une diminution de

la Vmax et a un ralentissement de la conduction intraventriculaire.
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Figure 1: Relations entre I’électrocardiogramme de surface et le potentiel
d’action ventriculaire.
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11 peut entrainer un élargissement du complexe QRS qui va s'intensifier avec I’augmentation de
la fréquence cardiaque, tous les degrés de bloc dans le tissu conducteur de Purkinje, des
arythmies ventriculaires et a l'extréme une asystole (Hoffman et coll, 1975; Morady et coll,
1985; Levine et coll, 1989; Rangers et coll, 1991).

Les effets de blocage des canaux potassiques conduisent a une prolongation de la
repolarisation (phase 2 et/ou phase 3 du potentiel d'action) se traduisant par un allongement de
I'intervalle QT (généralement exprimé en données corrigées, il tient compte de la fréquence
cardiaque). L’allongement de I’intervalle QT peut étre consécutif a une prise médicamenteuse. Il
est alors d’origine acquise. Celui-ci est renforcé par la bradycardie et peut, dans ce contexte
favoriser ’apparition de tachycardies ventriculaires polymorphes potentiellement létales que
sont les Torsades de Pointes (TdP) (Dessertenne, 1966; Hondeghem et Snyders, 1990;
Benedict, 1993; Funck-Brentano, 1993; Lipicky, 1993). Les TdP sont classiquement définies
comme une tachycardie ventriculaire de type polymorphe avec une rotation périodique des
complexes QRS autour de 1’axe isoélectrique. Elles peuvent s’arréter spontanément ou
dégénérer en fibrillation ventriculaire. La séquence qui précéde 1’apparition de TdP d’origine
acquise (Figure 2A) est caractérisée par (i) une bradycardie sinusale, c’est-a-dire une longue
pause entre deux complexes QRS, mesurée par lintervalle RR, (ii) une alternance
caractéristique de cycles courts et de cycles longs, (iii) une onde T alternante (de polarité qui
s’inverse) et qui peut étre masquée par I’apparition d’une onde U proéminente et (iv) un premier
battement ventriculaire ectopique avant le déclenchement de la tachycardie ventriculaire. Les
changements de conformation de I’onde U sont souvent associés a certaines pathologies
cardiaques (Kishida et coll., 1982). Elle peut s’inverser et/ou devenir tres ample. On a d’abord
pensé qu'elle était représentative de la repolarisation tardive d’une zone du myocarde
ventriculaire (Einthoven, 1912), de la repolarisation terminale des potentiels d’action des fibres
de Purkinje (Watanabe et Toda, 1978) ou bien encore du développement d’anomalies de la
repolarisation (Patterson et coll., 1993). Trés récemment, il a été proposé que les variations de
la morphologie de 1’onde U sont plutdt le reflet d’une altération du couplage électromécanique,
c’est-a-dire une désynchronisation entre 1'activité électrique des fibres de Purkinje et la

contraction du myocarde ventriculaire (Surawicz, 1998).
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extrasystole ler battement
complexe ventriculaire *
T/U * L N

Torsade de Pointes

Torsade de Pointes

Adapté d’aprés Symansky et Gettes, 1993 et Roden et coll., 1996

Figure 2: Tracés électrocardiographiques de Torsades de Pointes
d’origine acquise (A) et congénitale (B).
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Certains patients sont atteints d’un syndrome du QT long congénital, c’est-a-dire
rattaché a une ou des anomalie(s) de géne(s) codant pour des protéines constituant les canaux
ioniques cardiaques. Ces syndromes peuvent causer la mort subite. Les Torsades de Pointes
d’origine congénitale sont favorisées par le stress émotionnel ou I’exercice physique. Certaines
apparaissent pendant le sommeil. Il n’apparait alors pas d’alternance de cycles courts et de

cycles longs et les arythmies apparaissent soudainement (Figure 2B).

II- LE POTENTIEL D’ACTION CARDIAQUE ET LES DIFFERENTS TYPES
CELLULAIRES A L’ETAGE VENTRICULAIRE:

Il est désormais bien établi que les propriétés électriques des cellules cardiaques différent
selon les régions considérées. Le myocarde contractile est constitué de cellules ventriculaires
non douées d’automatisme. Leur potentiel d’action (PA) est caractéris€é par une phase
d’inversion de potentiel (ou overshoot) pendant laquelle la cellule est transitoirement chargée
positivement par rapport au milieu extracellulaire, par un plateau se situant & des potentiels de
membrane plutdt positifs, et par un potentiel de repos membranaire (PRM) voisin de -80 mV.
Trois types de cellules ventriculaires, qui different par leurs propriétés électrophysiologiques,
ont été mis en évidence chez le chien dans le myocarde ventriculaire (Sicouri et Antzelevitch,
1991). La Figure 3A représente les PA issus des différentes couches cellulaires ventriculaires:
les cellules épicardiques, les cellules de la région du sous-épicarde profond a la région moyenne
du myocarde appelées les cellules « M » et les cellules endocardiques. Les PA épicardiques
présentent une morphologie particuliere appelée « spike-and-dome ». Elle est formée d’une
phase précoce de repolarisation relativement importante (le « spike ») suivie d’un rebond avant
le plateau (le « dome »). Cette configuration est plus marquée a I’épicarde qu’a 1’endocarde ou
elle est minimale voire absente selon les espéces animales. Ces différences de morphologie entre
les PA ventriculaires ont été décrites dans de nombreux travaux réalisés chez le chien in vivo
(Tande et coll., 1991) et in vitro (Litovsky et Antzelevitch, 1988; Antzelevitch et coll., 1991)

mais également chez le chat (Furukawa et coll., 1990), le lapin (Fedida et Giles, 1991) et
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EPI OmV - “spike-and-dome”

Cellules M

ENDO

25mV

L

200 ms

D’apres Sicouri et Antzelevitch, 1991

Figure 3: Tracés représentatifs des potentiels d’action de différentes
populations de cellules ventriculaires (A) de DPépicarde (EPI) vers
Pendocarde (ENDO) et de fibres de Purkinje (B) enregistrés a la fréquence
de stimulation de 0.8 Hz.
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I’homme (Drouin et coll., 1995). Les cellules « M » représentent 30 2 40 % de la masse totale
du myocarde et se distinguent des cellules épicardiques et endocardiques par leurs propriétés
électrophysiologiques.

Les fibres de Purkinje (Figure 3B) appartiennent au tissu conducteur a [’étage
ventriculaire. Elles sont constituées de cellules douées d’un automatisme latent et sont
responsables de la propagation de I’influx au sein du myocarde. L’origine de I’automatisme
normal de ces cellules réside dans 1’instabilité du potentiel de membrane qui en atteignant un
potentiel critique, dépolarise la cellule. Il est caractérisé par une vitesse de dépolarisation lente
pendant la diastole, appelée dépolarisation diastolique. L’automatisme normal de ces cellules est

supprimé en stimulant la cellule plus rapidement que 1’automatisme spontané (« overdrive
suppression ») (Vassalle, 1977), ce qui augmente I’activité de la Na*/K™ ATPase, génére un

courant net sortant et hyperpolarise la cellule. La morphologie des PA de fibres de Purkinje
(Figure 3B) partage avec celle des PA ventriculaires une phase d’inversion de potentiel ainsi que
le « spike-and-dome » des PA épicardiques et des cellules M. Cependant, le potentiel de repos
membranaire des fibres de Purkinje se situe a des potentiels de membrane plus négatifs aux
environs de -90 mV. Les cellules M présentent des caractéristiques communes aux fibres de
Purkinje, c’est-a-dire un potentiel de repos membranaire plus négatif et une Vmax plus
importante que les cellules épicardiques et endocardiques. Cependant, elles différent des fibres
de Purkinje par I’absence de dépolarisation diastolique et donc par 1’absence d’activité

spontanée.

Le potentiel d’action cardiaque présente 5 phases (Figure 3B): une phase rapide de
dépolarisation (phase 0) de I’ordre de 600 V/s dans le tissu de Purkinje et de 300 V/s dans le
myocarde ventriculaire, une phase initiale rapide de repolarisation (phase 1), le plateau (phase
2), la repolarisation terminale (phase 3) et le potentiel diastolique ou potentiel de repos

membranaire (phase 4).
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EPI omv - “spike-and-dome”

Cellules M
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L
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D’aprés Sicouri et Antzelevitch, 1991

Figure 3: Tracés représentatifs des potentiels d’action de différentes
populations de cellules ventriculaires (A) de Dépicarde (EPI) vers

Pendocarde (ENDO) et de fibres de Purkinje (B) enregistrés a la fréquence
de stimulation de 0.8 Hz.
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III- CARACTERISTIQUES DES  PRINCIPAUX COURANTS IONIQUES
TRANSMEMBRANAIRES CARDIAQUES:

Le potentiel d’action cardiaque est la résultante de la somme des courants ioniques
entrants dépolarisants et des courants ioniques sortants repolarisants dont les caractéristiques

sont détaillées dans le Tableau 1.

A - Les courants entrants dépolarisants dont D’activation dépend du

potentiel de membrane:

1) LES COURANTS SODIQUES:

Les canaux sodiques rapides Iy, présentent des cinétiques d'activation et

d'inactivation dépendantes du potentiel de membrane. Ils générent un courant entrant sodique
tres rapide responsable de la dépolarisation initiale du potentiel d’action (phase 0) (Figure 4).
Coraboeuf et Weidmann (1949) furent les premiers & démontrer l'importance du courant
sodique rapide dans l'excitation et la conduction de l'influx dans les fibres de Purkinje ol leur
forte densité est responsable d'une vitesse de conduction de l'influx trés rapide, supérieure a
celle existant dans le myocarde ventriculaire. Leur densité varie également entre les différentes
couches de cellules ventriculaires. Elle est plus importante dans les cellules M que dans les
cellules épicardiques et endocardiques (Sicouri et Antzelevitch, 1991). Les modifications du
courant sodique global peuvent étre estimées, a 1’échelon cellulaire, par les variations de la

vitesse maximale de dépolarisation de la phase 0 (Vmax).
Les cinétiques d'activation et d'inactivation du canal I, ;,, sont trés rapides, de I'ordre

de la milliseconde (Colatsky, 1980; Fozzard et coll., 1984). Les canaux sodiques rapides
existent au moins dans trois états conformationnels différents (Figure 5A) : I'état fermé ou état
de repos (R), dans lequel la perméabilité aux ions est faible mais augmente avec la
dépolarisation membranaire; I'état activé (A) dans lequel la perméabilité aux ions est maximale;

et un état inactivé (I) dans lequel la perméabilité du canal aux ions est faible et n’augmente pas
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Tableau 1: Principaux courants ioniques et leur participation au potentiel d’action
cardiaque a I’étage ventriculaire.

Phase du potentiel Nature Nom Direction Fonction
d’action ionique
Phase 0: courant Na courant voltage- entrant dépolarisation rapide
dépolarisants> courants dépendant sodique
repolarisants rapide: INa,,
Ca courant voltage- entrant role essentiel dans le
dépendant calcique relargage du calcium par
transitoire: I ¢ le réticulum
sarcoplasmique
Ca courant voltage- entrant role dans la phase de
dépendant calcique a dépolarisation rapide?
inactivation lente: I,
Phase 1: courants K courant voltage- sortant repolarisation rapide du
dépolarisants<courants dépendant transitoire ‘ potentiel d’action
repolarisants sortant 4-AP sensible:
Iml
Cl courant transitoire Ca™ sortant repolarisation du potentiel
-dépendant: I, d’action
Phase 2: Ca courant voltage- maintien du plateau du
plateau:équilibre entre dépendant calcique 2 entrant potentiel d’action
courants entrants et inactivation lente: I,
courants sortants
Na courant sodique de entrant maintien du plateau des
fenétre: INa, o0 potentiels d’action
Na courant voltage- entrant maintien du plateau des
dépendant sodique a potentiels d’action
inactivation lente:
INaslow
entrant (ou _
Naet Ca |courant électrogénique| sortant) selon | participe au maintien du
de I’échangeur Na/Ca | le potentiel de | plateau des potentiels
. membrane d’action
K courant voltage- inactivation lente pendant
dépendant transitoire sortant le plateau
sortant 4-AP sensible:
Ixol
K courant voltage- sortant repolarisation
dépendant rectifiant
retardé: I
Phase 3: repolarisation K courant voltage- sortant repolarisation
rapide: courants dépendant rectifiant
repolarisants>courants retardé: Iy
dépolarisants
K courant voltage- sortant repolarisation
dépendant rectifiant
dans le sens entrant: I,
Phase 4: diastole K courant voltage- sortant maintien du potentiel de

dépendant rectifiant
dans le sens entrant: I,

repos membranaire




“spike-and-dome” Courants prédominants
~ pendant la phase de
‘ repolarisation:

25 mV

200 ms

Figure 4: Contribution relative des différents courants ioniques cardiaques
pendant la repolarisation d’un potentiel d’action de fibres de Purkinje.
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Conductance sodique normalisée

Courant sodique de fenétre

Figure §: (A) Représentation schématique des trois états
conformationnels des canaux ioniques: Etat activé (A), inactivé (I)
et fermé (R). (B) Courbe d’activation et d’inactivation du courant
sodique rapide en fonction du potentiel de membrane.
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avec la dépolarisation membranaire. La transition la plus dépendante du potentiel de membrane
est celle de 1'état fermé vers I'état ouvert (Vandenberg et Horn, 1984). La transition a 1’état
inactiv€é peut survenir aprés l'état ouvert ou apres 1'état fermé. La proportion de canaux
sodiques a I'état ouvert est déterminée par les cinétiques des portes d'activation et d'inactivation
des canaux (Colatsky et coll., 1980). La période de recouvrement (délimitant une courte fenétre
de potentiels de membrane) des courbes d'activation et d'inactivation des courants sodiques

rapides permet le passage d'un certain nombre d'ions sodium par le canal. Le courant généré est
appel€ Iy, window (Figure 5B). Il joue un rdle important dans le maintien du plateau des potentiels

d'action, particulierement dans les fibres de Purkinje (Attwell et coll., 1979; Coraboeuf et coll.,
1979). Ce courant est également impliqué dans l'apparition de postdépolarisations précoces
pendant la repolarisation terminale des potentiel d'action des fibres de Purkinje, a des potentiels
de membrane relativement négatifs (environ -50 mV) (Coulombe et coll., 1985).

Au potentiel diastolique, le passage de I'état inactivé a 1'état fermé des canaux
déterminera la période réfractaire absolue des cellules (temps pendant laquelle la cellule est

inexcitable), délimitée par le nombre de canaux disponibles pour une seconde dépolarisation.
Le courant I, 4., cardiaque est bloqué par la tétrodotoxine (TTX) (Coraboeuf et coll.,
1979). Par contre, 1'aconitine et des neurotoxines comme 1’anthopleurine A (AP-A) et 'ATX-1I

ralentissent l'inactivation du courant sodique rapide et de ce fait augmentent le courant Iy, ,indow-

Par ailleurs, I'amplitude d'Iy,, est augmentée par la stimulation B-adrénergique via un

processus de phosphorylation dépendant de 1'activation d'une proteine-kinase de type A (Ono et

coll., 1993).
La diminution du courant Iy, ¢, et/ou I’effet de bloc des canaux sodiques rapides par

une substance est appelé « effet antiarythmique de classe I» selon la classification de
Vaughan-Williams (1970). 11 peut étre associé a un allongement (classe Ia), un
raccourcissement (classe Ib) ou une absence de modification (classe Ic) de la durée du potentiel
d’action. Expérimentalement, cet effet se traduit au niveau du potentiel d’action par une

diminution de la vitesse maximale de dépolarisation de la phase 0 (Vmax), de 'amplitude (APA)

et d’une réduction modeste du potentiel de repos membranaire (PRM). Ils déplacent la courbe
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« potentiel seuil d'activité/Vmax » vers des potentiels plus négatifs, ce qui augmente la
proportion de canaux a I'état inactivé, allonge le délai nécessaire pour qu'un certain nombre de
canaux sodiques soient de nouveau a l'état de repos et par conséquent, prolonge la période
réfractaire. Les effets de type antiarythmique de classe I sont voltage-dépendants. Ils sont

d'autant plus marqués que la membrane sera faiblement polarisée. De ce fait, ils sont renforcés

par I'augmentation de la concentration en potassium extracellulaire [K*]e et a I’inverse,

diminués par I’abaissement de [K']e.

Les canaux sodiques a inactivation lente, I forment une autre catégorie de courants

Na-slow

sodiques, caractérisés par des cinétiques d'activation et d'inactivation relativement lentes (de
l'ordre de la centaine de millisecondes) (Carmeliet, 1987). Les canaux sodiques Iy, g, ont ét

mis en évidence par Gintant et coll en 1984 dans les fibres de Purkinje de chien. Ils sont
caractéristiques des fibres de Purkinje et peu abondants dans les myocytes ventriculaires (Grant

et Starmer, 1987; Kiyosue et Arita, 1989). Dans les fibres de Purkinje de lapin, le courant

I s'active aux potentiels de membrane voisins de -80 mV (Carmeliet, 1987) et atteint un

Na-slow
maximum aux environs de -20 mV, potentiel voisin de celui du plateau des potentiels d'action
des fibres de Purkinje. De ce fait, il participe significativement au maintien du plateau des

potentiels d'action dans ce tissu.

Le courant I, .., €st particulierement sensible aux effets bloquants de la TTX et des

slow
antiarythmiques de classe I, ces effets se traduisant par le raccourcissement de la durée du

plateau des potentiels d'action (Carmeliet et Saikawa, 1982; Kiyosue et Arita, 1989).
L'inactivation du courant Iy, ., €st ralentie par I’aconitine et les neurotoxines AP-A et ATX-II

(Gintant et coll., 1984). En raison de ses cinétiques relativement lentes, ce courant est diminué

par I'élévation de la fréquence de stimulation.
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2) LES COURANTS CALCIQUES:

On distingue 2 types de canaux calciques qui différent par leurs propriétés cinétiques et
pharmacologiques, les canaux de type L et les canaux de type T.

Les canaux de type L (« long lasting ») sont présents dans tous les tissus cardiaques.
Ils génerent un courant Ir,;, qui est responsable de la dépolarisation membranaire des cellules

nodales ot il joue un rdle important dans la propagation des potentiels d’action. Ce courant
contribue au maintien du plateau du potentiel d’action des cellules du faisceau de His-Purkinje et
dans les myocytes ventriculaires ou il est a ’origine du couplage excitation-contraction. Les
canaux calciques de type L sont activés a des potentiels de membrane relativement peu négatifs
(« high-voltage activated channels »), voisins de -30 mV (Tsien et coll, 1987) (Figure 6A). La
probabilité et la durée d’ouverture de ces canaux augmentent avec la dépolarisation membranaire
(Reuter et coll, 1982; Cavalie et coll, 1983). Leur inactivation dépend a la fois du potentiel de
membrane et de la concentration intracellulaire en calcium (Kass et Sanguinetti, 1984; Lee et
coll, 1985). En effet, la fixation méme des ions calcium sur leur site (Tsien, 1987) modifie les
propriétés perméantes de ces canaux.

La période de recouvrement des courbes d'activation et d'inactivation des courants
calciques de type L délimite une courte fenétre de potentiels de membrane qui permet le passage

d'un certain nombre d'ions calcium par le canal (Figure 6B) (Hirano et coll., 1992). Le courant
généré est appelé I, 40w I €st en réalité induit par la réactivation d'un certain nombre de

canaux calciques lors de la transition de 1'état inactivé a I’état fermé pendant cette fenétre de
potentiels (Shorofsky et January, 1992). Il joue un rdle important dans l'apparition de
postdépolarisations précoces (EADs), a des potentiels de membrane peu négatifs dans les fibres

de Purkinje.
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Figure 6: Les courants calciques cardiaques de type T (symboles pleins) et
de type L (symboles ouverts). (A) Amplitude des courants calciques en
fonction du potentiel. (B) Courbes d’activation (triangles) et d’inactivation
(carrés) des courants calciques en fonction du potentiel.
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L’activité des canaux calciques de type L est fortement modulée par les
neurotransmetteurs (McDonald et coll, 1994; Chen et coll, 1996). La probabilité d’ouverture

des canaux est augmentée par la stimulation de 1'adenylate cyclase et la phosphorylation AMPc-

dépendante des sous-unités o et/ou la stimulation de la guanylate cyclase et la phosphorylation

GMPc-dépendante des sous-unités B du canal (Kameyama et coll, 1986; Puri et coll., 1997).
Bien plus, la phosphorylation du canal est un processus indispensable a son activation.

Les canaux calciques de type L sont la cible des antagonistes calciques utilisés en
clinique et qui constituent la classe IV des antiarythmiques selon la classification de Vaughan-
Williams (Vaughan-Williams, 1975). Ils sont définis comme des canaux spécifiquement
bloqués par les molécules de la famille des dihydropyridines (nisoldipine, nifédipine)
(Sanguinetti et Kass, 1984). Ils sont également bloqués par des ions inorganiques comme le
cobalt, le cadmium et & un moindre degré le magnésium (Lansman et coll, 1986). Au niveau
cellulaire, la diminution du courant calcique de type L entraine un raccourcissement de la durée
et/ou la hauteur du plateau et induit de facon caractéristique une triangulation du potentiel
d’action.

Inversement, 'amplitude du courant calcique de type L est partiellement renforcée par le
Bay K8644, substance de la famille des dihydropyridines (Hess et coll, 1984) qui augmente la
probabilité d’ouverture et le temps d’ouverture des canaux et qui a permis a travers de
nombreuses études, une meilleure compréhension du réle des canaux calciques de type L dans
I'émergence des postdépolarisations précoces dans des fibres de Purkinje (January et coll.,

1989).

Les canaux calciques de type T ont été clairement mis en évidence dans le tissu cardiaque
par Bean (1985) et Nilius et coll (1985). La densité des canaux de type T est importante dans les
cellules nodales (Hagiwara et coll, 1988), dans les fibres de Purkinje (Tseng et Boyden, 1989;
Hirano et coll, 1989; Shorofsky et January, 1992) et dans les myocytes auriculaires (Bean,
1985). Par contre, ils sont faiblement représentés voire absents dans le myocarde ventriculaire

contractile (Mitra et Morad, 1986; Droogmans et Nilius, 1989).
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Ils présentent une activation et une inactivation dépendantes du potentiel de membrane,
de cinétiques trés rapides, responsables de leur nature transitoire. Les canaux de type T sont
activés a des potentiels de membrane voisins de -60 mV (« low-voltage activated channels »),
c’est-a-dire a un niveau de potentiel compris entre le seuil d’activation des canaux sodiques
rapides et celui des canaux de type L (Figure 6B) et présentent une conductance unitaire faible,
inférieure a 10 pS (Vassort et Alvarez, 1994). IIs pourraient donc jouer un rdle pendant la phase
de dépolarisation des potentiels d’action. La période de recouvrement des courbes d’activation
et d’inactivation du courant calcique de type T délimite une courte fenétre de potentiels de
membrane qui permet de générer un courant dit « de fenétre » auquel il n’est pas attribué de
role dans la génese des postdépolarisations en raison de ’amplitude du courant de type T et de
son niveau de potentiel.

Ils sont bloqués par les ions nickel et les ions magnésium mais sont insensibles aux
effets des dihydropyridines, qu’elles soient antagonistes (nifédipine) ou agonistes (Bay
K8644). Cependant certains antagonistes calciques des canaux de type L sont capables de
bloquer les canaux calciques de type T a des concentrations relativement élevées (Vassort et
Alvarez, 1994; Ertel et Ertel, 1997). Actuellement, on ne connait pas de molécule capable de
bloquer sélectivement les canaux calciques de type T cardiaques, méme si certains antagonistes
calciques comme le mibéfradil présentent une affinité pour les canaux de type T des cellules
vasculaires du muscle lisse trés supérieure & celle des canaux de type L (Vassort et Alvarez,

1994; Ertel et Ertel, 1997).

B - Les courants sortants repolarisants dont ’activation dépend du

potentiel de membrane:

Les canaux potassiques cardiaques font partie d'une famille de canaux d'une grande

diversité. Ils sont responsables de la repolarisation cellulaire et/ou du maintien du potentiel de

repos membranaire a des potentiels relativement négatifs dans les cellules cardiaques.
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Les principaux courants sortants repolarisants dont ’activation est dépendante du

potentiel de membrane sont: le courant transitoire sortant I, le courant rectifiant retardé Iy et le

courant rectifiant dans le sens entrant I;.

Le processus de repolarisation est un phénomeéne complexe qui est le résultat d'une fine
balance entre courants entrants et courants sortants. L’allongement de la repolarisation
cellulaire, dénommé effet antiarythmique de classe III (selon la classification de Vaughan-
Williams) peut étre le résultat de ’augmentation des courants entrants sodiques ou calciques

et/ou de la diminution d’un ou plusieurs courants sortants potassiques.

1) LE COURANT TRANSITOIRE SORTANT I,

Le courant transitoire sortant I,, joue un rdle trés important dans la phase précoce de

repolarisation, aux potentiels de membrane supérieurs a -20 mV et dans la détermination de la
durée du potentiel d’action. Il est présent dans de nombreuses préparations cardiaques: il est tres
important dans les fibres de Purkinje (Kenyon et Gibbons, 1977, 1979) et & I’étage atrial (Giles
et Imaizumi, 1988; Shibata et coll, 1989). Il est également présent dans les myocytes
ventriculaires (Josephson et coll, 1984; Hiraoka et Kawano, 1987). 1l est responsable des
modifications fréquence-dépendantes de la durée des potentiels d’action (Hiraoka et Hiraoka,
1975; Boyett, 1981; Kukushkin et coll, 1983) et contribue indirectement & la modulation du
couplage excitation-contraction dans les myocytes cardiaques.

Ce courant est formé de deux composantes, distinctes par leurs propriétés

pharmacologiques et cinétiques (Coraboeuf et Carmeliet, 1982; Escande et coll, 1987) appelées

L, et L, par Tseng et Hoffman en 1989: I, est définie comme la composante voltage-

dépendante et L, , est la composante indépendante du potentiel de membrane et dont I’activation

est dépendante du calcium intracellulaire.
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La composante I,; est un courant potassique particulierement ample dans les myocytes

auriculaires humains (Escande et coll, 1987; Shibata et coll, 1989) et de lapin (Giles et
Imaizumi, 1988). Il est également présent dans les myocytes ventriculaires de rat (Josephson et
coll., 1984), de lapin (Hiraoka et Kawano, 1989) et de chien (Tseng et Hoffman, 1989) mais sa
densité est plus importante dans les fibres de Purkinje de mouton (Coraboeuf et Carmeliet,

1982) et de veau (Kenyon et Sutko, 1987).
Les canaux I, présentent des cinétiques d'activation et d'inactivation dépendantes du

potentiel de membrane. Leur activation est trés rapide et se produit a des potentiels de membrane
supérieurs a -20 mV (Figure 7A). De ce fait, ils jouent un role primordial dans la phase précoce
de repolarisation (phase 1) (Figure 4) et dans la détermination de la durée des potentiels
d'action. Les cellules ventriculaires épicardiques présentent une plus forte densité de ce courant,
responsable d’une phase précoce de repolarisation des potentiels d’action de plus grande
amplitude que ceux des cellules endocardiques (Litovsky et Antzelevitch, 1988). Le processus
d'inactivation de ce courant dépendant a la fois du temps et du potentiel de membrane est

relativement lent (Fozzard et Hiraoka, 1973; Hiraoka et Kawano, 1989). Bien plus, la

réactivation de ce courant est tres lente. Pour ces raisons, la contribution d’I;,; dans la phase 1

de la repolarisation du potentiel d’action est plus importante aux fréquences de stimulation

basses qu’aux fréquences rapides (Kenyon et Sutko, 1987). Ces cinétiques d’activation et

d’inactivation sont responsables de la nature transitoire de ce courant. Le courant I, est

sélectivement bloqué par une amine tertiaire, la 4-aminopyridine (4-AP) (Castle et Slawsky,
1992; Campbell et coll, 1993) qui, en prolongeant la durée des potentiels d’action cardiaques,
exerce un effet dit « de type antiarythmique de classe III » (selon la classification de Vaughan-

Williams).

La densité des canaux I, est trés hétérogeéne entre les especes animales et au sein d’une

méme espece, entre les différents tissus cardiaques. Les canaux I,,; sont absents des myocytes

ventriculaires de cobaye. Ils sont présents dans les autres especes animales.
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Figure 7: Courbe courant/potentiel des deux composantes du courant
transitoire sortant I,,. (A) courant potassique dépendant du potentiel de
membrane I, ;. (B)courant chlore I, , dépendant de la concentration
intracellulaire en calcium ([Ca?*]i).
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Leur densit¢ diminue de D’épicarde vers l’endocarde chez le chien (Litovsky et
Antzelevitch, 1988; Liu et coll., 1993), le chat (Furukawa et coll, 1990) et ’homme (Li et coll.
1998), ce qui explique la morphologie différente de la repolarisation rapide des potentiels
d’action épicardiques et endocardiques, plus prononcée a 1’épicarde qu’a 'endocarde (Litovsky
et Antzelevitch, 1989; Niubauer et coll, 1996). Le courant I,,; est bien représenté dans les
cellules du myocarde profond, les « cellules M » (Sicouri et Antzelevitch, 1991; Drouin et coll,
1995) dont les potentiels d’action partagent avec ceux des fibres de Purkinje, ot il est abondant,
une phase précoce de repolarisation trés marquée et un aspect caractéristique en « spike-and-
dome ». L’hétérogénéité de répartition de ce courant au sein de la paroi ventriculaire (Li et coll.,
1998) contribuerait largement a 'hétérogénéité de la repolarisation ventriculaire transmurale (Liu
et coll., 1993). Elle est responsable des comportement différents des cellules épicardiques et

endocardiques vis-a-vis des changements brusques de la fréquence cardiaque, par exemple, lors

d’extrasystoles ventriculaires. La réactivation du courant I, ,; étant trés lente, sa participation a la

repolarisation du potentiel d’action extrasystolique devient minimale. Ceci se traduit par un
allongement de la durée des potentiels d’action plus important a I’épicarde qu’a I’endocarde

(Litovsky et Antzelevitch, 1989).

L'amplitude du courant I, est réduite par la stimulation ot1-adrénergique (Wang et coll.,

1991), cet effet étant supprimé par les antagonistes des récepteurs o.1-adrénergiques comme la

prazosine (Tohse et coll., 1990b). Par ailleurs, dans les fibres de Purkinje, Nakayama et

Fozzard (1988) ont montré que la stimulation B-adrénergique est capable de diminuer

I’amplitude d’L; en altérant les cinétiques d’activation de ce canal.

La composante voltage-indépendante, calcium-sensible I, est également appelée Iqycy)

car c’est un courant porté par les ions chlorure, insensible aux effets de la 4-AP. L’activation de
ce courant dépend de la concentration intracellulaire en calcium (Zygmunt et Gibbons, 1991,

Sipido et coll, 1993) et non du potentiel de membrane.
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Dans les fibres de Purkinje, I, est un bref courant d’amplitude plus faible que celle de

L, (Siegelbaum et Tsien, 1980; Coraboeuf et Carmeliet, 1982; Kenyon et Sutko, 1987). 1l est

présent dans les myocytes auriculaires (Escande et coll, 1987) et ventriculaires (Hiraoka et

Kawano, 1989).
I, est activé par I’augmentation du calcium intracellulaire (Zygmunt et Gibbons, 1991;

Sipido et coll, 1993) (Figure 7B) consécutive pour une part 2 la libération du calcium par le
réticulum sarcoplasmique (RS) et & un moindre degré par l'entrée des ions calcium via les
canaux transmembranaires (Kawano et coll. 1995; Papp et coll, 1995). Ce courant est donc
diminué par toute substance diminuant 1'influx de calcium (antagonistes calciques) ou réduisant
le taux de calcium intracellulaire (EGTA) et/ou par les agents pharmacologiques qui altérent la
libération et/ou le recaptage du calcium par le RS comme la caféine et la ryanodine (Coraboeuf et
Carmeliet, 1982; Escande et coll., 1987; Hiraoka et Kawano, 1989). En outre, étant porté par
les ions chlorure, il est également inhibé par les bloqueurs de transporteurs d'anions tels que
l'acide 4,4'-diisothiocyanatostilbéne-2,2'-disulfonique (DIDS) et l’acide 4-acétamido-4'-
isothiocyanatostilbene-2,2'-disulfonique (SITS) (Zygmunt et Gibbons, 1991).

Au cours d’un potentiel d’action, les mouvements de charges sont comparés aux
déplacement d’ions positifs. Ainsi, I’entrée de charges négatives dans la cellule est comparable a
la sortie de charges positives, c’est-a-dire a un courant sortant. A I’inverse, la sortie de charges

négatives est comparable a I’entrée de charges positives et assimilée a un courant dépolarisant.
Le courant I, est donc un courant repolarisant aux potentiels de membrane supérieurs a son

potentiel d’inversion (aux environs de - 60 mV) pendant la phase 1 des potentiels d'action
ventriculaires (Zygmunt et coll; 1997) et de fibres de Purkinje (Sipido et coll, 1993) (Figure

7B). Cependant, il n’influence la repolarisation rapide des potentiels d'action cardiaques, que

dans des conditions qui minimisent la participation d’I,;;, c’est a dire aux fréquences de

stimulation élevées, supérieures a 2 Hz (Di Diego et coll, 1995; Hiraoka et Kawano, 1989;
Kenyon et Sutko, 1987). Par contre, il est dépolarisant au potentiel diastolique (ou inférieur au

potentiel d'équilibre des ions chlorure) et contribuerait au courant transitoire entrant non sélectif
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I, ("transient inward current”) (Han et Ferrier, 1992, 1996; Laflamme et Becker, 1996)

impliqué dans I’apparition de postdépolarisations retardées.

2) LE COURANT RECTIFIANT RETARDE I

Le courant potassique rectifiant retardé Iy a été mis en évidence la premiére fois dans les

fibres de Purkinje de mouton par Noble et Tsien (1969). Il est présent dans les fibres de
Purkinje (Bennett, 1985; Gintant et coll, 1985; Scamps et Carmeliet, 1989), les myocytes
auriculaires (Wang et coll, 1993a) et ventriculaires (McDonald et Trautwein, 1978; Matsuura,

1987; Giles et Imaizumi, 1988).

Si pendant de nombreuses années on a pensé qu'un seul canal était a l'origine de ce
courant Iy, des études récentes réalisées sur des myocytes ventriculaires de cobaye ont bien
montré qu'en réalité, il est formé de deux composantes distinctes: une composante Iy,

présentant une constante d'activation rapide de l'ordre de la centaine de millisecondes, et une

autre composante Ig, activée plus lentement, présentant une constante d'activation de I'ordre de
la seconde (Sanguinetti et Jurkiewicz, 1990; Chinn, 1993). Ces observations ont été confirmées
par des études de biologie moléculaire rapportant que les canaux portant les deux courants Iy, et
Ix, sont constitués par des protéines codées par des genes distincts: HERG pour Iy,
(Sanguinetti et coll, 1995; Spectror et coll, 1996a) et KCNQI (canal KvLQT1) plus KCNEL1 (=
minK ou I, protéine régulatrice de KvLQT1) pour I, (Sanguinetti et coll, 1996b). Les
densités relatives des deux courants I, et I et leur contribution dans la repolarisation cellulaire

cardiaque sont fortement dépendantes de 1’espéce animale.
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La composante rapidement activée Iy, (« rapidly-activating delayed rectifier current »)

présente des constantes d'activation et de déactivation dépendantes du potentiel de membrane.
L'appellation "retardé" (« delayed ») provient de la relative lenteur des cinétiques d'activation
de ce courant (environ 300 ms chez le lapin; Salata et coll., 1996) comparée a celle du courant

potassique transitoire sortant.
Dans les myocytes ventriculaires de lapin, Ig, s'exprime a des potentiels de membrane

compris entre -40 et +10 mV (Figure 8A). Cependant, aux potentiels de membrane supérieurs
0 mV, il est caractérisé par une rectification dans le sens entrant, c’est-a-dire que son amplitude

diminue avec la dépolarisation membranaire (Jurkiewicz et Sanguinetti, 1993). Cette

rectification est attribuée & une trés rapide inactivation voltage-dépendante d'Ix, (Spectror et coll,

1996b; Yang et coll, 1997). Pour ces raisons, son role dans la repolarisation est le plus

important a la fin du plateau des potentiels d'action.

Ik, est décrit comme la composante d'Ix sélectivement bloquée par les composés de la

famille des méthanesulfonanilides comme le E-4031 (Follmer et Colatsky, 1990; Clay et coll,
1995) et le dofétilide (Carmeliet, 1992; Jurkiewicz et Sanguinetti, 1993). Il est la cible
privilégiée des agents antiarythmiques de classe III de seconde génération (Colatsky et coll,
1990; Claremon et coll, 1993) parmi lesquels le sotalol (Sanguinetti et Jurkiewicz, 1991,
Wettwer et coll, 1992), I'almokalant (Wettwer et coll, 1992; Carmeliet, 1993b), le térikalant
(Jurkiewicz et coll, 1996) ou I'ambasilide (Zhang et coll, 1992). 1I est bloqué de facon non
sélective par d'autres médicaments antiarythmiques de classe III tel que I’amiodarone (Balser et
coll, 1991) ou de classe Ia comme la quinidine et par un certain nombre de médicaments non
cardiotropes de familles thérapeutiques trés diverses, impliqués dans des effets d'allongement

de la repolarisation ventriculaire (Salata et coll, 1995; Drolet et coll, 1998).
Il a été démontré que les ions K" interagissent avec un domaine particulier du canal Iy,

responsable de ’inactivation de type C (d@ie & un changement de conformation d’un domaine de

la protéine participant au pore du canal).
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Figure 8: Courbe courant/potentiel de la composante rapide I . (A) et
lente I, (B) du courant rectifiant retardé Iy. Influence de
Pisoprotérénol (ISO) sur la composante Iy.
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Ainsi, ’augmentation de la concentration des ions potassium extracellulaires (IK'le)
ralentit I’inactivation du canal et augmente ’amplitude globale du courant I,. A l’inverse,

I’hypokaliémie diminue le courant I en renforcant son inactivation (Sanguinetti et Jurkiewicz,

1992; Yang et coll, 1997).

La composante a activation lente I, (« slowly-activating delayed rectifier current »)

présente des cinétiques d’activation et de déactivation plus lentes que celles d’I,. Elle a été

décrite la premiere fois dans les myocytes ventriculaires de cobaye (Sanguinetti et Jurkiewicz,
1990) puis chez le chien (Liu et Antzelevitch, 1995; Gintant, 1995) mais son existence n’a été
mise en évidence qu’en 1996 chez le lapin (Salata et coll., 1996). I est également présent dans
les myocytes ventriculaires humains (Li et coll, 1996b). Il est absent chez le chat (Follmer et

Colatsky, 1990; Furukawa et coll., 1992).

Dans les myocytes ventriculaires de lapin, le courant I, s'active selon une constante
d'environ 2500 ms (Salata et coll.,, 1996). 1l s'exprime a des potentiels de membrane plus
positifs qu'lk,, compris entre 0 et +60 mV et pourrait donc influencer les phases 1 et 2 de

repolarisation des potentiels d'action ventriculaires (Figure 8B). Dans les fibres de Purkinje, sa
participation a la repolarisation semble limitée car le niveau de potentiel de membrane apres la

dépolarisation cellulaire, est rapidement ramené a des potentiels négatifs pendant la phase
précoce de repolarisation (phase 1). Le courant Iy, est caractérisé par une absence de
rectification (Figure 8B) et une insensibilité aux composés méthanesulfonanilides. La

contribution d’Ig, a la repolarisation cellulaire reste difficile a évaluer car il n’existe pas, a ce

jour, de bloqueur sélectif de ce courant. En revanche, 1’azimilide bloque les deux composantes

Ik, et Ix, a des concentrations micromolaires (Bush et coll, 1993; Fermini et coll, 1995; Gintant,

1998). L’indapamide, médicament diurétique, est également capable de bloquer Iy, sans

influencer I, (Turgeon et coll., 1994) mais cet effet n’est pas sélectif (Lu et coll., 1998).
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Les cinétiques d’activation et de déactivation lentes d’I, (Jurkiewicz et Sanguinetti,
1990) sont responsables de la faible contribution de ce courant a la repolarisation aux
fréquences dites normales ou basses. Par contre, aux fréquences de stimulation rapides, I,
s’accumule progressivement et de ce fait, joue un role important dans le raccourcissement de la
durée des potentiels d’action.

Contrairement a I, 1‘amplitude d’I, augmente lorsque la concentration extracellulaire

en potassium diminue (Sanguinetti et Jurkiewicz, 1990; Liu et Antzelevitch, 1995; Gintant,
1996). Elle augmente aussi avec le taux de calcium intracellulaire (Nitta et coll, 1994). Elle est

renforcée par la stimulation B-adrénergique (Sanguinetti et coll, 1991b).

Dans les myocytes ventriculaires de chien, le courant Ig, contribue de fagon plus

importante a la repolarisation des cellules épicardiques ot sa densité est supérieure par rapport

aux cellules endocardiques (Gintant, 1995; Liu et Antzelevitch, 1995). Inversement, la plus

faible amplitude du courant Iy, dans les cellules M se traduit par un allongement de la

repolarisation particuli¢rement important aux basses fréquences de stimulation comparé a celui
des cellules endocardiques et épicardiques et explique en partie leur grande sensibilité vis-a-vis
des effets retardant la repolarisation cellulaire (Liu et Antzelevitch, 1995). Celle-ci contribue a la
dispersion de la repolarisation ventriculaire transmurale et pourrait jouer un rdle déterminant
dans la formation de circuits de réentrée (voir paragraphe V) qui sont impliqués dans la génese

des Torsades de Pointes.

3) LE COURANT RECTIFIANT DANS LE SENS ENTRANT Ig;

Le courant rectifiant dans le sens entrant I; est un courant important dans les

fibres de Purkinje et les myocytes ventriculaires (Hume et Uehara, 1985) et d'amplitude
moindre dans les myocytes auriculaires (Heidbiichel et coll, 1990; Wu et coll, 1991). Pendant

longtemps on a considéré que ce courant était un courant de fond (courant de « background »).
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En réalité, le courant I, s’ouvre avec I'hyperpolarisation de la membrane et se ferme avec la
dépolarisation membranaire. Son activation est trés rapide et présente une composante
dépendante du potentiel de membrane et une composante dépendante du temps (Kurachi, 1985).

Ix, est un courant rectifiant dans le sens entrant, c’est-a-dire que le canal laisse passer les ions

K" plus facilement dans le sens entrant que dans le sens sortant.

En effet, des études réalisées en potentiel imposé montrent que lors de fortes

hyperpolarisations, & des potentiels transmembranaires inférieurs au potentiel d'équilibre des

ions K* (égal 2 -94 mV, pour des concentrations extra- et intracellulaires en ions K* de 4 et 140
mM, respectivement), le courant porté par le canal Iy, est un large courant entrant (Figure 9) qui

présente une composante s’inactivant en fonction du potentiel de membrane. Cette inactivation
voltage-dépendante s’explique par le blocage du canal par les ions sodium, calcium et

magnésium extracellulaires (Biermans et coll, 1987). Par contre, aux potentiels de membrane

supérieurs au potentiel d'équilibre des ions K*, le courant Ig; est un petit courant sortant qui

rectifie (diminue) avec la dépolarisation membranaire (Figure 9). La rectification dans le sens
entrant du courant Ix; est diie au blocage voltage-dépendant du canal par des ions bivalents
intracellulaires tels que le magnésium et le calcium (Matsuda et coll, 1987, 1993) mais
également par des polyamines telles que la spermine et la spermidine (Ishihara et coll 1989,

Ficker et coll, 1994; Lopatin et coll, 1994).

La résultante de ces propriétés implique qu'un courant sortant repolarisant ne traverse le
canal Iy, qu'aux potentiels de membrane plus négatifs que -20 mV, que le courant sortant Iy
augmente progressivement avec la repolarisation cellulaire pour étre trés important aux

potentiels de membrane proches du potentiel d'‘équilibre des ions K*. De ce fait, le courant Iy;

joue un réle treés important dans la repolarisation terminale des potentiels d'action et dans le
maintien du potentiel de repos membranaire (Figure 4) (Shimoni et coll, 1992; Kass et

Freeman, 1993).
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Figure 9: Courbe courant/potentiel du courant rectifiant dans le
sens entrant I,. (Notez le potentiel d’inversion peu négatif du
courant Iy ,, relatif aux concentrations en ions potassiques: [K+]e=
140 mM; [K+l]i= 5.4 mM).
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Le potentiel de repos membranaire des cellules cardiaques étant toujours supérieur au
potentiel d'équilibre des ions K*, le canal I, ne génére pas de courant entrant pendant un
potentiel d’action.

La conductance du canal Iy, est fortement dépendante de la concentration extracellulaire
en potassium [K+]o: losque [K+]0 augmente, I'amplitude du courant Ix; augmente et elle est

réduite lorsque [K'], diminue (Carmeliet, 1989). Le courant Iy, est trés sensible aux effets de

blocage des ions baryum et césium mais il n'existe pas de bloqueur sélectif de ce courant.

C - Le courant électrogénique de P’échangeur Na'/Ca®*

La premiere étude démontrant dans un tissu cardiaque I’existence d’un courant généré
par un échangeur d’ions Na'/Ca®" a été réalisée par Reuter et Seitz (1968) sur des myocytes

ventriculaires. La nature électrogénique de I’activité de I’échangeur et son influence sur I’activité

électrique cardiaque ont ét¢ démontrées bien plus tard (Kimura et coll.,1987; Egan et coll.,
1989). L’échangeur Na'/Ca®* peut fonctionner dans un sens ou s’inverser selon que le potentiel
de membrane est inférieur (mode normal) ou supérieur (mode inverse) au potentiel d’inversion

de I’échangeur Ey,¢,. Celui-ci est déterminé par les potentiels d’équilibre des ions sodium et
calcium, Ey, et E,, respectivement. Lorsque 1I’échangeur fonctionne en mode normal (Figure
10A), il fait entrer 3 ions Na® dans la cellule et exclut en échange un ion Ca®. Le courant
électrogénique Iy,, généré par I’échangeur est alors un courant entrant. Lorque I’échangeur
fonctionne en mode inverse, il fait sortir 3 ions Na* et permet I’entrée d’un ion Ca® dans la

cellule. Le courant I, -, est dans ce cas, un courant sortant.

47



- 80 mV + 40 mV

MODE NORMAL MODE INVERSE
COURANT ENTRANT COURANT SORTANT

[A] Conditions physiologiques

[Nale = 140 mM

[Na)i = 14 mM
1Ca?* 3Nat
EXT * J
INT
SNar 1cvaz+

[B] Augmentation de [Nal]i

3Na+
1Ca?+

_
¢

EXT

INT

3Na+

1Ca%*

Figure 10: Représentation shématique de ’activité de I’échangeur Na/Ca en
fonction du potentiel et de la concentration intracellulaire en ion sodium
([Nali). ([Nale) concentration extracellulaire en ion sodium .
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L’activité de ’échangeur Na*/Ca>* dépend également des gradients de concentrations

des ions Na* et Ca**. En mode normal, Pamplitude du courant est gouvernée par le taux de

calcium intracellulaire [Ca]i. En mode inverse, elle est plus dépendante du taux de sodium

intracellulaire [Na]i (Figure 10A). Sa participation a I’activité électrique cardiaque est toujours

’objet de controverses parce qu’il n’existe pas de bloqueur sélectif de 1’échangeur Na'/Ca®".

L’analyse du courant électrogénique Iy, ., au cours d’un potentiel d’action cardiaque a été

détaillée dans plusieurs modeles informatiques (Egan et coll., 1989; Noble et coll., 1991; Luo et
Rudy, 1994). La Figure 11 donne une description de 1’activité¢ de 1’échangeur au cours d’un
potentiel d’action de myocyte ventriculaire selon Noble et coll. (A) et Luo et Rudy (B): dans des

conditions physiologiques au potentiel de repos membranaire, I’échangeur utilise 1’énergie du
gradient de concentration des ions Na* pour exclure le calcium de la cellule et le courant Iy,c,

est un petit courant entrant ‘1’. Pendant la phase 0 du potentiel d’action, 1’ouverture des canaux

sodiques permet I’entrée massive d’ions sodium et le potentiel de membrane est pendant un
temps trés court supérieur a Ey,,. De ce fait, I’échangeur génére un courant sortant (mode

inverse) ‘2’. Selon le modele de Luo et Rudy (1994) (Figure 11B), 1’augmentation de [Nali

maintient ’échangeur en mode inverse aux potentiels de membrane positifs. Au début de la

. . . . . P ~ 3 +
phase de repolarisation cellulaire, celui-ci génere alors un courant sortant en excluant 3 ions Na

. 2+ . . .
contre un ion Ca™* ‘3’ et renforce I’augmentation de [Cali provoquée par ’ouverture des canaux

calciques de type L ‘4’. L’augmentation de [Cali modifie I’activité de I’échangeur en mode
normal qui génére un courant entrant ‘5’ au niveau du plateau selon le modele de Noble et coll.

(1991) et & des potentiels de membrane plus négatifs selon le modele de Luo et Rudy (1994).

L’activité en mode normal constitue le principal role de I’échangeur Na'/Ca® au cours d’un

potentiel d’action, c’est-a-dire celui de diminuer la concentration intracellulaire en Ca® et

permettre ainsi le processus de relaxation aprés la contraction dans une cellule myocardique.
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Figure 11: Evolution de la concentration intracellulaire en calcium [Ca2+]i
et de Dactivité de I’échangeur Na/Ca (INaCa) au cours d’un potentiel
d’action ventriculaire selon deux modeles informatiques.
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Bien que I’amplitude du courant entrant Iy, soit plus faible aux potentiels de

membrane plus positifs, il pourrait jouer un rdle significatif dans le maintien du plateau des
potentiels d’action des myocytes ventriculaires (Luo et Rudy, 1994a). Dans les fibres de
Purkinje, le plateau des potentiels d’action se situant a des potentiels de membrane plus négatifs
que ceux des cellules myocardiques, 1’échangeur contribuerait de fagon plus importante au
plateau des potentiels d’action.

Aux potentiels de membrane relativement négatifs, une composante phasique du courant
entrant Iy, induite par le relargage du calcium par le RS ‘6’ pourrait favoriser la

dépolarisation membranaire et participer au développement des postdépolarisations précoces
pendant la phase finale du potentiel d’action (Szabo et coll., 1994; Luo et Rudy, 1994b). Le
courant électrogénique de I’échangeur est également impliqué dans 1’émergence des

postdépolarisations tardives dans des conditions de surcharge calcique intracellulaire (Levi et

coll., 1997): lors du blocage de la Na’/K* ATPase par les glucosides cardiaques, la
g P

concentration intracellulaire en sodium augmente fortement, I’échangeur Iy, s’active en mode

inverse (Figure 10B) et génére un courant sortant plus important aux potentiels de membrane
positifs dont la résultante est une diminution de la durée du plateau des potentiels d’action
caractéristique des effets des digitaliques. L’activité de ’échangeur en mode inverse provoque
une surcharge calcique intracellulaire. Aux potentiels de membrane plus négatifs, 1’échangeur
est plus sensible a I’augmentation de la concentration intracellulaire en calcium. Ainsi dans des

conditions de surcharge calcique intracellulaire, aux potentiels de membrane voisins de -80 mV,

le courant I, est un courant entrant renforcé par les mouvements oscillatoires du calcium

libéré par le RS et qui pourrait participer au courant transitoire entrant I; (« transient inward

current ») impliqué dans le développement des postdépolarisations tardives.
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IV- INFLUENCE DE LA FREQUENCE DE STIMULATION SUR LES EFFETS DE
BLOCAGE DES COURANTS SODIQUES ET POTASSIQUES:

L’influence de la fréquence de stimulation (ou de la fréquence cardiaque) sur les effets
de type antiarythmique, qu’ils soient de classe I, III ou IV a ét¢ mieux comprise grice 2 la
théorie du récepteur modulé proposée par Hondeghem et Katzung en 1984. La théorie du
récepteur modulé implique que l'interaction d'une substance avec son récepteur, c’est-a-dire son
affinité pour le canal, dépend du potentiel de membrane et de 1'état conformationnel (fermé ou
au repos, activé ou ouvert, inactivé) dans lequel se trouve le canal sodique, calcique ou
potassique (Figure 12). La fixation ou 1’association d’une substance a son récepteur et sa
dissociation se font avec des constantes d'association et de dissociation particulieres a chaque
état du canal:

(i) la fixation au canal & I’état de repos, c’est-a-dire en I’absence de stimulation ou
pendant la diastole, entraine un bloc dit bloc tonique ou bloc de repos. 1l est indépendant de la
fréquence de stimulation et son intensité dépend de la concentration de la substance et de la
durée de la quiescence. L'hyperpolarisation membranaire atténue le bloc tonique, alors que la
dépolarisation ou I'acidose 1'accentue (Courtney, 1987).

(i1) la fixation a P’état activé ou inactivé appelé bloc phasique (« use-dependent ») se
caractérise par un effet dépresseur du courant qui augmente de facon exponentielle avec les
dépolarisations, pour atteindre un état stationnaire dont le niveau va dépendre de la
concentration étudiée et de la fréquence de stimulation (Hondeghem et Katzung, 1977). Si les
constantes d'association et de dissociation de la substance au canal sont relativement rapides, le
bloc phasique atteindra un état stable en quelques dépolarisations. Si la dissociation de la
substance sur le canal est lente, le bloc sera incrémentiel et 1'état stable ne sera atteint qu’apres

un certain nombre de dépolarisations.
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Figure 12: Représentation schématique du récepteur modulé. Les
canaux ioniques existent sous trois états conformationels: fermé (R),
activé (A) et inactivé (I). La molécule (D) interagit avec le
récepteur-canal selon des constantes d’association (k) et de dissociation
(1). Les transitions entre deux états du canal sont gouvernées par la
constante de Hodgkin et Huxley (HH), modifiées (HH’) par la fixation
de la molécule sur son site.
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Les bloqueurs du courant sodique rapide (antiarythmiques de classe I, selon Vaughan-
Willimas, 1975) ont été séparés en trois sous-groupes (Ia, Ib et Ic) en fonction de leurs effets
sur les parametres des potentiels d’action et plus particulierement selon les constantes
d’association et de dissociation de la substance considérée sur le canal sodique rapide
(Campbell, 1983). La grande majorité des antiarythmiques de classe I présentent une plus
grande affinité pour les canaux sodiques a 1'état activé et/ou inactivé, et une plus faible affinité
pour les canaux a I'état de repos (Colatsky, 1982; Bean et coll., 1983). Ils se fixent donc plus
facilement sur le canal a I'état ouvert ou inactivé, ce qui explique que les effets de classe I sont
généralement majorés par I'élévation de la fréquence de stimulation. Cependant, des distinctions
existent entre les différents sous-groupes et sont reliées au coefficient de solubilité des
molécules (Courtney, 1983). Les substances peu lipophiles quitteront plus facilement le site sur
lequel elles sont fixées que les molécules tres liposolubles. Pour les antiarythmiques de classe
Ib, comme la lidocaine, la méxilétine et le tocainide, ’installation des effets de blocage et la
levée du blocage du canal sodique pendant la diastole sont trés rapides. La résultante de ces
propriétés est que la diminution du courant sodique ne sera pas majorée avec les dépolarisations
successives (Figure 13) mais augmentera uniquement aux fréquences de stimulation rapides, ne
permettant pas la levée complete du blocage pendant la diastole. La diminution de la Vmax,
indicative des changements du courant sodique rapide global, ne sera donc observée qu’aux
fréquences de stimulation rapides ou dans des cellules partiellement dépolarisées.

En revanche, si la levée du blocage du canal est lente, comme cela a été démontré pour la
quinidine ou le disopyramide (antiarythmiques de classe Ia) et plus particulitrement pour
I’encainide et le flécainide (antiarythmiques de classe Ic), le blocage des canaux sodiques
s’accumule avec les dépolarisations successives (Figure 13) méme aux fréquences de
stimulation dites normales (1 Hz) (Courtney, 1987) et entraine une réduction de la Vmax a
toutes les fréquences de stimulation. La meilleure compréhension des mécanismes du blocage
du canal sodique rapide par les antiarythmiques de classe I a permis d’optimiser leur efficacité
dans le traitement des différentes arythmies ventriculaires mais également d’expliquer la plus
forte potentialité¢ arythmogéne des médicaments antiarythmiques de classe Ic, et & moindre

degré, de ceux de classe Ia, par rapport aux médicaments antiarythmiques de classe Ib.
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Figure 13: Représentation schématique de I’évolution du blocage du
canal sodique rapide au cours de potentiel d’action successifs.
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Les effets des antagonistes calciques, appelés effets de type antiarythmique de classe IV
(selon la classification de Vaughan-Williams, 1975) obéissent également a la théorie du
récepteur modulé. De ce fait, leurs effets sur les courants calciques de type L sont accentués par

I’élévation de la fréquence de stimulation.

Les canaux potassiques voltage-dépendants n’existent que sous deux conformations
stables, leur inactivation étant trés rapide. Ils sont soit a I’état fermé, soit a 1’état ouvert, la
transition entre les deux états étant gouvernée par des constantes de temps dépendantes du
potentiel de membrane. Les répercussions du blocage d’un ou de plusieurs canaux potassiques
voltage-dépendants sur la repolarisation sont beaucoup plus complexes que celles du blocage
des canaux sodiques et/ou calciques. En effet, la repolarisation est un phénomene qui est la
conséquence d’une fine balance entre les courants ioniques entrants et les courants ioniques
sortants. Ainsi, ’allongement de la repolarisation peut étre le résultat de I’augmentation des
courants entrants sodiques et/ou calciques ou de la diminution d’un ou plusieurs courants
potassiques, ou les deux.

Les effets de type antiarythmique de classe III sont caractérisés par une fréquence-
dépendance inverse («reverse rate-dependence »), c’est-a-dire que I’allongement de la

repolarisation est plus marqué a basse fréquence qu’a haute fréquence de stimulation.

Ce terme de fréquence-dependance « inverse » a été proposé par Hondeghem et
Snyders (1990) pour expliquer les effets des bloqueurs des canaux potassiques sur la durée du
potentiel d’action, par opposition 2 la fréquence-dependance dite « normale » des bloqueurs de
canaux sodiques et calciques (Hondeghem et Katzung, 1984).

La fréquence dépendance inverse des effets antiarythmiques de classe III a tout d’abord
été attribuée 2 la fixation préférentielle de la substance sur le canal a I’état fermé (« reverse use-

dependent block ») (Hondeghem et Snyders, 1990). A ce jour, seule la 4-AP exerce un
blocage de ce type sur le canal L, puisqu’elle se fixe sur le canal a I'état fermé et se dissocie du
canal a I’état ouvert (Castle et Slawsky, 1992; Campbell et coll., 1993). La résultante est que le

blocage d’I,, est plus important aux fréquences de stimulation basses et qu’il diminue avec
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I’élévation de la fréquence de stimulation. Bien que certains médicaments comme le sotalol ou le
tédisamil exercent sur I, un bloc tonique, indépendant de la fréquence, un grand nombre

d’entre eux, comme 1’amiodarone, I’almokalant, le dofétilide ou le E-4031, exercent un blocage
« use-dependent », i.e un blocage du canal a I’état ouvert qui augmente avec les
dépolarisations successives (Carmeliet, 1993a, 1993b). Ceci implique que la substance se fixe
sur le canal a I’état ouvert lors d’une dépolarisation et que sa dissociation du canal s’opére au
potentiel de repos entre deux dépolarisations. Comme il a ét€ démontré pour le dofétilide
(Carmeliet, 1992a), un bloc « use-dependent » du canal n’a pas toujours pour résultat un effet
fréquence-dépendant sur la durée du potentiel d’action : si la constante de temps d’association
de la drogue sur la canal est relativement lente (de 1’ordre de la seconde), le bloc sera facilité aux
basses fréquences de stimulation et la repolarisation cellulaire sera d’autant plus retardée; si la
constante de temps de dissociation de la drogue sur le canal est encore plus lente (de quelques
secondes a une minute), la levée du bloc sera incompléte si la diastole est insuffisante. Le
blocage du canal s'accumulera alors avec les dépolarisations et atteindra un niveau stable qui ne
sera pas modifié par la fréquence de stimulation et apparaitra comme un bloc tonique, dépendant
uniquement de la concentration de la drogue. Il existe donc une distinction tres claire entre les
effets d’'un composé sur la durée du potentiel d’action (fréquence-dépendance normale ou
inverse) et les effets de blocage de cette drogue sur le canal (« use-dependence » normale ou

inverse).

La fréquence-dépendance inverse des effets de classe III sur la durée du potentiel
d’action peut aussi s’expliquer par les différentes contributions des autres courants ioniques

entrants et sortants pendant le processus de repolarisation. En effet, les contributions relatives
des courants I, et I, pendant la repolarisation cellulaire sont fortement dépendantes de la
fréquence de stimulation. Dans bles myocytes ventriculaires de cobaye, les cinétiques
d’activation et de déactivation relativement lentes d’Ig, (Jurkiewicz et Sanguinetti, 1993) sont
responsables de la faible contribution de ce courant pendant la repolarisation aux fréquences

dites « normales » et basses. Par contre, aux fréquences de stimulation rapides, I s’accumule
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progressivement et de ce fait, entraine le raccourcissement de la durée des potentiels d’action.

Cette hypothése reste valable dans les espéces animales ol la déactivation du courant Iy, est
plus lente que celle d'Ik,, ce qui n'est pas le cas dans les myocytes ventriculaires de chien ou Iy,
se déactive plus lentement qu'li, (Gintant, 1996). Ceci explique le regain d’intérét qu’a suscité

le blocage sélectif du courant I dans le développement des agents antiarythmiques de classe III

par sa capacité a retarder la repolarisation cellulaire aux fréquences élevées et sa potentialité

arythmogene réduite aux fréquences basses, comparée a celle observée consécutivement au

blocage sélectif d’ Iy, (Wang, 1994b; Hondeghem, 1995; Nair et Grant, 1997).

Les courants ioniques entrants comme le courant calcique I¢,, et le courant sodique &

inactivation lente Iy, .., sont également impliqués dans les modifications fréquence-

dépendantes de la durée des PA. Parce que ces courants s’inactivent relativement lentement, leur
participation a la repolarisation est réduite aux fréquences de stimulation élevées et contribue au
raccourcissement de la durée des potentiels d’action (Li et coll., 1999). A T'inverse, elle est

augmentée aux fréquences basses, ce qui allonge la durée des PA.

V- MECANISMES CELLULAIRES ET SUBCELLULAIRES DES TROUBLES DU
RYTHME VENTRICULAIRE:

La compréhension des mécanismes ioniques cellulaires responsables des arythmies
cardiaques s'est considérablement améliorée durant les vingt dernicres années. Les causes
cellulaires initiant des troubles du rythme peuvent étre classées en deux principaux groupes: les
anomalies de la conduction de l'influx et les anomalies de la génese de l'influx (automatisme

anormal ou activités déclenchées) (Wit, 1985).
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1) Les anomalies de la conduction de I’influx:

Les anomalies de la conduction de l'influx comprennent les blocs de conduction et les
circuits de réentrée. L'initiation des circuits de réentrée est basée sur l'existence d'un bloc
unidirectionnel et d’un ralentissement de la conduction. Les circuits de réentrée (Figure 14)
peuvent €tre délimités par une barriere anatomique ou une zone de cellules dépolarisées (apres
ischémie myocardique) mais également étre d’origine fonctionnelle, déterminés par I’état
d’excitabilit¢ des cellules ou par un panachage de ces mécanismes. Le ralentissement de la
vitesse de conduction est un facteur déterminant dans la formation de circuits de réentrée. I est
la conséquence d’une diminution des courants ioniques entrants sodiques ou calciques ou d’un
découplage cellulaire. Dans les fibres de Purkinje et dans le myocarde contractile, la
dépolarisation cellulaire est dépendante des courants sodiques rapides. La vitesse de conduction
sera plus lente si I’activation traverse une zone oul les cellules sont partiellement dépolarisées.
De méme, un battement ventriculaire prématuré pourra initier un circuit de réentrée car sa vitesse

de conduction sera plus lente.

Des effets proarythmiques de cette nature ont ét€ incriminés en clinique chez des patients
recevant des médicaments antiarythmiques de classe Ic, bloqueurs des courants sodiques
rapides (Vaughan-Williams, 1970, 1975) comme le flécainide ou l'encainide (étude CAST,
1989) dont la potentialité arythmogene est supérieure a celle des antiarythmiques de classe Ia ou
Ib, conséquence de leurs effets dépresseurs plus importants sur les courants sodiques (Levine et
coll., 1989). Certains médicaments non cardiotropes, & doses thérapeutiques tels que des agents
antihistaminiques (Tobin et coll., 1991) ou & doses toxiques lors de surdosage ou de tentative
d’autolyse comme les neuroleptiques (Kemper et coll., 1983; Kriwiski et coll., 1990; Guy et

coll., 1991), ont été aussi associés a I’apparition de troubles de conduction d’origine iatrogene.
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Figure 14: Représentation schématique d’un circuit de réentrée. (A)
situation normale sans différence entre les deux trajets. (B)
développement d’une réentrée consécutif a un ralentissement de la
conduction et & un bloc unidirectionnel.
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Les effets électrophysiologiques des antiarythmiques de classe I et de classe IV ont ét€
largement décrits: les effets antiarythmiques de classe I diminuent la vitesse maximale de
dépolarisation de la phase 0 (Vmax), l'amplitude du potentiel d'action et a de plus fortes
concentrations, le potentiel de repos membranaire (Varro et coll, 1985). Les effets
antiarythmiques de classe IV diminuent la durée et/ou la hauteur du plateau et induisent une
triangulation du potentiel d'action caractéristique de leurs effets. Les canaux sodiques ou
calciques, répondant & la théorie du récepteur modulé (Hondeghem et Katzung, 1984), le

blocage de ces canaux se majore avec 1'élévation de la fréquence de stimulation.

2) Les anomalies de la génése de I’influx:

Les anomalies de la génese de I’influx sont la conséquence d’une instabilité électrique
membranaire conduisant a une dépolarisation spontanée des cellules (automatisme anormal) ou a
I’apparition d’activités déclenchées.

L’automatisme anormal, en référence & I’automatisme normal des cellules douées
d’activité pacemaker (noeud sinusal, auriculoventriculaire et fibres de Purkinje, est un
mécanisme par lequel des impulsions spontanées sont générées dans des fibres partiellement
dépolarisées (Cranefield et Aronson, 1988a) (Figure 15). La réduction du potentie]l de
membrane peut survenir dans le myocarde ventriculaire (Katzung et Morgenstern, 1977) ou
dans les fibres de Purkinje (Hauswirth et coll, 1969). Elle est favorisée par la réactivation de
courants entrants sodiques ou calciques selon le potentiel de membrane, possible pendant la
déactivation des courants potassiques (Katzung et Morgenstern, 1977; Kimura et coll, 1988).
Cependant, dans des fibres partiellement dépolarisées, l'inactivation d'un certain nombre de
canaux sodiques implique que l'automatisme soit généré par le courant calcique. Contrairement
a I’automatisme normal, I’automatisme anormal n'est pas supprimé la stimulation a fréquence

rapide (« overdrive suppression ») (Figure 15).
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Figure 15: Apparition d’un automatisme anormal dans des fibres de



L’automatisme anormal s’interrompt lorsqu’on augmente la concentration potassique
extracellulaire. Il est favorisé par I’hypokaliémie marquée (inférieure a 1,5 mM) qui réduit le

potentiel de membrane des fibres de Purkinje d’un état bien polarisé (-90 mV) a un état moins
polarisé (-50 mV), consécutivement 2 la diminution de I’activité de la Na’/K* ATPase (Gadsby

et Cranefield, 1977). L’automatisme anormal qui apparait dans les fibres de Purkinje d’une
région ischémiée aprés un infarctus du myocarde peut conduire a un rythme idioventriculaire

accéléré.

Une activité déclenchée désigne une impulsion d’amplitude suffisante pour se propager
dans le myocarde voisin et initiée a partir d’'une postdépolarisation (Cranefield et Aronson,
1988a). Les postdépolarisations sont des dépolarisations spontanées de la membrane. Elles
peuvent survenir aprés la phase de repolarisation cellulaire, pendant la phase 4 du potentiel
d’action, ce sont les postdépolarisations retardées ou « delayed afterdepolarizations » (DADs).
Lorsqu’elles interrompent la phase de repolarisation du potentiel d’action, elles sont dénommées
postdépolarisations précoces ou « early afterdepolarizations » (EADs).

Les postdépolarisations retardées surviennent aprés la repolarisation compléte cellulaire
(Figure 16). Elles apparaissent dans des conditions qui provoquent une surcharge calcique
intracellulaire, la plus caractéristique étant celle provoquée par des doses élevées de glucosides
cardiotoniques (Davis, 1973; Ferrier et Moe, 1973; Kass et coll., 1978a, b; Rosen et Danilo,
1980; Ferrier, 1991) mais elle peut également &tre induite par les catécholamines ou I’ischémie
myocardique (Cranefield 1977; Rosen, 1990). Au niveau cellulaire, elles sont favorisées par la

dépolarisation membranaire & des potentiels trés négatifs, induite par un courant ionique non
sélectif I (transient inward) (Lederer et Tsien, 1976; Cannel et Lederer, 1986). De nombreuses
études expérimentales ont démontré que le courant électrogénique dans le sens entrant de
I’échangeur Na'/Ca®* (Marban et coll, 1986; Levi et coll., 1997) et le courant I, (Han et

Ferrier, 1996) pouvaient favoriser la formation des DADs.
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Figure 16: Influence de la fréquence de stimulation et de la
concentration extracellulaire en potassium (KCI) sur Papparition
de postdépolarisations tardives en présence d’acétylstrophantidine
dans des fibres de Purkinje de chien.
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L’amplitude des DADs augmente avec la diminution de la concentration extracellulaire en
potassium et I’élévation de la fréquence de stimulation, qui diminue leur temps de couplage
(Hogan et coll., 1973; Kass et coll., 1978b; Hoffman et Rosen, 1981), et les améne au seuil de
déclenchement d’un potentiel d’action ectopique (Figure 16). Les DADs sont capables d’initier
des activités rythmiques soutenues. Elles peuvent é&tre responsables d’extrasystoles
ventriculaires simples ou en salve, d’arythmies ventriculaires tachycardie-dépendantes pouvant

dégénérer en fibrillation ventriculaire.

Lorsque les postdépolarisations interrompent le processus de repolarisation, elles sont
appelées postdépolarisations précoces ou EADs (Figure 17). Elles ont été proposées comme
étant I'événement cellulaire a I'origine des Torsades de Pointes (TdP) (Brachmann et coll.,
1983; El-Sherif et coll., 1988, 1990; Zabel et coll., 1997). Expérimentalement, elles
apparaissent dans des conditions qui retardent la repolarisation cellulaire. D'amplitude
suffisante, elles peuvent donner naissance a un autre potentiel d'action ou a des activités
rythmiques soutenues (Cranefield, 1977; Roden et Hoffman, 1985) (Figure 17C). Les EADs
partagent avec les Torsades de Pointes des facteurs suppresseurs et des facteurs favorisants.
Leur développement, en présence d'agents qui allongent la repolarisation, comme les
médicaments antiarythmiques de classe Ia (Davidenko et coll, 1989) ou de classe III
(Brachmann et coll, 1983; Levine et coll, 1985; Patterson et coll, 1997) est favorisé par la
bradycardie, 1'hypomagnésémie, I'hypokaliémie (Cranefield et Aronson, 1988a). Inversement,
elles sont supprimées par 1'élévation de la concentration extracellulaire en potassium ou en
magnésium et par I'élévation de la fréquence de stimulation. Les EADs et les activités
rythmiques soutenues ont d’abord été décrites dans les fibres de Purkinje (Damiano et Rosen,
1984) puis plus récemment dans les cellules « M » (Sicouri et Antzelevitch, 1991, 1993;
Antzelevitch et Sicouri, 1994). Par contre, elles sont plus rarement observées a 1’endocarde et a
notre connaissance, n’ont jamais été décrites a 1’épicarde. L’émergence d’activités rythmiques
soutenues dans les cellules M a été proposée comme I'un des mécanismes responsables de
’apparition d’une onde T/U proéminente pouvant donner naissance a des extrasystoles

ventriculaires (Antzelevitch et Sicouri, 1994).
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Figure 17: Postdépolarisations précoces (EAD) apparaissant au niveau du plateau
(EAD de phase 2), a des potentiels de membrane (AV) voisins de -30 mV (A) ou
pendant la phase terminale de repolarisation du potentiel d’action (EAD de phase 3),
a des potentiels de membrane voisins -50 mV (B) et pouvant initier des activités
rythmiques soutenues (C) sur des potentiel d’action de fibres de Purkinje de chien
stimulées a différentes fréquences (CL) en présence de césium. (CI) intervalle de
couplage entre la phase 0 du potentiel d’action et I’émergence de ’EAD.
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Le ralentissement de la repolarisation et I’allongement critique de la durée des potentiels
d’action peut étre le résultat d'une augmentation d’un ou plusieurs courants entrants
dépolarisants, de la diminution d’un ou plusieurs courants sortants repolarisants, ou les deux.
La repolarisation cellulaire peut étre retardée sans développement d’EAD. Par contre,
Papparition d’EADs s’accompagne d’un allongement de la repolarisation cellulaire. Les

principaux courants ioniques impliqués dans les développement des EADs comprennent: (i) le

courant entrant sodique de "fenétre" (Iy, window)» 1€ Courant entrant sodique 2 inactivation lente
(Ina.siow)> le courant entrant calcique de type L (Ig,q,), le courant calcique de "fenétre”, (I¢,
window)» (11) le courant transitoire potassique sortant I,, formé de deux composantes I, et I,
le courant potassique rectifiant retardé Iy formé de deux courants Iy, et I, le courant

potassique rectifiant dans le sens entrant Ix;. Ainsi, I'allongement de la repolarisation peut étre

le résultat d'une augmentation des courants calciques (January et coll, 1989), du ralentissement
de l'inactivation des courants sodiques (Carmeliet, 1987; El-Sherif et coll, 1991) et/ou du
blocage d'un ou plusieurs courants sortants potassiques (Levine et coll, 1985; Colatsky et

Follmer, 1990).

D'autre part, la possibilité pour une substance d’induire des EADs dépend de sa capacité

a retarder la repolarisation et 2 maintenir le potentiel de membrane a des valeurs permettant la
réactivation de courants entrants. L’augmentation du courant calcique I, , par le Bay K8644 a

pour conséquence de prolonger la durée du potentiel d'action et de favoriser 1'émergence
d'anomalies de la repolarisation de type EADs (January et coll, 1988). Shorofsky et January

(1992) ont montré que le développement des EADs apparaissant au niveau du plateau des
potentiels d'action (Figure 17A) est 1i€ a la réactivation du courant calcique I, qui renforce le
courant de fenétre I, . inq0w- En revanche, les EADs apparaissant a des potentiels de membrane

plus négatifs, pendant la phase finale de repolarisation (Figure 17B) peuvent étre induites par le
courant sodique 2 inactivation lente (Kiyosue et Arita, 1989) ou le courant sodique de fenétre

(Coulombe et coll, 1985; Nattel et Quantz, 1988). Aux potentiels de membrane relativement
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négatifs (aux environs de -50 mV), on ne peut exclure la participation du courant électrogénique

: > 2 N . o . .
produit par 1'échangeur Na'/Ca™ dans I'nitiation de la dépolarisation membranaire favorisant

ainsi le développement des EADs (Szabo et coll., 1994; Luo et Rudy, 1994b; Nordin et Ming,
1995; Patterson et coll, 1997).

3) Cas particulier des Syndromes du QT long:

Les syndromes du QT long (SQTL) doivent leurs noms a 1’allongement de I'intervalle
QT de I’électrocardiogramme qui caractérise le phénotype des sujets atteints et qui reflete une
anomalie de la repolarisation ventriculaire. Il favorise le développement de tachycardies
ventriculaires a type de Torsade de Pointes. Celles-ci se manifestent frféquemment par des
syncopes ou par la mort subite des patients. Le SQTL peut étre soit d’origine acquise, induit par
les médicaments qui favorisent le développement de TdPs bradycardie-dépendantes, soit
d’origine congénitale. Les SQTL d’origine congénitale sont responsables de TdPs parfois
motelles, qui sont souvent déclenchées par des facteurs liés a I’environnement comme 1’effort

physique ou les situations de stress.

Le premier type de SQTL congénital est attribué a Jervell et Lange-Nielsen en 1956. Ils
décrivent 4 enfants sourds présentant un intervalle QT prolongé et faisant des syncopes
répétitives ; 3 d’entre eux mourront subitement. Ce syndrome, caractérisé par des TdPs
associées a une surdité bilatérale congénitale est trés rare puisqu’il ne concerne que 1 % des
enfants sourds, dont la durée de vie sera courte en 1’absence de tout traitement. Romano et coll.
(1963) puis Ward (1964) décrivent successivement des familles dont les membres atteints d’un
autre type de SQTL font des syncopes et meurent subitement, mais ne sont pas atteints de

surdité.
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Les phénotypes:

Des différences significatives des caractéristiques de I’ECG ont été répertoriées en
fonction des syndromes (LQT1, 2, 3, 4 ou 5) dont sont atteints les patients (Figure 18). La
bradycardie est considérée comme un élément phénotypique des SQTL. Les fréquences
cardiaques sont comparables pour LQT1, LQT2 et LQT3. Pour LQT4, la bradycardie est
beaucoup plus marquée. Outre I’allongement de l’intervalle QT, la morphologie de ’onde T
différe selon le locus considéré (Moss et Robinson, 1992). La repolarisation de LQT1 montre
une onde T de durée prolongée alors que pour LQT3, la durée de ’onde T est courte mais, de
facon trés caractéristique, le segment ST est trés prolongé. La repolarisation de LQT?2 se situe
entre celle de LQT1 et celle de LQT3. L’onde T de LQT4 montre une allure sinusoidale. 1l existe
également des différences importantes dans 1’adaptation de la repolarisation a la fréquence
cardiaque. Les formes LQT1, LQT2 et LQT4 ont une repolarisation qui se normalise a I’effort et
les accidents rythmiques surviennent lors de situations de stress, a fréquence cardiaque élevée.
La repolarisation LQT3 est trés anormale au repos, se normalise & 1’effort et les accidents

- cardiaques apparaissent le plus souvent au repos voire pendant le sommeil a fréquence

cardiaque relativement lente.

Les mécanismes moléculaires responsables du SQTL:

La Figure 18 illustre les relations entre les différents génes mutés et les syndromes du
QT long correspondants. Au moins 5 chromosomes sont impliqués dans le SQTL congénital.
Cinq loci ont été répertori€s sur les chromosomes 3, 4, 7, 11 et 21 et pour 4 d’entre eux, les
génes correspondant ont ét€ identifiés. Ils codent tous pour des sous-unités (SU) de canaux
ioniques sodiques ou potassiques (Guicheney et coll., 1998). Les génes KCNQ1 et HERG
codent chacun pour une SU alpha de canaux potassiques voltage-dépendants et les génes

KNCQI et HERG mutés correspondent aux syndromes LQT1 et LQT2, respectivement.
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Figure 18: Relations entre les différents aspects de PECG (a gauche) chez les
patients atteints d’un Syndrome du QT Long (SQTL) et les génotypes (a
droite) responsables des différents syndromes (LQT).
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Le géne SCN5A code pour la SU alpha du canal sodique rapide. Lorsqu’il est muté, il
est responsable du syndrome LQT3. Le géne situé sur le chromosome 4 et correspondant au
syndrome LLQT4 n’a pas encore été indentifié.

La SU alpha des canaux sodiques et potassiques voltage-dépendants est responsable des
propriétés pharmacologiques et cinétiques de ces canaux. La SU alpha des canaux sodiques
voltage-dépendants est constituée de 4 domaines répétés en une seule molécule. Chaque
domaine est constitué de 6 hélices transmembranaires (S1 a S6) dont 'une (S4) porte la
fonction sensible au potentiel transmembranaire (« voltage sensor »). La partie S5-S6, le
domaine P, participe a la formation du pore du canal. Les SU alpha équivalentes des canaux
potassiques voltage-dépendants présentent un seul domaine et s’associent en tétramere pour
former un canal. Cette particularit¢ permet une grande diversité des canaux potassiques par
rapport au nombre de geénes présents dans le génome car le plus souvent, les canaux
potassiques formés sont des hétérotétrameres (SU codées par des geénes différents).

LQT1 aété le premier locus découvert (Keating et coll., 1991). Le géene KCNQ1 muté
correspondant au syndrome L.QT1 a été localisé sur le chromosome 11 (Wang et coll., 1996). 1l

code pour la SU principale du canal potassique voltage-dépendant KvLQT1 qui s’associe a une
petite protéine membranaire IsK (ou minK), codée par le géne KCNEI, pour former le canal Iy

(Barhanin et coll., 1996). Les mutations du géne KCNQ1 sont concentrées dans des régions
importantes pour I’activation du canal KvLQT1 (11p15.5). Les mutations du géne KCNEI1,
situé sur le chromosome 21 sont responsables du syndrome LQTS. Les mutations du géne
KCNQI1 ou du géne KCNE! entrainent une perte de fonction du canal car elles diminuent ou
annulent le courant Iy, Ce courant contribue a la repolarisation cellulaire aux fréquences
élevées. L’adaptation de la durée de la repolarisation cardiaque a I’augmentation de la fréquence
cardiaque est déficiente chez les patients porteurs d’anomalies de KCNQ! ou de KCNEI, ce qui
favorise les arythmies ventriculaires.

Le courant I est exprimé dans les cellules cardiaques ot ils participent a I’électrogénése

et dans les cellules marginales de la strie vasculaire de la cochlée ou ils contribuent a

’homéostasie potassique de I’endolymphe, capitale pour I’activité¢ des cellules cili€es
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neurosensorielles de 1’oreille interne. Les mutations homozygotes de KCNQ1 ou de KCNE1
provoquent I’absence totale du courant Ix, et conduisent & un phénotype cardio-auditif, ¢’est-a-
dire au syndrome de Jervell et Lange-Nielsen qui se transmet selon un mode autosomique

récessif et dont la surdité caractéristique est le résultat de la perte de fonction du canal I dans

oreille. Les mutations hétérozygotes de KCNQ1 ou de KCNE1 diminuent le courant I, et

conduisent a un phénotype uniquement cardiaque, le syndrome de Romano-Ward, dont le mode

de transmission est autosomique dominant (Chouabe et coll., 1997).

A partir d’un gene eag (ether-a-go-go) identifié chez la drosophile codant pour un canal
potassique, un géne homologue HERG a pu étre cloné dans le cerveau humain (Warmke et
Ganetzky, 1994). HERG est également fortement exprimé dans le coeur ou il est présent sous

deux isoformes: HERGA et HERGB. Ce géne code pour la SU alpha du canal potassique a
’origine du courant I.. Une particularité de ce courant est que son amplitude augmente avec la

concentration extracellulaire en potassium (Sanguinetti et coll., 1995). Les mutations de HERG,
situé sur le chromosome 7 en 7q35-36, sont responsables du syndrome LQT2. Elles entrainent
une perte de fonction du canal : certaines sont a I’origine de SU alpha incapables de former des
structures tétrameriques fonctionnelles et conduisent a une diminution du nombre de canaux
fonctionnels ; d’autres aboutissent 2 la formation de canaux constitués d’un assemblage de SU

normales et de SU mutées produisant des canaux peu ou pas fonctionnels. Les mutations
répertoriées du gene HERG diminuent le courant I, et entrainent un retard de la repolarisation

cellulaire et donc un allongement de 1’intervalle QT.

Le geéne muté responsable du syndrome LQT3 est le gene SCNSA situé sur le
chromosome 3 en 3p21-24. Ce gene code pour la SU alpha du canal sodique rapide I, (Wang

et coll., 1995). Les mutations identifiées entrainent un gain de fonction du canal. En effet,
I'inactivation du courant sodique de la forme mutée n’est pas complete et un faible courant
entrant résiduel persiste. La résultante de ces modifications est une augmentation des courants
entrants durant la phase du plateau des potentiels d’action, ce qui retarde la repolarisation

cellulaire et se traduit par un allongement de I’intervalle QT de I’électrocardiogramme.
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Les progrés de la génétique ont permis de mieux comprendre les mécanismes
moléculaires responsables des SQTL et d’envisager des solutions thérapeutiques spécifiques,
adaptées pour chaque SQTL. Ainsi la prévention des troubles du rythme chez les patients
présentant un SQTL passe par la proscription de toute substance capable d’allonger la
repolarisation (Liste 1). Pour les patients atteints d’un syndrome LQT 1, 2 ou 4, les traitements
cliniques actuels reposent sur 1’administration de B-bloquants afin d’éviter les effets liés a
I’augmentation du tonus adrénergique, la mise en place d’un stimulateur cardiaque pour pallier
la bradycardie, ou méme d’un défibrillateur implantable. Par exemple, la composante soutenue
du courant sodique rapide étant particulierement sensible a la méxilétine (Wang et coll., 1997),
médicament antiarythmique de classe Ib (Mexitil®), I’administration d’agents antiarythmiques
de classe Ib a été proposée comme nouvelle thérapie pour les patients porteurs d’une mutation

du gene SCNSA (elle est en cours d’évaluation). L’augmentation de la kaliémie, dans des
proportions limitées mais capables d’augmenter le courant Iy, semble constituer un traitement

adapté chez les patients atteints du Syndrome LQT2.

Par ailleurs, un r6le potentiel d’anomalies génétiques a été suggéré dans le syndrome du
QT long acquis par la présence d’une forme fruste de SQTL congénital qui serait dévoilée par la
prise médicamenteuse. Il est permis de penser qu’une ou plusieurs anomalie(s) génétique(s) de
canaux ioniques cardiaques ne soient pas exprimées phénotypiquement, c’est-a-dire qu’elles
n’aient pas de répercussion sur la repolarisation ventriculaire, mais qu’elle(s) influence(nt) la
sensibilité des canaux ioniques mutés aux médicaments interagissant avec ce canal. Ce
mécanisme constituerait un contexte favorable a I’apparition des Torsades de Pointes en
potentialisant les effets de type antiarythmique de classe III. La découverte récente chez certains
patients d’anomalies génétiques « silencieuses » de génes codant pour des protéines canalaires
(Donger et coll., 1997; Priori et coll.,, 1999a, b), c’est-a-dire sans conséquence sur

I’électrogénese cardiaque, constitue un argument solide en faveur de cette hypothese.
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Chez I’animal, il a été découvert récemment une colonie de chiens de berger allemands
(Moise et coll., 1994) présentant la particularité de développer des tachycardies ventriculaires et
des TdP spontanées qui dégénerent en fibrillation ventriculaire (FV) et provoquent leur mort
subite. Bien que le mode de transmission soit encore incertain, il est bien établi que ces
arythmies sont d’origine congénitale (Moise et coll., 1994). L’examen clinique des chiens
atteints ne révele pas de signe macroscopique d’anomalie cardiaque hormis la finesse de la paroi
libre du ventricule gauche (VG) et du septum interventriculaire en comparaison avec les chiens
normaux. L’ECG et les taux sériques d’ions organiques ne différent pas des chiens normaux,
ce qui exclut I’'intervention éventuelle de I’hypomagnésémie ou de I’hypokaliémie dans
|’apparition des TdP.

Les arythmies ventriculaires sont généralement bradycardie-dépendantes, de type
polymorphe, non soutenues (<30 complexes ventriculaires) mais trés rapides (>480
battements/minute), avec un temps de couplage différant d’un chien a I’autre. L’intervalle QT de
PECG n’est pas significativement prolongé par rapport aux chiens normaux mais la
morphologie de I’onde T des chiens atteints est caractérisée par une encoche. Les arythmies
ventriculaires sont corrigées par 1’augmentation de la fréquence cardiaque induite par les
composés vagolytiques et les agonistes des récepteurs B-adrénergiques, comme I’isoprénaline.
Inversement, elles sont favorisées par la stimulation ol-adrénergique (Moise et coll., 1996,
1997).

Le mode de déclenchement de ces TdP n’est pas sans évoquer celui observé chez les
patients atteints d’un syndrome LQT1, LQT2 ou LQT4. Un certain nombre de travaux ont été
menés sur Iinfluence du déséquilibre de I’innervation sympathique entre le ventricule droit et le

ventricule gauche, connu pour jouer un role dans la génése des TdP (Schwartz et coll., 1990)

sur le développement. Chez les chiens atteints, il a été mis en évidence une diminution de
'amplitude du courant transitoire sortant 4-AP sensible I, relative & une altération de

I’inactivation de ces canaux dans les fibres de Purkinje (Freeman et coll., 1997).
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Il reste & déterminer si la diminution du courant I, est la cause ou la conséquence du
SQTL congénital des chiens atteints. Une hypothése formulée est que pendant son
développement, le systéme nerveux autonome a influencé I’expression génétique des canaux I,
dans le myocarde. La mise en évidence du rdle des interactions cellulaires entre le systéme
nerveux autonome et les myocytes ventriculaires dans 1’expression des courants I, permettrait

de mieux appréhender les relations entre le déséquilibre de I’innervation sympathique et
I’apparition des arythmies ventriculaires observées chez des patients atteints du SQTL
congénital. Par contre, & notre connaissance, il n’a pas encore ét€¢ décrit de SQTL cqngénital
consécutif a une altération du courant Ito. De ce fait, cette race de chien ne peut constituer un
modele expérimental in vivo de TdP. Cependant, elle constitue un élément précieux dans la

recherche des mécanismes physiopathologiques des altérations congénitales de la repolarisation.

VI- MODELES EXPERIMENTAUX DE TORSADE DE POINTES ET EVALUATION DE LA
POTENTIALITE ARYTHMOGENE:

L’¢évaluation du risque proarythmique relatif  ’'usage des médicaments nécessite la mise
au point de modeles expérimentaux fiables, reproductibles et adéquats aux propriétés
électrophysiologiques des cellules cardiaques humaines.

Actuellement, un certain nombre de modeles expérimentaux ont ét€ proposés pour
I’évaluation de la potentialité¢ arythmogene des médicaments. Les modeles élaborés réunissent
dans un contexte expérimental et le plus fidelement possible, les conditions connues pour
favoriser 'apparition des TdP ou des anomalies de la repolarisation a type d’EAD. Ces modeles
sont soit réalisés in vitro sur des préparations multicellulaires ou sur des myocytes cardiaques
(chien, cobaye, lapin ou rat) ou encore sur des canaux clonés, soit in vivo chez le chien ou le

lapin.
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1) Modgles pharmacologiques in vitro:

La potentialité arythmogene d’un médicament, en particulier ce qui concerne le
développement de TdP, peut étre en partie estimée par la mise en évidence de ses effets sur
I’électrogénése cardiaque et de sa capacité a induire in vitro des EAD et des activités rythmiques
soutenues sur des myocytes isolés ou des préparations multicellulaires. Son évaluation
s’effectue dans des conditions normales et dans des situations reconnues pour favoriser
Iinitiation des EAD et des TdP, c’est-a-dire la stimulation a basse fréquence, I'hypokaliémie et
I'nypomagnésémie.

Les modeles expérimentaux réalisés sur coeur isolé et perfusé ont été élaborés dans le
but de pouvoir étudier la capacité d’un médicament 2 retarder la repolarisation ventriculaire, a
augmenter la dispersion de la repolarisation ventriculaire et a provoquer des Torsades de
Pointes. Cependant, le faible nombre de modeles développés a ce jour souligne la difficulté de
mettre en place un modele de coeur isolé reproductible et fiable. Les seuls modeles existants
sont réalisés chez le cobziye (Sean et coll., 1995) et le lapin (Asano et coll., 1997; Zabel et coll.,
1997; Eckardt et coll., 1998b).

Dans tous les modeles, la bradycardie est provoquée par ablation du noeud
auriculoventriculaire (AV). Le rythme idioventriculaire est alors voisin de 30 battements par
minute. Les études sont réalisées en situation d’hypokaliémie (de 1.5 a 3 mM) et
d’hypomagnésémie (inférieure a 0.5 mM), en présence de composés capables d’allonger la
repolarisation comme le E-4031 (Asano et coll., 1997) ou le clofilium (Eckardt et coll., 1998b)
ou en présence de médicaments antiarythmiques comme la quinidine (Asano et coll., 1997) ou
le sotalol (Zabel et coll., 1997; Eckardt et coll., 1998b). Ce type de modele a permis de
confirmer la potentialité arythmogene de I’érythromycine (Eckardt et coll., 1998b) démontrée in
vitro sur des préparations multicellulaires (suite du paragraphe) (Antzelevitch et coll., 1996).
Les modifications de 1’électrogénése cardiaque sont évaluées a partir de I’enregistrement de
’ECG de surface et des potentiels d’action monophasiques (PAM). Ceux-ci sont enregistrés, a

'aide de cathéter-électrodes, a I’épicarde ou a I’endocarde et représentent la somme des
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potentiels d’action des cellules sous-jacentes. Les déflections secondaires apparaissant sur les
PAM sont considérées comme le reflet des EAD se développant dans les cellules sous-jacentes.
La validité des résultats est estimée par la capacité¢ de la superfusion de magnésium (8 mM)
(Eckardt et coll., 1998b) ou de la stimulation cardiaque & fréquence rapide (Zabel et coll., 1997;
Eckardt et coll., 1998b) & supprimer les EAD sur les PAM et les tachycardies ventriculaires
(TV) apparaissant sur ’ECG. Celles-ci présentent le plus souvent des caractéristiques
communes aux Torsades de Pointes observées en clinique, c’est-a-dire 1’alternance de cycles
longs et de cycle courts précédant une TV de type polymorphe avec rotation périodique des
complexes QRS autour de I’axe isoélectrique.

Cependant, il est plus difficile d’induire des TV sur coeur isolé en comparaison avec les
modeles in vivo (Vos et coll,, 1995) (voir paragraphe suivant). Cette particularit€¢ peut
s’expliquer par I’absence d’innervation du coeur par le systtme nerveux autonome. Dans la
plupart des cas, les concentrations des composés utilisés sont relativement élevées (Zabel et
coll., 1997; Eckardt et coll., 1998b) et I’hypokaliémie trés marquée (Zabel et coll., 1997,
Eckardt et coll., 1998b). Par ailleurs, le rythme idioventriculaire est parfois trés lent (inférieur a
30 battements par minute) (Asano et coll., 1997) et de ce fait, peu représentatif des situations

cliniques.

La plupart des études réalisées sur des préparations multicellulaires utilisent les fibres de
Purkinje de lapin (Carmeliet et coll., 1985; Adamantidis et coll.,, 1993, 1994, 1995; Neto et
coll., 1997) ou de chien (Coulombe et coll., 1985; Nattel et Quantz, 1988; Blair et coll., 1989;
Gallagher et coll., 1989; Gwilt et coll., 1990; Rubart et coll., 1993). Elles sont également
entreprises sur des lambeaux de myocarde ventriculaire ou des myocytes de lapin (Carmeliet,
1985, 1992; Neto, 1993; Adamantidis et coll., 1994), de chien (Gwilt et coll., 1990) ou de
cobaye (Tande et coll., 1990; Escande et coll. 1992; Kii et Ito, 1997). La stimulation a basse
fréquence (inférieures a 0.5 Hz) est uh caractére commun aux études réalisées in vitro. Son
influence sur le développement des EAD a bien été démontré dans des fibres de Purkinje de

chien, en présence de composés capables de bloquer un ou plusieurs courant(s) potassique(s)
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comme le césium (Brachmann et coll., 1983; Davidenko et Rosen, 1984), en présence de
médicaments antiarythmiques comme la quinidine (Roden et Hoffman, 1985) ou non
cardiotropes comme 1’érythromycine (Rubart et coll., 1993). En outre, le ralentissement de la
fréquence de stimulation, la diminution de la concentration extracellulaire en potassium [K]e (de
2 a3.5 versus 1 mM) (Damiano et Rosen, 1984, Coulombe et coll., 1985) et/ou en magnésium
[Mgle (de 0.1 a 0.5 versus 1 mM) (Roden et Hoffman, 1985; Nattel et Quantz, 1988)
constituent des manoeuvres efficaces, favorisant le développement des EAD en potentialisant les
effets d’allongement de la repolarisation.

L’implication des courants calciques dans 1’apparition des EAD est mise en évidence par
la capacité des antagonistes calciques (Roden et Hoffman, 1985; Nattel et Quantz, 1988) et,
dans une certaine mesure, de 1’augmentation de [Mgle (de 1 2 5 mM) (Davidenko et coll., 1989;
Borgat et coll., 1992) a supprimer les EAD. De la méme fagon, de faibles concentrations de
bloqueurs des canaux sodiques, comme la tétrodotoxine, sont le plus souvent utilisées pour
démontrer la participation de ces canaux dans I’initiation des EAD (Brachmann et coll., 1983;
Coulombe et coll., 1985; Roden et Hoffman, 1985; Nattel et Quantz, 1988).

Les cellules M, particulierement sensibles aux effets d’allongement de la repolarisation,
sont parfois utilisées comme modele d’évaluation in vitro de la potentialit¢ arythmogene des
médicaments. Les études expérimentales sont alors réalisées sur des coupes transversales de la
paroi libre du ventricule gauche (Sicouri et Antzelevitch, 1993; Antzelevitch et coll., 1996), le
plus souvent chez le chien ou elles ont ét¢ découvertes. Leur existence a également été
démontrée in vitro chez le chien (Sicouri et Antzelevitch, 1991; Balati et coll., 1998), I’homme
(Drouin et coll., 1995), le cobaye (Sicouri et coll., 1996) et le lapin (Weirich et coll., 1996).
L’utilisation des coupes transversales de la paroi ventriculaire permet d’avoir une estimation de
la dispersion de la repolarisation transmurale, impliquée dans la perpétuation des TdP (Habbab
et El-Sherif, 1990). Cependant, bien que les forts gradients de dispersion de la repolarisation
transmurale soient démontrés sur ces préparations multicellulaires, ils ne sont pas retrouvés in
vivo (El-Sherif, 1996). Bien plus, les études cliniques ne rapportent pas de gradient biphasique
de la repolarisation ventriculaire transmurale qui suggererait la présence de cellules M in vivo

(Nébauer, 1998).
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Cependant, les préparations multicellulaires les plus largement utilisées restent les fibres
de Purkinje qui sont des préparations facilement accessibles, dans lesquelles I’allongement de la
repolarisation des potentiels d’action est beaucoup plus important que dans le myocarde
ventriculaire et permet plus facilement I’apparition d’EAD (Carmeliet, 1985; El-Sherif et coll.,
1988; Nattel et Quantz, 1988). Bien siir, la potentialité arythmogeéne d’un composé ne peut
raisonnablement étre estimée sur sa seule capacité a retarder la repolarisation cellulaire et a
induire des EAD et des activités rythmiques soutenues dans une seule espéce animale. Etant
donné la grande hétérogénéité de la durée des potentiels d’action, les études sont généralement

€largies a différents tissus ou espéces animales (Janse et coll., 1998).

Les différences de densité des canaux ioniques contribuant a la repolarisation cellulaire
entre les espéces animales et au sein d’une méme espece animale, entre les tissus, peuvent étre
mises a profit afin d’étudier plus sélectivement les effets d’un composé sur une population de

canaux ioniques.
Ainsi, le courant potassique voltage-dépendant transitoire sortant I, est le principal

courant responsable de la repolarisation des potentiels d’action des myocytes ventriculaires de
rat (Josephson et coll., 1984) alors qu’il est absent chez le cobaye. De ce fait, une étude réalisée

sur des préparations multicellulaires ou des myocytes isolés de ventricule de cobaye permet de

s’affranchir de I’influence du courant L, sur la repolarisation. De la méme fagon, I’amplitude du
courant I est plus importante a 1’étage atrial qu’a I’étage ventriculaire. Les deux composantes

I, et I, sont bien représentées dans les myocytes auriculaires humains (Escande et coll.,

1987) et de lapin (Giles et Imaizumi, 1988). Elles sont d’amplitude plus modeste dans les
cellules ventriculaires de chien (Tseng et Hoffman, 1989), de lapin (Giles et Imaizumi, 1988,
Hiraoka et Kawano, 1989; Zygmunt et Gibbons, 1991) de chat (Furukawa et coll., 1990) et les

cellules ventriculaires humaines (Li et coll.,, 1996b). Par ailleurs, au sein de la paroi

ventriculaire, le courant I, est plus important & ’épicarde qu’a I’endocarde (Litovsky et

Antzelevitch, 1988; Fedida et Giles, 1991; Li et coll., 1998). Les deux composantes I, ; et I,
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représentent un large courant dans les fibres de Purkinje de veau (Siegelbaum et Tsien, 1980),

de mouton (Carmeliet et Corabaoeuf, 1982) et de lapin (Sipido et coll., 1993).

Le courant rectifiant retardé I est également sujet & de grandes variations interespéces.

Les deux composantes Iy, et Ix, sont bien représentées dans les myocytes ventriculaires de
cobaye (Sanguinetti et Jurkiewicz, 1990) et de chien (Gintant, 1996). Elles sont d’amplitude

moindre dans les cellules ventriculaires humaines ol par ailleurs, le courant Iy . est absent

(Konarzewska et coll., 1995; Li et coll.,, 1996b). Par contre, le courant I, est de faible

amplitude dans les myocytes ventriculaires de lapin (Salata et coll., 1996) et est absent chez le

chat (Follmer et Colatsky, 1990; Furukawa et coll., 1992). Les deux composantes du courant

I sont absentes dans les myocytes ventriculaires de rat (Tande et coll., 1990). L’amplitude du

courant I est beaucoup plus faible dans les myocytes auriculaires que dans les myocytes

ventriculaires (Wang et coll., 1994, Nygren et coll., 1998). En revanche, il est trés important

dans les fibres de Purkinje de nombreuses espéces (Carmeliet, 1985; Gintant, 1985; Scamp et
Carmeliet, 1989). Enfin, le courant rectifiant retardé Iy, est important dans les myocytes

ventriculaires de lapin (Kameyama et coll., 1983; Shimoni et coll., 1991; Varro et coll., 1991),
de cobaye (Hume et Uehara, 1985; Kurachi, 1985; Ishihara et coll., 1989; Jurkiewicz et
Sanguinetti, 1996) et de rat (McLarnon et Xu, 1995), dans les myocytes ventriculaires humains
(Konarzewska et coll., 1995) et les fibres de Purkinje (Noma et coll., 1984). Il est de plus
faible amplitude a I’étage atrial (Heidbiichel et coll., 1990; Wu et coll., 1991).

Depuis I’avancée des techniques de potentiel imposé et de biologie moléculaire, de
nombreuses études sont réalisées sur des canaux ioniques natifs ou sur des canaux clonés et
réexprimés dans des systémes d’expression comme les ovocytes de Xénope. Un grand nombre
de génes codant pour des SU de différents types de canaux potassiques ont été clonés. Ils
proviennent de tissus (cerveau ou coeur) et d’espéces animales différents comme la drosophile,

le rat, la souris ou I’homme (Priori et coll., 1999). Les SU codées par ces génes sont divisées
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en familles en fonction de leur structure et de leur fonction: la famille des canaux voltage-
dépendants, la famille des courants rectifiants dans le sens entrant et la famille des courants dits
« de fond » (« background channels »). Cependant, I’identification des courants générés par
les canaux clonés aux courants natifs est délicate en raison de la grande diversité de structure
des canaux potassiques.

L’utilisation des genes clonés permet d’étudier directement les effets d’un composé sur
un type de canal ionique. Cependant, ’extrapolation des résultats obtenus dans ce type de
modele présente certaines limites: les ovocytes de Xénope possédent des protéines canalaires
endogenes et des charges a la surface de la membrane cellulaire, qui sont susceptibles de
modifier le comportement du canal cloné, et qui sont différentes de celles des myocytes natifs.
Bien plus, les ovocytes de Xénope ne possédent pas I’ensemble des mécanismes indispensables
a la maturation des protéines, ni les systétmes de régulation intracellulaire, ce qui altere les
propriétés des canaux clonés. En outre, les études réalisées dans ces modeles se font a des
températures relativement basses, souvent la température ambiante, ce qui ralentit les cinétiques
des canaux ioniques. Enfin, I’extrapolation des résultats obtenus dans ce type de mode¢le, a la
cellule cardiaque entiere est difficile surtout lorsqu’un médicament exerce des effets multiples

sur différents types de canaux ioniques cardiaques.

2) - Les modeles expérimentaux pharmacologiques in vivo:

Il existe peu de modeles expérimentaux in vivo pour I’évaluation de la potentialité
arythmogeéne des médicaments. Les modeles existants sont réalisés chez le chien vigile
(Weissenbuger et coll., 1991) ou anesthésié (Vos et coll., 1995; Verduyn et coll., 1997a, b) ou
chez le lapin vigile ou anesthésié (Carlsson et coll., 1990; 1993; Buchanan, 1993).

Dans ce type de modele, la potentialité arythmogéne d’un médicament est basée sur sa
capacité a induire des EAD sur des PAM enregistrés & I’épicarde et/ou a I’endocarde, a allonger
I'intervalle QT et a provoquer des TV de type polymorphe sur I'ECG de surface enregistré

simultanément.
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Des études déja anciennes réalisées chez le chien anesthésié en présence de césium
(Lévine et coll., 1985) ou d’ AP-A (El-Sherif et coll., 1988) ont montré I’étroite relation existant
entre I’apparition des EAD sur des PAM a I’épicarde et & I’endocarde, et le développement
d’extrasystoles ventriculaires sur I’'ECG (Lévine et coll., 1985) (Figure 19). Elles ont fourni
des arguments supplémentaires en faveur de la propagation dans le myocarde ventriculaire des
EAD initiées dans les fibres de Purkinje et de leur rdle dans 1’apparition d’une onde U
proéminente pouvant donner naissance a des extrasystoles ventriculaires et des Torsades de
Pointes (TdP) (El-Sherif, 1988) (Figure 20).

Chez le chien, une bradycardie peut €tre obtenue par stimulation vagale (Lévine et coll.,
1985), par écrasement du noeud sinusal (Ben-David et Zipes, 1990) ou par fulguration du
noeud AV (Brachmann et coll., 1983). Le plus souvent, elles est induite par un bloc AV
complet consécutivement a l’injection de formaldéhyde dans le noeud AV (Weissenburger et
coll,, 1991; Vos et coll., 1995; Verduyn et coll., 1997). Une hypokaliémie peut étre surajoutée
par I’administration chronique de fortes doses de diurétiques comme le furosémide et
I'hydrochlorothiazide pendant plusieurs semaines chez le chien (Weissenburger et coll., 1991).
Cependant, I’hypokaliémie peut induire a elle seule une insuffisance rénale et de ce fait,
augmenter les taux plasmatiques des composés éliminés par le rein.

Dans ces modeles, un allongement bradycardie-dépendant de Pintervalle QT et des
tachycardies ventriculaires de type polymorphe, présentant des caractéristiques communes aux
TdP ont été observées chez le chien en présence de quinidine (Weissenburger et coll., 1991), de
sotalol (Vos et coll., 1995; Verduyn et coll., 1997a) ou d’almokalant (Verduyn et coll., 1997a).
Il faut souligner la faible incidence (12 % des essais) des TdP spontanées induites par le sotalol
(Figure 21A) et favorisées voire induites par une stimulation électrique programmée a I’épicarde
(Figure 21B) (Verduyn et coll., 1997a). Celle-ci favorise la dispersion de la repolarisation
ventriculaire en reproduisant les changements brusques de la fréquenpe cardiaque, c’est-a-dire
Ialternance de cycles longs et de cycles courts et I’apparition d’extrasystoles, caractérisant les

séquences qui précedent les TdP d’origine acquise observées en clinique.
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D’apres Levine et coll., 1985

Figure 19: Exemple représentatif de salves de tachycardies ventriculaires
(TV) non soutenues apres administration intraveineuse de césium chez le
chien. Electrocardiogramme de surface (ECG), potentiels d’action
monophasiques enregistrés a I’épicarde (EPI) et a I’endocarde (ENDO).
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Figure 20: Enregistrements simultanés de potentiels d’action monophasiques
(PAM) et transmembranaires (PAT) a I’épicarde et a Pendocarde et de
I’électrocardiogramme de surface (ECG) apreés administration intraveineuse
d’anthopleurine-A chez le chien anesthésié. (fleche) EAD; (*) onde U.
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Figure 21: (A) Enregistrement d’EAD (*) sur des potentiels d’action
monophasiques (PAM) simultanés au développement d’extrasystoles spontanées
(A) et d’épisodes de Torsades de Pointes (TdP) sur PECG (voies I, II et III),
induites par stimulations (S) électriques (B) aprés injection de d-sotalol chez le
chien anesthésié en bloc auriculoventriculaire.

85



Chez le lapin, les TV et les TdP ne sont apparues que sous stimulation o,-adrénergique

associé a un agent antiarythmique de classe III comme le clofilium (Figure 22), le sématilide,
I’ampérozide (Carlsson et coll., 1990), I'ibutilide et le sotalol a fortes doses, le dofétilide
(Buchanan et coll., 1993), et I’almokalant (Carlsson et coll., 1993).

La stimulation cardiaque a fréquence rapide, 1’administration intraveineuse de
tétrodotoxine ou de magnésium diminuent ’incidence des EAD et/ou les acceés de TV et de TdP
chez le chien (Brachmann et coll, 1983; Levine et coll., 1985; Bailie et coll.,, 1991
Weissenburger et coll.,, 1991; Vos et coll.,, 1995; Verduyn et coll., 1997a, b) et le lapin
(Carlsson et coll., 1990, 1993).

Ainsi, des TdP peuvent étre obtenues in vivo sur des animaux conscients ou
anesthésiés. Cependant, chez le chien vigile dont I’activité neurovégétative est préservée, le
stress de ’animal, et donc I’influence des catécholamines endogénes, peut conduire a de
grandes variations dans la reproductivité¢ des TV. L’administration de doses élevées (mais non
toxiques) de médicaments n’est pas toujours bien tolérée (vomissements), ce qui rend difficile
I’application de larges gammes de doses. D’autre part, ’utilisation de 1’alphachloralose chez le
lapin provoque une hypokaliémie ([K]e inférieure 2 3 mM) et, de ce fait, ne permet pas une

étude en situation de normokaliémie. Bien plus, les TdP n’apparaissent chez le lapin que sous

stimulation o;-adrénergique qui n’est pas sans rappeler le mode de déclenchement des Torsades

de Pointes chez des patients atteints du syndrome du QT long congénital. Par ailleurs, la

potentialité arythmogene des médicaments pourrait étre surestimée en raison de la forte densité

des récepteurs oll-adrénergiques dans cette espéce animale en comparaison avec I’homme.
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Torsade de Pointes

D’aprés Carlsson et coll., 1990

Figure 22: Enregistrement d’un électrocardiogramme présentant une onde
T proéminente (A), des extrasystoles ventriculaires (B) et une Torsade de

Pointes (C) aprés administration intraveineuse de clofilium en présence de
méthoxamine chez le lapin anesthésié.
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En résumé, la mise en place d’un modele expérimental animal fiable et adéquat aux
propriétés électrophysiologiques des cellules cardiaques humaines reste un probléme majeur
(Eckardt et coll., 1998a). La complexité de certains protocoles mis en place souligne la difficulté
de déclencher des TdP avec une incidence satisfaisante. Les Torsades de Pointes apparaissent
dans un contexte réunissant un grand nombre de facteurs, trés difficiles voire impossibles a
reproduire simultanément dans un modele expérimental. Les modeles pharmacologiques
développés sont limités par I’incompatibilité¢ de certains résultats avec les caractéristiques
cliniques des TdP et par la difficulté d’établir un lien direct de cause a effet entre les conditions
expérimentales, les événements cellulaires (EAD) et subcellulaires (effets sur les canaux

ioniques) et/ou I’apparition de TdP.
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Nos travaux de recherche se sont inscrits dans le cadre de I’évaluation des effets
proarythmiques de médicaments non cardiotropes en développement ou suspectés de favoriser
des troubles du rythme ventriculaires, en utilisant le recueil in vitro des potentiels d’action
transmembranaires de fibres de Purkinje de lapin. Dans cette espéce animale, les fibres de
Purkinje se sont révélées particuliérement sensibles a la détection des modifications de I’activité
électrique cellulaire cardiaque, avec une bonne corrélation entre les modifications des parameétres
des potentiels d’action et les arythmies observées chez I’homme, sur ’ECG. Cependant, il est
apparu que les paramétres du potentiel d’action habituellement relevés ne tenaient pas compte de
certaines modifications du profil des potentiels d’action et plus particulicrement de la
morphologie de la phase initiale de repolarisation.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons étudié les répercussions de la
diminution de différents courants ioniques sur le profil des potentiels d’action
transmembranaires de fibres de Purkinje de lapin, enregistrés par microélectrode de verre.

Dans une seconde partie, nous avons évalué les effets électrophysiologiques et la
potentialité arythmogeéne de médicaments non cardiotropes, appartenant a des familles
thérapeutiques différentes, associés en clinique a un allongement de la repolarisation
ventriculaire et/ou a I’apparition de graves troubles du rythme cardiaque.

Dans la derniére partie de ce travail, nous avons étudié les cinétiques d’installation et de
retrait des effets d’allongement de la repolarisation exercé par un médicament, dont I’utilisation

est associée au développement de Torsades de Pointes.
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Résultats

Nous avons pensé qu’il était important pour des études de premiere intention de disposer
d’une préparation sensible disposant des canaux ioniques correspondant & ceux qui contribuent
a la repolarisation des cellules cardiaques humaines. Cependant, les paramétres habituellement
mesurés ne rendent pas compte des modifications du profil, en particulier de la morphologie du
« spike-and-dome » des potentiels d’action. Les travaux réalisés antérieurement ont souligné
la pertinence des résultats obtenus sur les fibres de Purkinje de lapin (Adamantidis et coll.,
1993, 1995). Afin de faciliter les études de type explicatif, nous avons entrepris (i) d’évaluer les
répercussions de la diminution de courants ioniques entrants ou sortants sur le profil des
potentiels d’action de fibres de Purkinje de lapin, (ii) d’appliquer les apports de nos
observations a I’étude des effets électrophysiologiques de quelques médicaments appartenant a
des familles thérapeutiques différentes et qui ont été associés a un allongement de I’intervalle QT
ou a la survenue de trouble du rythme a type de Torsades de Pointes. Il s’agit du cisapride, un
médicament prokinétique, du diphémanil, un médicament anticholinergique, et de la
sparfloxacine, un agent antibiotique de la famille des fluoroquinolones. L’étude a tenu compte,
dans un premier temps, des paramétres habituellement mesurés dont les résultats ont fait 1’objet
de publications présentées ci-aprés. Dans un second temps, ’étude a été complétée par

I’évaluation des modifications du profil du « spike-and-dome ».
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I - LES REPERCUSSIONS DE LA DIMINUTION DE COURANTS IONIQUES
SUR LE PROFIL DES POTENTIELS D’ACTION DE FIBRES DE PURKINJE
DE LAPIN. SONT-ELLES PREDICTIVES D’UNE POTENTIALITE
ARYTHMOGENE ?

Articlen®l:  Dumotier BM, Adamantidis MM, Puisieux FL, Bastidle MM, Dupuis BA.
Repercussions of pharmacologic reduction in ionic currents on action potential
profile recorded from rabbit Purkinje fibers: are they indicative of
arrhythmogenic potential ?

Drug Dev Res 1999; 46: sous-presse.

Les travaux de recherche réalisés sur des fibres de Purkinje de lapin ont montré que les
altérations du profil des potentiels d’action pouvaient étre reliées a la modification de certains
courants ioniques. Cependant, il existe peu de données concernant les conséquences du blocage
sélectif des courants ioniques sur la repolarisation et particulierement sur le caractéristique
« spike-and-dome » des potentiels d’action des fibres de Purkinje. Nous avons donc entrepris
d’étudier les répercussions d’une diminution des courants entrants ou sortants sur la
repolarisation des potentiels d’action de fibres de Purkinje de lapin et d’en évaluer la prédictivité

en terme de potentialité arythmogene.
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Repercussions of Pharmacologic Reduction in lonic
Currents on Action Potential Configuration in Rabbit
Purkinje Fibers: Are They Indicative of
Proarrhythmic Potential?
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Michéle M. Bastide, and Bernard A. Dupuis
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ABSTRACT  The evaluation of the cardiac safety of newly developed drugs by electrophysiological studies

are today mandatory in several countries. A number of experimental models performed either on multicellular
preparations or on native or cloned ionic channels have been used but the predictivity of the results remains a
matter of debate, particularly if a drug exerts mixed ionic channel-blocking effects. The present study was
designed to scrutinize the repercussions of selectively decreasing the main ionic currents which play a role in
the repolarization process. Using conventional microelectrodes, action potentials were recorded from rabbit
Purkinje fibers stimulated at 1 Hz and 0.2 Hz and exposed to a broad range of cumulative and increasing
concentrations. The compounds used were 1) potassium channel blockers (4-aminopyridine, dofetilide, terikalant,
and indapamide), 2) chloride current blocker (4,4’-diisothiocyanatostilbene-2,2’-disulfonic acid), and 3) cal-
cium channel antagonists (nifedipine, verapamil, and cadmium). It appears from our results that the modifica-
tions observed in the repolarization phase and in the spike-and-dome aspect showed that the antagonists
evaluated were not as specific as one would expected and that they affected action potential profiles as a result
of additional nonspecific effects which may influence the incidence of proarrhythmic events. In conclusion, we
propose the use of rabbit Purkinje fibers as an in vitro model adequate for the evaluation of the cardiac safety

9 / of newly developed drugs. Drug Dev. Res. 46:000-000, 199§.

© 199§ Wiley-Liss, Inc.
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INTRODUCTION

It is now well recognized that both cardiac and non-
cardiac drugs may promote arrhythmias [Kerin and
Somberg, 1994]. Such arrhythmogenic effects can be
clinically manifested as an increased rate in ventricular
premature complexes and/or cause life-threatening ven-
tricular tachycardias, such as the polymorphic ventricu-
lar tachycardia so-called torsade de pointes (TdPs). The
proarrhythmic potential of antiarrhythmic drugs has been
dawning on the clinical studies Cardiac Arrhythmia Sup-
pression Trial Investigators [CAST, 1989] and SWORD
[Waldo et al., 1996] with class I and class III antiarrhyth-
mic drugs (according to the classification of Vaughan-
Williams [1975)), respectively. Thus, it might be expected

© 199# Wiley-Liss, Inc.

from sodium channel blocking effects that a decrease in
conduction velocity may promote reentry, and from pro-
longed repolarization, abnormal impulse formation, e.g.,
afterdepolarizations and/or triggered activity.

Recent animal studies have demonstrated that an
increasing number of noncardiac drugs have been asso-
ciated with acquired long QT syndrome and TdPs and
that they are able to alter action potential (AP) configura-
tion by blocking cardiac ionic channels [for review, see

*Correspondence to: M.M. Adamantidis, Laboratoire de
Pharmacologie, Faculté de Médecine Henri Warembourg, Pole Re-
cherche, 1 place de Verdun, F59045 Lille Cedex, France.
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Eckardt et al., 1998]. Their effects on ionic currents were
even found equipotent to those exerted by highly selec-
tive potassium channel blockers. For example, the anti-
histamine agent terfenadine [Salata et al., 1995], the
gastrointestinal prokinetic agent cisapride [Drolet et al.,
1998], and the antipsychotic agent sertindole [Rampe et
al., 1998] have been reported to block the rapid compo-
nent of the delayed rectifier current with an I1Cy, value
similar to that of dofetilide. However, in most of cases
these noncardiac drugs were also found to exert addi-
tional blocking effects on other cardiac ionic channels;
for instance, the antihistamine terfenadine was demon-
strated to decrease the inward sodium and calcium cur-
rents at concentrations that also block the delayed rectifier
current [Ming and Nordin, 1995].

All these observations have contributed to the
awareness that drugs other than antiarrhythmics can
cause unexpectedly life-threatening arrhythmias and
prompted the Agencies of Drug Registration to recom-
mend the evaluation of cardiac safety and tolerability for
the newly developed drugs by electrophysiological stud-
ies, which are today mandatory in several countries.

Numerous experimental models have been pro-
posed to evaluate the proarrhythmic risk [for review, see
Eckardt et al., 1998] but the predictivity of the results
remains a matter of debate. Because of the discovery of a
number of human cardiac K* currents and of the cloning
of their related genes [Wang et al., 1993; Sanguinetti et
al., 1995; Wible et al., 1995], it is tempting to investigate
the electrophysiologic effects of newly developed drugs
by screening their effects either on cloned human chan-
nels [Rampe et al., 1993, 1998] or on the main voltage-
dependent ionic channels in various animal species.
However, if a drug exerts mixed ionic channel blocking
effects, the resulting alterations on cardiac electrogen-
esis will depend on the respective influence on each ionic
channel and on the overlap between active concentra-
tion ranges.

We have used APs recorded from rabbit Purkinje
fibers to study the effects of several noncardiac drugs that
have been associated with QT interval prolongation and
TdPs in patients [Adamantidis et al., 1993, 1994, 1995,
1998a,b; Puisieux et al., 1996] and we have emphasized,
in all cases, the clinical relevance of our results. In addi-
tion, we have shown that these drugs could evoke early
afterdepolarizations (EADs), which are considered the
cellular events initiating TdPs [Eckardt et al., 1998] and
exert either typical Class III antiarrhythmic effects
[Adamantidis et al., 1994, 1996, 1998a,b] or mixed Class
I1I-Class I antiarrhythmic effects [Adamantidis et al.,
1993, 1994, 1995].

Therefore, we feel that rabbit Purkinje fibers can
be useful as an in vitro model for the evaluation of drug
proarrhythmic potential which can be further explained

at the channel level using the patch clamp technique.
However, from our experience it seems that the classi-
cally measured AP parameters did not take into account
some of the modifications in AP configuration, particu-
larly in the characteristic “spike-and-dome” aspect.
Whether these alterations may lead per se to arrhythmo-
genic potential or simply contribute to risk factors was
not well defined and required further investigation. Thus,
the present study was designed to scrutinize the reper-
cussions of selectively decreasing the main ionic currents
which play a role in the AP profile. It appears that the
antagonists evaluated were not as specific as one would
expect, and that they unexpectedly affected AP profile as
aresult of additional nonspecific effects. We thought that
this information may be helpful in the evaluation of the
cardiac safety of newly developed drugs.

METHODS

New Zealand white rabbits of either sex (1.5-2.0
kg) were anesthetized with chloral hydrate (250 mg per
kg) and exsanguinated. The heart was quickly excised and
placed in Tyrode’s solution with the following composi-
tion (in mM): NaCl, 108.2; KCl, 27.0; CaCl,, 1.8; MgCl,,
1.0; NaH,PO,, 1.8; NaHCO;, 25; and glucose, 55; pH
7.35%0.05. This solution was bubbled continuously with
95% O,, 5% CO,, and warmed to 34 # 2°C. Running
Purkinje fibers with ventricular muscle attached to both
extremities were dissected carefully from the left ven-
tricle, mounted in a 2.5 ml tissue bath perfused at 2.5 ml/
min, and kept at 36+ 0.5°C. The superfusate was changed
to normal Tyrode’s solution, which differed from the
above Tyrode’s solution by a lower concentration of KCl
(from 27 to 4 mM) and glucose (from 55 to 11 mM). Once
the resting membrane potential repolarized towards —80
mV, electrical stimulation at the frequency of 2 Hz was
initiated by using 1 msec duration square wave stimuli
at 1.5 times diastolic threshold amperage delivered by a
JSI 0198 stimulator through a Teflon-coated bipolar steel
wire electrode. After 30 min, the frequency was reduced
to 1 Hz for at least 120 min stabilization.

Action potentials (AP) were recorded intracellularly
with a glass microelectrode (15-25 megaohm resistance)
filled with 3 M KCI connected to a high-input imped-
ance neutralizing amplifier (model 750, WPI, New Ha-
ven, USA). They were displayed on a digital oscilloscope
(DSO 1602, Gould, Valley View, OH, USA), analyzed by
means of a high resolution data acquisition system
(DATAPAC, Bio-Logic, Claix, France), and stored on a
digital magnetic tape recorder (DTR 1201, Bio-Logic,
Claix, France), which, after each experiment, allowed
display on paper recordings (TA 240, Gould) of AP pro-
files and the occurrence and development of electrical
abnormalities.

The basal stimulation rate was 1 Hz. The drug was
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added to the bathing solution in increasing cumulative
concentrations, each being superfused for 30 min. In
control conditions and during drug superfusion, the
stimulation rate was decreased from 1 to 0.2 Hz for 2
min, between the 20th and the 22nd min, and then re-
turned to 1 Hz. This maneuver was performed to favor
the occurrence of bradycardia-dependent abnormalities
in the repolarization phase such as EADs. Electrophysi-
ological measurements were made just before the chang-
ing stimulation frequency and switching to the next
concentration.

Data Measurements and Compounds

All animal studies were conducted with the approval
of the Ministere de LAgriculture et de La Foret (Certifi-
cate 01362). Figure 1 illustrates the characteristic “spike-
and-dome” aspect of APs recorded from rabbit cardiac
Purkinje fiber and the measured AP parameters: resting
membrane potential (RMP), amplitude (APA), overshoot
(OS), maximal upstroke velocity (Vmax), amplitude of the
phase 1 (P1A), and AP duration at 50% and 90% repolar-
ization (APDs, and APDy,, respectively). In addition, Fig-
ure 1 indicates the main voltage-dependent ionic currents
involved in different phases of AP: the fast inward Na*
current Iy, the slow inward Ca®* current Iy, the tran-
sient outward K* current I,,, the delayed rectifier K*
current I, and the inward rectifier K* current Ix,.

We used 1) 4-aminopyridine (4-AP) to predomi-
nantly block I, the calcium-independent component of
I,; 2) DIDS (4,4’-diisothiocyanatostilbene-2,2’-disulfonic
acid) to block I, the 4-AP-insensitive, calcium-depen-
dent component of I,,—DIDS is predominantly an an-

predominant currents
during repolarization
phase:

“spike-and-dome”
configuration

lto
omV -
lca(L)
APA Ik
k1
RMP L. —-]( APD90
Fig. 1. Measurements of action potential (AP) parameters recorded in

rabbit Purkinje fiber: resting membrane potential (RMP), amplitude (APA),
overshoot (OS), amplitude of the early phase of repolarization termed
phase 1 (P1A), and AP duration at 50% (APDs,) and at 90% (APDgjo) of
repolarization. Iy,, fast inward sodium current; Icaq, slow inward cal-
cium current; |, transient outward potassium current; I, delayed recti-
fier potassium current; lg;, inward rectifier potassium current.

ion transport blocker which also blocks P2 purinergic
receptors [Soltoff et al., 1993], these being not activated
in our physiologic experimental conditions; 3) dofetilide
to selectively block I,, the rapidly-activating component
of Ig; 4) terikalant as mixed blocker of Ix, and I, with
some nonspecific effects on I,, and Iy, [MacLarnon and
Xu, 1995]; 5) indapamide, as blocker of I, the slowly-
activating component of I, which also blocks I,, and Iy,
[Lu et al., 1998]; and 6) nifedipine, cadmium, and
verapamil to block I, ), each exerting additional effects
on other ionic conductances.

In some cases, the drug-induced prolongation be-
came so important that the preparation no longer re-
sponded to each 1 Hz stimulus. Therefore, to keep this
drastic effect out of the final results, APD5, and APDy,
values were estimated to 800 and 1,000 ms duration, re-
spectively. When the fiber no longer responded to 0.2
Hz stimuli, APD5, and APD,, values were estimated to
4,000 and 5,000 ms duration, respectively. As illustrated
in Figure 2, single EAD appeared as secondary depolar-
izations that interrupt or delay AP repolarization. It de-
veloped either at the end of AP plateau (so-called
plateau-end EAD in Fig. 2a) or during the final repolar-
ization (Fig. 2b). Less than six successive EADs were
named multiple EADs (Fig. 2c) and more than six EADs
was defined as sustained rhythmic activity (Fig. 2d).

4-Aminopyridine, DIDS (4,4’-diisothiocyanato-

@ Plateau-end EADs

% J\_*ﬁ\f\
o ¢ I

@ Single EAD @ Sustained rhythmic activity

TN g

200 ms

C Multiple EADs

B

200 ms 30 mV

Fig.2. Typical examples of single and multiple early afterdepolarizations
(EADs) and sustained fythmic activities. (a) Plateau-end EAD (*) induced
by either 1 mM 4-AP, or 10 nM dofetilide or 30 nM terikalant. (b) Single
EAD (*) induced by either 10 nM dofetilide or 3 nM terikalant during late
repolarization. (c) Multiple EADs arising at plateau level, induced by ei-
ther 10 nM dofetilide or 10 nM terikalant. (d) Multiple EADs arising at a
more negative level and initiating sustained rhythmic activities in the pres-
ence of 100 nM dofetilide or 10 nM terikalant. Open circles indicate
stimulation artifacts.
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stilbene-2,2’-disulfonic acid), indapamidelnifedipine, and
cadmium chloride were obtained commercially from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Dofetilide
was a gift from Pfizer (Paris, France). Terikalant was kindly
supplied by Dr. D. Escande. Verapamil (Isoptine®) was
diluted in Tyrode’s solution to a final concentration. 4-
AP and cadmium chloride were dissolved in Tyrode’s
solution. If necessary, pH was readjusted to 7.35 £ 0.05
with 0.1 N HCI. Indapamide was first dissolved in 700
! dimethyl sulfoxide (DM SO), then in Tyrode’s solution
to obtain 10 ml of 1 mM solution. DIDS, dofetilide,
terikalant, and nifedipine were dissolved in 1 ml DMSO
as 10 mM stock solutions, deep frozen, and used within
the following 5 days. In three experiments, we tested the
effects of increasing concentrations of DMSO alone on
cardiac AP; to a concentration of 1%, DMSO did not sig-
nificantly modify AP parameters. Stock solutions of each
compound were further diluted with Tyrode’s solution
until final concentration/ Nifedipine and DIDS were
continuously protected from light exposure.

The results are expressed as mean % standard error
of mean (SEM). The statistical differences from the con-
trol values were identified by analysis of variance
(ANOVA) for repeated measurements, followed by
Dunnett’s test. Statistical tests were done with the statis-
tical analysis program Instat GraphPad 1.3 (GraphPad
Software, San Diego CA, USA); P < 0.05 was considered
statistically significant.

RESULTS

Action Potential Changes Related to
lio1 Or l,; Modifications

The effects of 4-AP and DIDS on APs are shown in
Figure 3. At the stimulation rate of 1 Hz (Fig. 3A, left
panel), 4-AP (0.03-1 mM) induced a marked concentra-
tion-dependent increase in the plateau height and length-
ened the AP duration, without slowing the final
repolarization. 4-AP and, to a larger extent, DIDS (3-
100 uM) caused the basal point of the notch to become
increasingly positive with higher concentrations. Con-
comitantly, DIDS decreased APA and plateau height, thus
profoundly modifying the spike-and-dome aspect. Re-
ducing the stimulation rate from 1 Hz to 0.2 Hz (Fig. 34,
right panel) strengthened the APD-prolonging effect ex-
erted by 4-AP and enhanced the depressing effect of
DIDS on plateau height.

Quantitatively (Fig. 3B), 4-AP (0.03-3 mM, n = 6)
concentration-dependently increased APDs5, and APDyy,
this effect being significant from the concentrations of
0.1 and 0.3 mM, respectively. At each concentration, the
magnitude of 4-AP effects on APDs, and APDy, was simi-
lar: +28 + 3% and +22 £ 2% vs. control values (% vs. C)
at 0.3 mM and +98+19% and +88+ 14% vs. C at 1 mM,
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respectively. At the concentration of 3 mM, the length-
ening in APD became so strong that 5/6 fibers showed S «oF ofCn
2+1 responses to 1 Hz stimulation. A low stimulation rate 2
markedly accentuated the 4-AP effects on AP duration
(Fig. 3B, right panel). APD increased from 334 + 20 to
486 + 51 ms at 0.03 mM and from 393 * 23 to 591 + 49
ms at 0.3 mM, respectively, and 241 responses were ob- 2/,1
served in 246 fibers exposed to 3 mM. 2 ovkof 60—
In contrast, DIDS (n = 7) significantly reduced
APDj, and APDy, from the concentration of 1quM. These [ H#
parameters were reduced by 22 +5% and 10 2% vs. C
at 10 uM and by 31 % 6% and 13 + 3% vs. C at 30 pM,
respectively. A low stimulation rate enhanced the depress-
ing effect of DIDS on APD in a more pronounced man-
ner on APDj, than on APDy,. These parameters were
reduced by 28 £ 7% and 13 + 4% vs. C at 10 pM and by
36+ 8% and 14 £ 7% vs. C at 30 uM, respectively. At the
stimulation rate of 1 Hz, DIDS induced a concentration-
dependent decrease in APA and P1A and concomitantly
reduced Vmax, RMP, and OS (Table 1), these effects be-
ing drastic at the highest concentration tested. Interest-
ingly, a low stimulation rate tended to minimize the P1A
and Vmax depression induced by DIDS but did not af-
fect drug effects on APA.
At the 0.2 Hz stimulation rate, 4-AP caused pla-
teau-end EADs to develop in 146 fibers exposed to 1 mM A vt of
(Fig. 2a) and in 246 fibers to 3 mM. They showed little 2 our of 6
amplitude but never became multiple. In contrast, EADs
were never observed during exposure to DIDS.

Action Potential Changes Related to
Ixs , Ix. and/or lx; Modifications

The effects of indapamide, dofetilide, and terikalant
on AP are shown in Figure 4A. The Ig-blocking drug
indapamide (10-100 pM) did not alter APA but moder-
ately heightened the notch in a concentration-dependent
manner and at 100 pM shortened AP duration. As ex-
pected, dofetilide (1-100 nM) induced a marked concen-
tration-dependent APD lengthening which appeared at
the plateau level without modifying the phase 1 ampli-
tude. A low stimulation rate strongly enhanced dofetilide
effects, especially at the concentrations of 10 and 30 nM.
At 100 nM (not shown) the prolonging effect was so pro-
nounced that the fiber no longer responded toéhe stimu- each
Ibg, At the stimulation rate of 1 Hz, terikalant (10 £100 L v
nM) concentration-dependently increased the plateau
height without altering the “spike-and-dome” configu-
ration and lengthened AP duration with a moderate slow-
ing down in the final repolarization (Fig. 4A). This was
observed in 648 fibers. In the two remaining fibers (not 6 eut of 8 -
shown), terikalant did not heighten the plateau but mark-
edly delayed the final repolarization, this being more
evident at a low stimulation rate.

Quantitative results are shown graphically in Fig-
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(+19 + 4fand +22 £ 3% vs. Cat 10nM and +122 + 17 %L %A
and +119 £ 16% vs C. at 100 nM, respectively) and 241 2[4
responses were induced in 348 fibers by 100 nM and in 3 eutsf 21—
348 fibers by 300 nM terikalant. Zovtof 3 —y

ure 4B. At the stimulation rate of 1 Hz (Fig. 4B, left panel),
only 100 M indapamide (n = 6) slightly but significantly
shortened APDs, and APDy, by -10 £ ];(and -7+ 1% vs.
C, respectively, this effect being more important at a low

%k

stimulation rate (Fig. 4B, right panel). Dofetilide (0.3—
100 nM, n = 6) prolonged APDj, and APDy,, this effect
being significant from the concentration of 1 nM (+18

%A QKund +16 + 2% vs. C, respectively). Its intensity be-

The reduction of the phase 1 induced by indapa-
mide was slight but significant at the lowest concentra-
tion, being more marked at a low stimulation rate.
However, APA remained unchanged at both frequencies.

With dofetilide, P1A and APA were never significantly
modified and only P1A was significantly decreased by
300 puM terikalant. Neither indapamide nor dofetilide

2 ovbof gcame so high that 2¢1 responses were obtained in 246
b of & fibersat 10 nM, 146 fibers at 30 nM and 1£6 fibers at 100
wt ot € nM, and was furthermore strengthened by a low stimu-

lation rate. Similarly, terikalant (3-300 nM, n = 8) con-
centration-dependently lengthened APDs, and APDy,

modified RMP, Vmax, or OS, but 100 uM terikalant sig-
nificantly reduced Vmax (Table 2).
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TABLE 1. Concentration-Dependent Effects of 4-AP and DIDS on Action Potential Recorded From Rabbit Purkinje Fibers Stimulated at the

Rate of 1 Hz and 0.2 Hz

RMP (mV) Vmax (V/s) 0S (mV)§
4-Ad(mM) 1 Hz 0.2 Hz 1Hz 0.2 Hz 1 Hz 0.2 Hz
(n=6)
(& -92.7+0.7 -93.4+0.4 587 + 38 566+ 51 34.0+0.6 32.4+09
0.03 -92.5+0.8 -93.0£0.6 563 + 44 552+ 49 33.5+0.6 32.8+0.8
0.1 -92.7+0.8 -92.6+0.9 523143 535+ 50 33.8+0.6 32.6+0.7
0.3 -92.3+0.7 -91.6+0.9 498 + 38 517458 33.3+0.5 33.0+£0.8
1 -91.5+0.8 -90.0+0.9* 467 + 38* 487 + 45 32.7+0.7 32.6+0.8
3 -90.6 + 0.4 -87.0%1.0 469 £ 37 485 + 68 32.0+0.8 34.0+0.6
Dlli(pM)
(n'=7)
c -91.0£0.4 -90.6%0.5 558 + 26 566 + 37 31.4+0.4 31.7+0.7
3 -90.1+0.6 -89.3+0.6 384+ 21* 446 + 38* 30.0+£0.5 30.6+0.6
10 -89.0+0.5* -88.3+0.6" 271+ 41% 316+ 46* 24.7+1.1° 253+1.5°
30 -88.3+0.7* -87.1%£0.7* 167 £22* 185+21* 17.7+2.0* 18.9+1.5*
100 -87.7+0.7* -86.9+0.9* 146+ 14* 143 £14* 16.9+2.1* 16.6+1.9*

Data are expressed as mean + SEM and compared by ANOVA followed by Dunnett’s test. RMP, resting membrane potential; Vmax, maximal
upstroke velocity of phase 0; OS, overshoot; 4-AP, 4-aminopyridine; C, control.

*P < 0.05 vs. control values.

EADs developed in the presence of dofetilide
and terikalant. At the very low concentration of 10 nM,
dofetilide induced the appearance of plateau-end

2 our of 6 ~EADs (Fig. 2a) in 246 fibers and of multiple EADs
A our of 6 H(Fig. 2¢) in 146 fibers. In this latter fiber and in an-

other one exposed to 100 nM dofetilide, multiple
EAD:s initiated sustained rhythmic activities (Fig. 2d)
which ceased before complete repolarization of the

4 oot 0? 8 wicell. In 148 fibers, terikalant caused single EADs (Fig.

A ook oF 3

A ouk ot 3
2 ourot ¥
3 ovt oty

2b) to appear late in the repolarization phase at the
very low concentration of 3 nM and multiple EADs
(Fig.2c) at the concentration of 10 nM. Multiple EADs
initiating sustained rhythmic activities (Fig. 2d) also
developed during late repolarization in 1}8 other fi-
bers. In the latter, 30 nM terikalant caused multiple
EADs (Fig. 2¢) of large amplitude to occur at the
stimulation rate of 1 Hz, thus rendering the fiber un-
responsive to each stimulus. On the other hand, 30,
100, and 300 nM terikalant induced plateau-end EADs
(Fig. 2a) under a low stimulation rate in 148 fibers, 2}
8 fibers, and 3f8 fibers, respectively.

Action Potential Modifications Related to I,y Block

At the stimulation rate of 1 Hz, nifedipine (0.1 to
10 pM) concentration-dependently altered the “spike-
and-dome” configuration (Fig. 5A). It lessened the dome,
rendered the basal point of the notch less negative, and
shortened the plateau duration without altering the rate
of final repolarization. Cadmium (1-100 tM) increasingly
depressed the dome so far that it disappeared, rendered
the basal point of the notch more negative, and lowered
the plateau height, thus leading to an increase in the
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amplitude of the early phase of repolarization. At the high-
est concentration, APA was slightly reduced. Verapamil
(0.3-30 uM) increasingly reduced the amplitude of the
early phase of repolarization, rendered the basal point of
the notch less negative, and decreased the height of the
dome, thus leading to the suppression of the “spike-and-
dome” configuration. Plateau duration was shortened and
the final repolarization delayed by the high concentra-
tions of 10 and 30 uM. A low stimulation rate did not
modify nifedipine and cadmium effects on AP It mini-
mized the depressing effect of verapamil on plateau du-
ration and on the early phase of repolarization, but
reinforced its prolonging effects on final repolarization.
Interestingly, the height of the dome was increased in
the 0.3-3 UM concentration range and reduced by the
higher concentrations.

Quantitatively, the dose-dependent decrease in
APDys, and APDy, induced by nifedipine (n = 8) at the
stimulation rate of 1 Hz (Fig. 5B, left panel), became sig-
nificant from the concentration of 1 M. APDs, and APDy,
were reduced by 17+4% and 12 2% vs. C at 1 pM and
by 40 * 5% and 31 + 4% vs. C at 10 puM, respectively.
From the concentration of 30 pM, cadmium (n = 7) sig-
nificantly reduced APDs, (10 £ CXand —17 +5% vs. C at

%A

30 and lOOﬁlM, respectively) but lengthened APDy, (+10 4 A

+4%vs. Cat 30 and + 10+ 5% vs. C at 100 pM). Verapamil
(0.1-30 uM, n = 9) significantly shortened APDs, from
the concentration of 10 UM (13 * 5% vs. C) and con-
versely significantly prolonged APDy, from the concen-
tration of 3 pM (+18 £ 3% vs. C). A low stimulation rate
(Fig. 5B, right panel) barely enhanced the effects of
nifedipine and cadmium on APDy,. In contrast, a low
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stimulation rate reversed the depressing effects of 0.3—
10 uM verapamil on APDj,, which was significantly
lengthened (+ 15t4and +18+7% vs. Cat 1 and 10uM,
respectively) and noticeably accentuated its prolonging
effect on APDy, (+44 £ 18% vs. C at 3 uM).

At the stimulation rate of 1 Hz, P1A was concen-
tration-dependently and significantly decreased by 1-
o { 10 pM nifedipime (-17 % Hand 29 + 11% vs. C at 1 and

10 uM, respectively) and by 10-30 pM verapamil (-19 +
% ( !*and —64+9% vs. C, respectively), but was significantly

increased by 100 pM cadmium (+13 * 6% vs. C). On
the other hand, APA was significantly decreased by 100

%A
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UM cadmium (-5 £ 1% vs. C) and 30 pM verapamil (-12
+ 3% vs. C). A low stimulation rate did not influence
nifedipine effects on P1A and APA but it reinforced the
cadmium-induced increase in P1A and markedly re-
duced the depressing effect of 30 pM verapamil on P1A
and APA. It should be emphasized that a decrease in
Vmax was induced in a concentration-dependent man-
ner by verapamil and cadmium (Table 3), this effect be-
ing significant from the concentrations of 3 pM and 10
UM, respectively. A significant reduction in RMP was
observed in the presence of 30-100 pM cadmium and
30 uM verapamil.
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TABLE 2. Concentration-Dependent Effects of Indapamide, Dofetilide, and Terikalant on Action Potential Recorded From Rabbit Purkinje

Fibers Stimulated at the Rate of 1 Hz and 0.2 Hz

RMP (mV) Vmax (V/s) 0S (mV)f
Indapamide (uM) 1Hz 0.2 Hz 1 Hz 0.2 Hz 1Hz 0.2 Hz
(n = 6)
& -91.8+0.8 -91.8%+0.7 605 + 42 588 + 59 318+ 0.7 31.5£04
10 -92.0%0.5 -91.5%0.6 572+ 50 562 £ 51 30.8+0.9 32.5:£0.6
30 -92.8+0.7 -90.0+£0.0 553+45 547 £ 59 31.0x0.6 32.2£09
100 -92.3+04 -91.5%£0.7 548 £ 46 522 +£50 31.2%0.8 32207
Dofetilide (mM)
(n = 6)
(c -89.3%+1.0 -89.7£0.6 494 + 44 531+42 32513 31.7£1.0
0.3 -90.0£0.6 -87.8+1.9 512+ 60 544 £ 48 32.0£1.1 34319
1 -90.7%+0.2 -89.3+0.5 500 + 44 515+ 48 31.8£1.3 322100
3 -90.3+04 -89.8+0.6 515+ 60 558 £ 50 31.8£09 32.0£1.8
10 -90.5+0.4 -89.3+0.8 490+ 48 497 £50 32.5£1.0 325410
30 -87.8+1.2 -88.7+1.9 46158 526 66 33.2+1.0 32.3£1.5
100 -88.3%+1.2 -89.0+£0.0 445 + 35 489 £ 21 33.6+1.0 32.511.¢
Terikalant (nM)
(n=8)
E -91.1+£0.5 -89.5+0.6 519.% 16 542+18 33.9% 1.1 35.541.3
3 -91.3+0.6 -89.5+04 519+ 17 53321 341209 35.6+1.1
10 -91.0£0.3 -89.3+£0.7 508+ 19 546 £ 38 344109 36.1%:13.0
30 -90.5+0.3 -89.0£0.5 501 £ 21 489 £ 45 346209 353%£09
100 -89.8+0.4 -88.8+0.7 516+ 34 477 £ 32* 336% 1.1 36.0£1.0
300 -90.5+0.5 -87.5%45 518+ 70 474 £ 80 31.5£1.5 32.04:1.0

Data are expressed as mean + SEM and compared by ANOVA followed by Dunnett’s test. RMP, resting membrane potential; Vmax, maximal

upstroke velocity of phase 0; OS, overshoot; C, control pitsatien.
*P < 0.05 vs. control values.

DISCUSSION

The present study shows that the effects of various
channel antagonists on AP profile are not as specific as
one would suspect from their targeted channel and that
mixed effects on several ionic channels can be accurately
evidenced in rabbit Purkinje fibers. Thus, drastic pro-
longation in AP repolarization and EAD occurrence were
obtained with 4-AP. dofetilide, and terikalant, which did
not notably modify the “spike-and-dome” configuration,
whereas verapamil and cadmium exerted dual effects on
repolarization without EAD development. Almost no ef-
fect on AP parameters and profile was observed with
indapamide. In contrast, the “spike-and-dome” aspect
was modified and even abolished by DIDS, which fur-
thermore dramatically depressed Vmax. On the other
hand, the spike was also reduced but to a lesser degree
by nifedipine and verapamil, whereas it was accentu-
ated through a lowering of the notch by cadmium. Thus,
the proarrhythmic potential of a drug will fellew alter-
ations in APD and modifications in “spike-and-dome”
shape with or without Vmax depression.

Alterations in Action Potential Duration

AP duration is determined by a fine balance be-
tween inward and outward currents. APD prolongation

29

can be induced by decreasing outward (K*) currents, by
increasing inward (Na* or Ca®*) currents, or both. In our
study, only the decrease in I, by 4-AP or in I, either
selectively by dofetilide or associated with the reduction
of I, by terikalant has caused APD lengthening, which
occurred increasingly with concentrations and without
alteration of the other AP parameters (APA, OS, Vmax,
RMP) as expected from their “pure” Class III antiarrhyth-
mic properties. The lengthening effect induced by 4-AP
and dofetilide was obvious at the plateau level. This fits
well with the contribution of I, and I, to repolarization
at membrane potentials positive to —40 mV [Hiraoka and
Kawano, 1989; Sanguinetti and Jurkiewicz, 1990] and
corresponds to the predominant contribution of I,,, and
I, to the early repolarization and to the plateau phase,
respectively. Accordingly, terikalant lengthened repolar-
ization at the plateau level consistently with its potent
I.-blocking property [Jurkiewicz et al., 1996] and at fi-
nal repolarization, as expected from its Ig;-blocking ef-
fect [Escande et al., 1992]. This assumption is reinforced
by the fact that at high concentrations (100 nM), terikalant
slightly decreased RMP in relation to the essential role
of Ig; in maintaining the resting membrane potential
during diastole. This confirms that APD lengthening at
the plateau level can reasonably indicate a blocking ef-
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fect on I, or I, (or both) and might be advisable for fur-
ther explicative investigations at the channel level.

As expected from potassium channel blockade, the
prolonging effect induced by 4-AP, dofetilide, and
terikalant exhibited reverse rate-dependency (i.e., more
effect at slow rates), which is held responsible for the
proarrhythmic potential of “pure” Class III effects
[Colatsky et al., 1990; Hondeghem and Snyders, 1990],

100

[Concentrations] uM

for details.

particularly their ability to cause in vivo the bradycar-
dia-dependent polymorphic ventricular tachycardia
termed TdPs and in vitro the development of EADs.
There is wide agreement among investigators that TdPs
could be initiated from EADs that interrupt the repolar-
ization phase in cells with prolonged AP duration and
perpetuated through reentrant excitation due to disper-
sion of repolarization [Habbab and El-Sherif, 1990; El-
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TABLE 3. Concentration-Dependent Effects of Nifedipine, Cadmium, and Verapamil on Action Potential Recorded From Rabbit Purkinje

Fibers Stimulated at the Rate of 1 Hz and 0.2 Hz

RMP (mV) Vmax (V/s) 0s (mv){
Nifedipine (uM) 1 Hz 0.2 Hz 1 Hz 0.2 Hz 1 Hz 0.2 Hz
(h=128)
(& -92.3%0.6 -92.3%+0.7 509 + 47 520+ 40 31.1+0.8 30.6+1.0
0.1 -92.4+0.6 -91.3%0.5 481 %43 51445 31.4+£1.0 30.9%0.9
0.3 -92.5%0.5 -92.1+0.4 484 + 42 492 + 40 30.8+0.7 30.6+0.8
1 -92.4+0.5 -91.4%+0.6 466 + 39 485 %35 371.5+0.7 30.9+£0.9
3 -91.3+0.8 -90.8+1.0 470 46 45937 31.1£0.5 30.0+0.7
10 -90.4+1.1 -89.4%1.5 457 + 39 429+ 53* 30.3:40.7 30.0+0.9
Cadmium (uM)
ni=7)
€ -92.6+0.6 -91.7+0.7 578 %37 568 £ 37 32.6+0.9 328%1.6
1 =91.720.5 -91.8%+0.7 549 + 26 537:%:33 32.841.5 331£1.6
3 -92.0+0.7 -91.5+£0.7 527133 536 31 32.7+1.4 331217
10 -91.4+0.8* -91.3+£0.8 499 + 35* S37 & 35 32.921.5 33.0%2.1
30 -90.0%1.2* -89.8%+1.3 390:33* 407 £ 48* 31.1%2.6 3210£2.1
100 -89.2+1.1* -89.1+1.1* 328 £42* 340+ 37* 29.6+2.1 297 £2:2
Verapamil (pM)
(n=29)
(& -91.4+0.4 -91.2+£0.5 591 %26 595 * 25 30.1+£0.6 31.4%20.7
0.1 -91.0£0.4 -90.7+0.4 585+16 576 24 30.0+0.5 312210
0.3 -91.0+0.4 =90.23:0.1 554+ 30 559+ 30 30.3+0.6 31.1£06
1 ’ -91.3+£0.5 -90.7+0.4 550+ 28 §37+37* 30.3%0.7 31.1%x0.8
3 -91.0x0.4 -90.7+04 507 +38* 520+ 43* 30.6x0.4 30.6x0.6
10 -89.6+0.8 -89.8+0.6 407 £ 37* 449 + 35* 30.1+£0.4 303%0.7
30 -85.2+1.8* -87.2%+1.3* 303 + 34* 387E 31 19227 27.9x0.7"

Data are expressed as mean + SEM and compared by ANOVA followed by Dunnett’s test. RMP, resting membrane potential; Vmax, maximal

upstroke velocity of phase 0; OS, overshoot; C, control ittratior.
*P < 0.05 vs. control values.

Sherif et al., 1996; Antzelevitch et al., 1996; Verduyn et
al., 1997).

In our study, plateau-end EADs of little ampli-
tude were predominantly observed under I, ¥ey de-
creasc‘by 4-AP, whereas the decrease in I, current by
dofetilide or by terikalant more frequently caused the
development of multiple EADs and sustained rhyth-
mic activities, particularly under a low stimulation
rate. It is noteworthy that previous reports on
dofetilide effects on AP recorded from canine Purkinje
fibers [Knilans et al., 1991; Gwilt et al., 1991] or on
terikalant effects on guinea pig ventricular myocar-
dium [Escande et al., 1992; Jurkiewicz et al., 1996]
did not mention the appearance of arrhythmogenic
events in these tissues. However, dofetilide-induced
multiple EADs have been reported in guinea pig pap-
illary muscle [Tande et al., 1990], but concentrations
were 100-fold higher than those found arrhythmogenic
in our study. To our knowledge, sustained rhythmic
activities such as those observed in the present study
with relatively low concentrations of dofetilide (100
nM) or terikalant (10 nM) and in previous studies with
noncardiac drugs, such as droperidol [Adamantidis et
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al., 1993] and cisapride [Puisieux et al., 1996], are
rarely observed (if at all) in canine or sheep Purkinje
fibers or in M cells, even if these cells can generate
EADs [Antzelevitch and Sicouri, 1994]. Thus, accord-
ing to previous reports [Rasmussen et al., 1992;
Abrahamsson et al., 1993], rabbit Purkinje fibers have
exhibited a relatively high responsiveness to APD
lengthening effects in comparison to Purkinje fibers
and ventricular myocardium from other animal spe-
cies. In addition, our results show that EADs devel-
oped at lower concentrations under 0.2 Hz than under
1 Hz. Even brief (2 min) trains of low stimulation rate
seem to be a powerful maneuver in detecting
arrhythmogenic potential. Therefore, it is reasonable
to consider this preparation adequate in detecting
arrhythmogenic potential.

The ability of a drug to induce EAD or subse-
quent triggered activities depends on its capacity to
delay repolarization in a voltage range within reacti-
vation of inward currents (Na* or Ca®>* currents, or
both) could be possible. On the one hand, the occur-
rence of EADs during the final repolarization at mem-
brane potentials more negative than —40 mV is
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consistent with a role for the “Na* window” current
[Coulombe et al., 1985; Nattel and Quantz, 1988]. In-
terestingly, sodium channel blockade has been re-
ported in vitro to suppress such EADs and in vivo to
prevent and/or treat TdPs in patients [Shimizu and
Antzelevitch, 1997]. On the other hand, the facilitat-
ing role of the L-type Ca**current and of the “Ca®*
window” current on EAD development has been well
established [Shorofsky and January, 1992] and calcium
blocking drugs have been found effective in suppress-
ing EADs [Nattel and Quantz, 1988; Adamantidis et
al., 1993] and in preventing TdPs in patients [Jackman
et al., 1990].

In agreement with previous reports, we found APD-
prolonging effects with the calcium blockers verapamil
[Rosen et al., 1974] and, to a lesser degree, cadmium.
These observations are consistent with their blocking
effects on I, [Zhang et al., 1997; Daleau et al., 1997].
However, neither verapamil nor cadmium were able to
cause EAD development, possibly owing to their Ca**
antagonistic properties. However, it should be empha-
sized that the concentration-dependent curves of
verapamil (and to a lesser degree cadmium) effects on
final repolarization (i.e., APDy) showed a bell-shaped
profile, the prolonging effect being somewhat reversed
by the highest concentrations, which strongly depressed
the plateau phase (i.e., APDs). This was still more obvi-
ous at the low stimulation rate of 0.2 Hz, which favors
the prolonging effect. In our experience, similar bell-
shaped curves have been observed with the neuroleptic
drug droperidol (APD was even shortened by the high-
est concentrations tested, see Adamantidis et al. [1993])
and the antihistamine astemizole [Adamantidis et al.,
1995] and interpreted through mixed drug-induced ef-
fects on ionic channels.

In contrast, the present study shows that the I,
channel blockade by the diuretic drug indapamide
[Turgeon et al., 1994] failed to prolong AP duration, which
was rather shortened as a result from reduced plateau
height. The existence of both components Iy, and I, of
the delayed rectifier Ix in rabbit ventricular myocytes
has been recently shown by Salata et al. [1996], who also
demonstrated that I, is prominent at relatively positive
membrane potentials (0 to +60 mV). Furthermore, be-
cause of its slow activation and deactivation kinetics, I,
contributes little to repolarization at normal heart rate,
whereas it accumulates at high rates. In Purkinje fibers,
the duration of phase 1 is very short (on the order of a
few milliseconds) and the membrane potential at plateau
level lies near 0 mV. Therefore, in our experimental con-
ditions I, seems of minor importance in the AP configu-
ration. Another interpretation of the lack of indapamide
influence on APD implies its mixed blocking effects on
Ixs, Ina, and I, with quite similar ICs, values [Lu et al.,
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1998]. It may be hypothesized that the depressing ef-
fects on the inward current can counterbalance the de-
pressing effect on the outward currents. However, it must
be kept in mind that indapamide may favor proarrhythmic
events through a diuretic-induced hypokalemia.

Modifications in the Spike-and-Dome Configuration.

Our results clearly indicate that the “spike-and-
dome” configuration was affected differently by either
drug. The spike amplitude appeared more closely re-
lated to the Ca**-dependent current I,,,, which is ac-
tivated by intracellular calcium level [Papp et al., 1995;
Zygmunt et al., 1997], than to the Ca**-independent
current I,;. Actually, high concentrations of 4-AP
moderately decreased the spike amplitude by height-
ening the basal point of the notch towards less nega-
tive membrane potentials, as previously reported by
other authors [Kenyon and Gibbons, 1979]. By con-
trast, the spike amplitude was drastically reduced or
even suppressed by the I, blocker DIDS. In addi-
tion, DIDS strongly depressed Vmax, in agreement
with its blocking effects on the fast inward sodium
current [Liu et al., 1998], thus contributing to the re-
duction in the spike amplitude. Furthermore, DIDS
markedly depressed the dome amplitude. An inter-
pretation is brought about by its property to block
anion transporters. Actually, it may alter the regula-
tion of intracellular H* concentration through a block-
ade of the CI'/HCO3" exchanger, thus leading to an
intracellular acidosis and a reduction in the slow in-
ward Ca®* current. In fact, the dome amplitude is
dependent on intracellular calcium level and follows
the time course of Ca** transients.

As expected from L-type calcium current antago-
nism, nifedipine, cadmium, and verapamil induced a pro-
gressive decline until the disappearance of dome
amplitude. In addition, both nifedipine and verapamil
reduced the spike amplitude by elevating the basal point
of the notch towards less negative membrane potentials.
This effect may be interpreted as consecutive to a block-
ing effect on the transient outward current I, [Gotoh et
al., 1991; Jahnel et al., 1994]. By contrast, cadmium in-
creased the spike amplitude by rendering more negative
the basal point of the notch. This may be explained by its
suppressing effect on the slowly inactivating Na* current,
which plays an important role in maintaining the plateau
height in Purkinje fibers [Carmeliet, 1987]. In agreement
with previous observations, we found a concentration-de-
pendent depression in Vmax with verapamil [Rosen et al.,
1974] and with cadmium consistent with its blocking effect
on the fast inward Na* current [DiFrancesco et al., 1985].
It should be emphasized that the effective concentrations
found to induce nonspecific effects in our study are in the
same range as those reported previously.
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How Can Drug-Induced Proarrhythmic Potential
Be Drawn From Experimental Results?

Despite the significant progress made in the un-
derstanding of the mechanisms underlying cardiac
arrhythmias, the interpretation of experimental results
in predicting drug-induced proarrhythmic potential re-
mains difficult. On the one hand, as is well-established
by studies on antiarrhythmic drugs, impulse conduction
disturbances can be expected from drugs which show
potent Class I (decreased Vmax, RMP, and APA) or Class
IV (decreased AP plateau) type antiarrhythmic effects.
Such effects that generally show use-dependency
[Hondeghem and Katzung, 1984], i.e., more effects at
higher stimulation rates, have been observed in our study
with DIDS (I,,, > Iy, blocker), verapamil (I, > Ix, >
Iy, blocker), nifedipine (I¢,q) >> I, blocker) and cad-
mium (I, >> Iy, > Iy, blocker). Among them,
verapamil and cadmium modified the “spike-and-dome”
aspect but did not prolong repolarization enough to elicit
the appearance of EADs, possibly in relation with the
concomitant diminution in the Na* or Ca** inward cur-
rents. On the other hand, it is widely recognized that
abnormal impulse initiation and more precisely triggered
activity arising from EADs require marked prolongation
of repolarization, which usually exhibits reverse rate-
dependency, i.e., more effects at a slower stimulation rate.
Conversely, a proarrhythmic potential may be reasonably
expected from an increasing concentration-dependent
lengthening in AP repolarization.

However, it is more difficult to draw a proar-
rhythmic potential in the case of a bell-shaped dose-re-
sponse curve of an APD-prolonging effect. Actually, a
bell-shaped curve indicates that the tested drug exerts
mixed effects on both inward and outward currents: the
APD-prolonging effect that primarily appears at relatively
low concentrations, gad] is partially or even totally re-
versed at high concentrations. For example, as observed
in the present study and in a previous report [Rosen et
al., 1974], APD was significantly prolonged by low con-
centrations (3 UM) of verapamil, which affect plateau
phase little or not at all (i.e., L-type Ca®* current) or Vmax
(i.e., fast Na* current), this effect being less pronounced
at the high concentrations (10-30 pM), which decrease
these inward currents. In our experience, wi escribt‘a
similar bell-shaped curve on APD with droperidol
[Adamantidis et al., 1993] and with astemizole [Adaman-
tidis et al., 1995] and the appearance of EADs at the acme
of the curve at clinically relevant arrhythmogenic con-
centrations. We found similar features with terfenadine
(unpublished data) at concentrations which have been
demonstrated to depress K* currents, but also Na* and
Ca®* currents [Ming and Nordin, 1995].

We used a low stimulation rate (0.2 Hz) to favor a
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prolonging effect and to relieve the rate-dependent de-
pressing effect on Vmax and on plateau duration. In ad-
dition, to reinforce the APD-prolonging effect, we found
that even brief trains of low stimulation rate precipitated
the development of EADs and thus could constitute valu-
able means for the in vitro detection of proarrhythmic
potential. In this respect, it should be kept in mind that
the amplitude and the number of successive EADs have
been demonstrated to be a reliable index of the ability of
a drug to cause TdPs [El-Sherif et al., 1996; Verduyn et
al., 1997).

In conclusion, the present data strongly support the
use of rabbit Purkinje fibers as an in vitro model adequate
for the evaluation of proarrhythmic potential of newly
developed drugs.
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I. - EVALUATION DE LA POTENTIALITE ARYTHMOGENE DE
MEDICAMENTS NON CARDIOTROPES.

L’étude que nous avons réalisée sur les répercussions de la diminution sélective des
courants ioniques sur la repolarisation des fibres de Purkinje a montré que les modifications de
la morphologie du « spike-and-dome » et plus particulierement de 1’amplitude de la phase

précoce de repolarisation étaient relatives a la diminution du courant chlore calcium-dépendant
L;» et/ou du courant entrant de calcium I,q . Elles n’avaient pas ét€ prises en compte lors de la

parution des articles suivants. Afin de compléter ce travail, les résultats concernant la phase

précoce de repolarisation seront présentés a la fin de chaque article.

1) Evaluation de la potentialité arythmogéne du cisapride.

Articlen®2: Puisieux FL, Adamantidis MM, Dumotier BM, Dupuis BA.
Cisapride-induced prolongation of cardiac action potential and early
afterdepolarizations in rabbit Purkinje fibres.

Br J Pharmacol 1996; 17: 1377-1379.

Le cisapride (Prepulsid®) est un agent prokinétique largement prescrit dans le reflux
gastro-oesophagien. Des études cliniques ont montré que son utilisation était associée a de
graves troubles du rythme ventriculaire a type de Torsade de Pointes (Ahmad et Wolfe, 1995).
La littérature étant muette a propos des effets du cisapride sur 1’électrogénése cardiaque, nous
avons étudié ses effets électrophysiologiques sur des potentiels d’action de fibres de Purkinje de

lapin.
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Cisapride-induced prolongation of cardiac action potential and
early afterdepolarizations in rabbit Purkinje fibres

N

'Frangois L. Puisieux, Monique M. Adamantidis, Bérengére M. Dumotier & Bernard A. Dupuis

Laboratoire de Pharmacologie, Faculté de Médecine, 1, Place de Verdun, 59045 Lille Cédex, France

Cisapride, a gastrointestinal prokinetic agent, has been associated with cases of Torsades de Pointes but
its effects on the cardiac action potential have not been described. We investigated its
electrophysiological effects on rabbit isolated Purkinje fibres. The results demonstrated that cisapride
(0.01-10 um) lengthened concentration-dependently the action potential duration without modifying
other parameters and induced early after depolarizations and subsequent triggered activity. This typical
class Il antiarrhythmic effect, that showed ‘reverse’ rate-dependence and was reduced by increasing

external K concentration, can account for clinical arrhythmogenesis.
Keywords: Cisapride; Torsades de Pointes; cardiac Purkinje fibres; Class III antiarrhythmic effects

Introduction Cisapride (Prepulsid or Propulsid), a widely
used gastrointestinal prokinetic agent, has been recently asso-
ciated with long QT syndrome (Bran et al., 1995) and reported
to cause Torsades de Pointes (TdP) life-threatening ar-
rhythmias (Ahmad & Wolfe, 1995). Because the cardiac cel-
lular effects of cisapride have not been described, an
explanation for the cause of arrhythmogenesis is lacking.
Therefore we investigated its electrophysiological effects on
rabbit Purkinje fibres and the likelihood of its causing early
afterdepolarizations (EADs) and subsequent triggered activity
that are believed to be the cellular basis for initiating TdP
(Antzelevitch & Sicouri, 1994).

Methods As previously described in detail (Adamantidis et
al., 1995) Purkinje fibres were isolated from New Zealand
rabbit hearts, then superfused with oxygenated (95% O,, 5%
CO,) Tyrode solution of the following composition (mM):
NaCl 108.2, KCl 4.0, CaCl, 1.8, MgCl, 1.0, NaH,PO, 1.8,
NaHCO; 25.0 and glucose 11.0; pH 7.3540.05 at 36.5+0.5°C;
and electrically stimulated by rectangular pulses of 1 ms
duration with an intensity 50% above threshold at the basal
frequency of 1 Hz. Action potentials were recorded with con-
ventional glass microelectrodes. The concentration-dependent
effects were studied by adding cisapride to Tyrode solution in
increasing cumulative concentrations (0.01-10 uM) each of
which was superfused for 30 min. In control (drug-free) con-
ditions and then in the presence of the drug, the pacing rate
was decreased from 1 to 0.2 Hz between the 20th and the 22nd
min at each drug concentration. In other preparations, we
investigated the rate-dependence of the cisapride effects on
APD by increasing pacing rates (0.2—3 Hz) using a protocol
applied in control conditions then in the presence of cisapride.
In each series of experiments, electrophysiological measure-
ments were made just before changing to the next concentra-
tion or the next rate frequency. Then we evaluated the time-
dependent effects of cisapride in a separate series of experi-
ments by exposing Purkinje fibres, bathed in Tyrode solution
containing either 4 mM KCl or 5.4 mMm KClI, to a low stable
cisapride concentration for 2 h. Action potentials were re-
corded and analysed every 30 min. The data are expressed as
mean +s.e.mean. Statistical analysis was calculated by Stu-
dent’s paired and unpaired ¢ test. A probability value of
P <0.05 was considered significant.

! Author for correspondence.

Results Cisapride increased the action potential duration
(APD) concentration-dependently (Figure la,d) without al-
tering significantly the resting membrane potential, action
potential amplitude and maximal rate of phase 0 depolariza-
tion (data not shown). The APD lengthening was so marked
that in 5 of 8 fibres, a cellular one-to-one response to pacing
could no longer be elicited at cisapride concentrations ranged
from 1 to 10 uM. In these cases, the APD data collected for
Figure 1d have been estimated to 800 ms and 1000 ms for
APD measured at 50% (APDs;) and 90% (APDy,) repolar-
ization respectively, to visualize the striking lengthening of the
repolarization phase. In addition (Figure lc) abrupt reduction
of pacing rate from 1 to 0.2 Hz increased cisapride-induced
effects on APD and single or multiple EADs initiating sub-
sequent sustained triggered activity (defined as more than 6
consecutive EADs) developed at plateau level. Furthermore
the prolonging effect induced by 0.3 uM cisapride (n=6)
showed ‘reverse rate-dependence’ (Figure le) that is, increasing
the pacing rate from 0.016 to 3 Hz reduced APD lengthening
progressively; nevertheless this still remained significant at
3 Hz.

In other experiments, it was found that the APD length-
ening induced by 0.3 uM cisapride developed with time of ex-
posure but did not reach a steady-state after 2 h (Figure 2) and
that two types of fibres could be identified, one with APDy, of
less than 300 ms (‘short APs’) and the other with APDy, of
more than 300 ms (‘long APs’). Both types of fibre could be
found in the same heart but the fibres with ‘short APs’ were
excised near the septum and the fibres with ‘long APs’ more
distally, between the free wall of the left ventricle and papillary
muscles. In 4 mM KCI conditions, ‘long APs’ (6 of 19 fibres)
were sO prolonged by cisapride that after the first 30 min of
exposure, all the fibres failed to respond to each stimulus and
EADs developed. In 5.4 mM KCl medium, cisapride induced
less pronounced effects on long APs (7 of 18 fibres) and a
reduced incidence (3/7 versus 6/6) of EADs; however, in short
APs, the prolonging effects exerted by cisapride were quite
similar in 4 mM KCl or in 5.4 mM KCl medium.

Discussion The present study demonstrates that cisapride
exerts typical class III antiarrhythmic effects (according to
Vaughan-Williams’ classification), i.e. it prolongs dose-de-
pendently the repolarization phase without alteration of other
parameters over a range of concentrations (0.1-1 uM) that are
clinically relevant to the plasma concentrations found in
healthy subjects following oral administration of a therapeutic
dose (McCallum et al., 1988). The prolonging effect was more
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Concentration- and frequency-dependent effects of cisapride on action potential duration at 50% (APDs,) and 90%

(APDy) repolarization recorded in rabbit Purkinje fibres. (a,b,c): Representative examples of the prolonging effect exerted by
increasing cumulative concentrations of cisapride on the same fibre stimulated at 1 Hz (a), 0.2Hz (b) and 0.1 Hz (c). Early
afterdepolarizations are labelled with asterisks in (a) and (b). In (c) small arrows indicate oscillations which initiated multiple EADs
and triggered activity (TA). (d,e) Show quantitative results. Points represent means +s.e.means. (d) Concentration-dependent effects
of cisapride on APDs, (ll) and APDy, (@), (n=28; data were obtained from both short- and long-type cells); *P<0.05 vs control (c)
values. (e) Influence of increasing stimulation frequency on APDy, in the absence (control, A) and in the presence () of 0.3 um
cisapride (n=6). The protocol of increasing stimulation frequency from 0.2 to 3 Hz (each step for Smin) was applied before and

after exposure to the drug. *P <0.05 cisapride vs control.
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Figure 2 Time-dependent effects of 0.3uM cisapride on action
potential duration measured at 90% repolarization (APDgyg) in
separate series of Purkinje fibres stimulated at 1 Hz and bathed in
4mm KCI or in 54mM KCI Tyrode solution. ‘Short’ and ‘long’
action potentials were identified, depending on the control APDy,
values measured in 4 mm KCI conditions (less or more than 300 ms,
respectively). Points are means+s.e.mean. n=13 in short-4 mm KCl
group (M), n=6 in long-4mm KCI group (@), n=11 in short-5.4mm
KClI group () and n=7 in long-5.4 mM KClI group (O). In the long
4mM KCI group, cisapride-induced effects on APD were so
pronounced that after the first 30 min of exposure, the 6 fibres no
longer responded to stimulation at 1 Hz frequency. *P<0.05 5.4 mm
KCl versus 4mM KCl conditions.
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prominent at slow pacing rates and showed reverse rate-de-
pendence, as widely described for class IIT drugs (Hondeghem
& Snyders, 1990). Furthermore EADs developed at plateau
level and triggered sustained rhythmic activities that are pro-
posed as the cellular basis for initiating TdP (Antzelevitch &
Sicouri, 1994). Although the precise mechanism of cisapride
effects at ionic channel level cannot be determined from our
results, they fit well with the clinical observations of a long QT
syndrome associated with high doses of cisapride (Bran et al.,
1995) and of TdP in patients taking cisapride (Ahmad &
Wolfe, 1995).

In addition, it is noteworthy that the effects of cisapride
were much stronger in fibres with initial long APD (> 300 ms)
but were attenuated by increasing extracellular K concentra-
tion. In the whole heart, it may be hypothesized that this may
contribute to an increased dispersion of repolarization, thus
providing an ideal substrate for re-entry which allows perpe-
tuation of TdP (Surawicz, 1989). Although great care must be
taken in the direct extrapolation from experimental study to
clinical observations (Antzelevitch & Sicouri, 1994), this fea-
ture may be referred to the more marked effects of class III
antiarrhythmic drugs in patients with an already prolonged
cardiac repolarization i.e. patients with congenital or acquired
long QT syndrome or with other predisposing factors to TdP
such as bradycardia, hypokalaemia or hypomagnesaemia.

We wish to thank Mrs M.C. Guillaume for her technical assistance
and Dr J.F. Caron for his helpful comments of the manuscript.
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EFFETS DU CISAPRIDE SUR LA PHASE DE REPOLARISATION PRECOCE.

La Figure 25 représente les effets du cisapride sur I’amplitude de la phase 1 (AP1). Les
résultats montrent que des concentrations croissantes de cisapride (0.01-10 pM; n=8) ne

modifient pas de fagon significative AP1, méme aux fortes concentrations.

AP1 (mV)
55

45

L&J_A\.L\Ll

25 ——+—F+—+——4— }
C 01.03.1 3 1 3
Cisapride [pM]

35

Figure 25: Effets du cisapride sur ’amplitude de la phase 1 (AP1) de
potentiels d’action de fibres de Purkinje de lapin.

Le cisapride n’a pas modifié¢ de fagon notable la phase précoce de repolarisation. Cette
absence d’effet du cisapride sur la repolarisation précoce suggere que le courant chlore calcium-
dependant L, et le courant calcique I, ) ne sont pas altérés par ce médicament. Par contre, les

effets antiarythmiques de classe III purs exercés par le cisapride et sa capacité a favoriser
I'émergence des EAD suggerait des effets de blocage d’un ou plusieurs courant(s)

potassique(s). Cette hypothése a été confirmée par des études récentes rapportant les effets de
blocage du cisapride des composantes rapide (I,) et lentes (I) du courant rectifiant retardé I

sur des myocytes ventriculaires de lapin (Carlsson et coll., 1997) et de cobaye (Drolet et coll.,
1998). Deux études ont également rapporté un effet de blocage du canal cloné HERG par le
cisapride aussi puissants que ceux exercés par le dofétilide (Mohammad et coll., 1997; Rampe

et coll., 1997). Pour notre part, nous avons mis en évidence les effets de blocage du courant
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rectifiant dans le sens entrant I; par le cisapride sur des myocytes ventriculaires de lapin

(Bastide et coll., 1998). Cette étude est rapportée au chapitre III de ce travail.

2) Evaluation de Ila potentialit¢é arythmogéne du diphémanil

méthylsulfate.

Articlen®3:  Adamantidis MM, Dumotier B, Caron J, Dupuis B.
Effets électrophysiologiques et potentialité arythmogéne du diphémanil
méthylsulfate sur les fibres de Purkinje de lapin.
Arch Mal Coeur 1998; 91: 1487-1494.

Le diphémanil méthylsulfate (PRANTAL®) est un médicament doué de propriétés
anticholinergiques, indiqué en pédiatric chez les nouveau-nés dans le traitement de
I'hyperreflectivité vagale. Des effets indésirables graves ont été€ décrits sous ce traitement. Les
accidents décrits sont des blocs auriculo-ventriculaires avec ou sans allongement de I’intervalle
QT et des allongements de I’intervalle QT, associés ou non a des Torsades de Pointes chez le
grand prématuré et le nouveau-né sujets a une grande bradycardie. En outre, le diphémanil
méthylsulfate était dans certains cas, associé au cisapride. Il apparaissait important d’évaluer la
responsabilité du diphémanil méthylsulfate dans la survenue de ces effets indésirables. Nous
avons donc évalué la potentialité arythmogene du diphémanil méthylsulfate en étudiant ses effets

électrophysiologiques sur des potentiels d’action de fibres de Purkinje de lapin.
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ARTICLE ORIGINAL

Effets électrophysiologiques
et potentialité arythmogéne
du diphémanil méthylsulfate
sur les fibres de PurlZinie de lapin

Corrélations avec les observations cliniques
d'allongement de QT en pédiatrie

Summary

Electrophfysiologicul Effects and Arrhythmogenic Potential of Diphemanil
Methylsulfate on Purkinje Fibres of the Rabbit. Correlations with Clinical Obser-
vations of QT Prolongation in Paediatrics

Serious undesirable cardiac side effects have been reported with treatment with
diphemanil methylsulfate (Prantal ) in premature babies or neonates. To unders-
tand the origin of this problem, the authors undertook an electrophysiological study
of the effects of this product in vitro on rabbit Purkinje fibres.

In three separate series (N= 5 to N= 8), the effects of increasing concentrations
(0.1 pM-30 pM) of diphemanil methylsulfate, different frequencies of stimulation
(0.2 Hz, 1 Hz, 2 Hz) and duration of exposition (60 min followed by 120 min
washout) were observed on the properties of the action potential. The results show
a clearcut antiarrhythmic Class Il type action characterised by a concentration-
dependant prolongation of the action potential duration with an inverse frequency
dependency without significant changes of the other parameters. During stimula-
tion at 0.2 Hz, early postdepolarisations and induced activity were observed in 3/8 of
the fibres exposed to 10 pM and 8/8 fibres exposed to 30 pM. The effect did not
attain a steady state after 60 min of exposition. It was not reversed by 120 min of
washout of the preparation.

These results were compatible with the reported cardiac arrhythmic effects of
prolongation of the QT interval and torsades de pointe. Arch Mal Cceur 1998 ;
91 : 1487-94.

Résumé

Des effets indésirables cardiaques graves ont été rapportés sous traitement par
le diphémanil méthylsulfate (Prantal) chez des nourrissons prématurés ou des
nouveau-nés. Pour en comprendre l'origine, une étude des effets électrophysiolo-
giques du diphémanil méthylsulfate a été menée in vitro sur fibres de Purkinje de
lapin. i

Dans trois séries séparées d'essais (n = 5 a 8) il a été évalué l'influence d'une
gamme de concentrations croissantes (0,1 pM-30 pM) de diphémanil méthylsul-
fate, l'influence de la fréquence de stimulation (0,2 Hz, 1 Hz, 2 Hz) et de la durée
d'exposition (60 min suivies de 120 min de lavage) sur les caractéristiques du
potentiel d'action. Les résultats montrent que le diphémanil méthylsulfate exerce
trés clairement un effet antiarythmique de classe Il pur caractérisé par un allonge-
ment concentration-dépendant de la durée du potentiel d'action, présentant une
fréquence-dépendance inverse, sans modification notable des autres parametres.
Sous stimulation a 0,2 Hz, des postdépolarisations précoces et des activités déclen-
chées sont observées dans 3/8 des fibres exposées a 10 pM et 8/8 fibres exposées a
30 pM. L'effet n'atteint pas un état stable au bout de 60 min d'exposition. Il n'est
pas réversé par 120 min de lavage des préparations.

Ces résultats sont compatibles avec les troubles du rythme cardiaque a type
d'allongement de l'intervalle QT et de torsades de pointes rapportés en clinique.
Arch Mal Cceur 1998 ; 91 : 1487-94.
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Le diphémanil méthylsulfate [méthylsulfate de
4-(diphénylméthyléne)-1,1-diméthylpipéridinium, Pran-
tal] est un médicament atropinique utilisé depuis de
nombreuses années en pédiatrie chez le nouveau-né et le
nourrisson prématuré ou a terme ayant fait des malaises
avec bradycardie attribués a une hyperréflectivité vagale
[1]. Des effets indésirables graves ont été décrits sous ce
traitement. lls surviennent principalement chez les
grands prématurés (d'age gestationnel inférieur a
32 semaines) apres 1 a 18 jours de traitement. Les acci-
dents décrits sont des blocs auriculo-ventriculaires avec
ou sans allongement de l'intervalle QT et des allonge-
ments de l'intervalle QT associés ou non a des torsades
de pointes et/ou des effets indésirables digestifs.

Le prolongement de l'intervalle QT de I'électrocardio-
gramme est susceptible d'entrainer des torsades de
pointes, qu'il soit lié a un syndrome de QT long congéni-
tal ou de QT long acquis, généralement d'origine médi-
camenteuse [2-7]. Les facteurs prédisposants sont la
bradycardie, I'hypokaliémie, I'nypomagnésémie et possi-
blement les formes frustes de QT long congénital réveé-
lées par la prise médicamenteuse. Il est actuellement
bien établi que le prolongement de la repolarisation et
la survenue des torsades de pointes sont liés, a I'échelon
cellulaire, a un allongement de la durée du potentiel
d'action cardiaque et a I'apparition d'anomalies de la
repolarisation cellulaire décrites expérimentalement et
appelées postdépolarisations précoces [8, 9]. Ces post-
dépolarisations précoces interrompent la phase de
repolarisation et donnent lieu a une dépolarisation
secondaire ou activité déclenchée qui peut se propager
dans le myocarde voisin. Le développement de ces post-
dépolarisations précoces est favorisé par les mémes
situations que celles qui prédisposent aux torsades de
pointes en clinique. Elles surviennent avec une plus
grande incidence dans le tissu conducteur (fibres de
Purkinje) que dans les cellules du myocarde contractile.
La plupart des agents pharmacologiques qui allongent
l'intervalle QT, que ce soient des médicaments cardio-
tropes ou non cardiotropes, sont susceptibles de provo-
quer la survenue de torsades de pointes en clinique [10,
11]. Dans notre expérience, ils induisent in vitro un
allongement de la durée du potentiel d'action, des post-
dépolarisations précoces et des activités déclenchées
[12-16] dans les fibres de Purkinje de lapin.

Les effets du diphémanil méthylsulfate sur I'électro-
genése cardiaque n'ont pas été explorés a ce jour. Pour
mieux comprendre l'origine des effets indésirables
cardiaques observés chez I'enfant et tenter d'en éva-
luer le risque, nous avons étudié les effets électrophy-
siologiques du diphémanil méthylsulfate sur des fibres
de Purkinje de lapin, examiné l'influence de la fré-
quence de stimulation sur ces effets et évalué la ciné-
tique d'installation des effets et de leur retrait.

METHODES

Technique expérimentale

Cette étude a été réalisée en accord avec les
recommandations officielles du ministere francais de
I'Agriculture. Des faisceaux de fibres de Purkinje sont

prélevés dans le ventricule gauche de cceurs de lapins
de race néo-zélandaise (1,5 a 2 kg) anesthésiés
(hydrate de chloral, 250 mg/kg, voie i.v.) et saignés.
lls sont montés dans la cuve expérimentale perfusée
par une solution de Tyrode modifiée (en mM : NaCl
108.2 ; KCI 27 ; CaCl, 1.8 ;: MgCl, 1 : NaH,PO, 1.8 ;
NaHCO; 25 ; glucose 55 ; pH 7.35 + 0,05), oxygenée a
saturation par du carbogéne (95 % 0,. 5 % CO,),
thermostatée a 36,5 + 0,5 °C. Aprés 30 min, la cuve
est alimentée par la solution de Tyrode normale (en
mM : NaCl 108,2 ; KCI 4 ; MgCl, 1 ; NaH,PO, 1,8 ;
CaCl, 1,8 ; NaHCO, 25 : glucose 11). Les preparations
sont stimulées a la fréquence de 1 Hz par des chocs
rectangulaires de 1 a 2 ms de durée, avec une inten-
sité 1,5 fois supérieure au seuil diastolique de stimu-
lation, délivrés par un stimulateur (JSI 0198) par l'in-
termédiaire d'une électrode bipolaire en acier
recouverte de Téflon, dénudée a son extrémité. L'ac-
tivité électrique cellulaire est recueillie par microélec-
trode de verre emplie de KCl 3M et ayant une résis-
tance de pointe de 10 a 25 mégohms. La
microélectrode, couplée a une électrode d'argent
chlorurée est connectée a un adaptateur d'impé-
dance. Le signal est transmis simultanément a un
oscilloscope (Gould DSO 1602), analysé par un sys-
téme informatique (DATAPAC, Bio-Logic) et enregis-
tré sur bande magnétique (DTR 1200 Bio-Logic) qui
permet, a la fin de l'essai, de transférer sur papier
(Gould, Easy Graf TA 240) les différentes phases de
I'expérimentation. La stabilisation dure au moins
2 heures.

Effets dépendants de la concentration
et de la fréquence de stimulation

Dans une premiére série d'essais, avant I'application
du diphémanil méthylsulfate, un « coup de frein » est
donné a la fréquence de stimulation en la diminuant
pendant 2 min de 1 Hz a 0,2 Hz, le but étant de favori-
ser le développement de postdépolarisations précoces
ou d'automatismes anormaux. On vérifie ainsi
qu'avant le début de l'essai, la préparation ne pré-
sente pas d'activité anormale de ce type. Une solution
stock de diphémanil méthylsulfate (1 mM) dans la
solution de Tyrode, préparée quotidiennement, est
ensuite diluée dans la solution de Tyrode a la concen-
tration désirée. Les concentrations (0,1 a 30 uM) sont
appliquées de facon croissante et cumulée, chaque
concentration étant maintenue pendant 30 min. La
préparation est stimulée a la fréequence de base de
1 Hz sauf entre la 20¢ et la 22¢ min de perfusion de
chaque concentration ou la fréquence est abaissée a
0.2 Hz. Les paramétres du potentiel d'action sont
mesurés a la fin des 30 min de perfusion de chaque
concentration et a l'issue de chaque période de 2 min
de stimulation a 0,2 Hz. Dans une seconde série d'es-
sais, les effets de concentrations croissantes et cumu-
lées de diphémanil méthylsulfate sont étudiés sur des
préparations stimulées a la fréquence de stimulation
de 2 Hz appliquée a la fin des 2 heures de stabilisation.
Chaque concentration est superfusée durant 30 min
et les parameétres du potentiel d'action sont relevés a
I'issue de ces 30 min.
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Cinéti(ujes d'installation et de retrait des effets
du diphémanil méthylsulfate

Le diphémanil méthylsulfate est appliqué a la
concentration de 10 uM pendant 60 min a des fibres
de Purkinje stimulées a la fréquence de 1 Hz. Puis les
préparations sont replacées en milieu de Tyrode nor-
mal, sans diphémanil méthylsulfate et toujours sous
stimulation a la fréquence de 1 Hz. Le lavage est pour-
suivi pendant 120 min. L'évolution des parametres du
potentiel d'action est surveillée toutes les 15 min.

Expression des résultats et statistiques

Les parameétres suivants sont relevés : potentiel de
repos membranaire (mV), amplitude du potentiel
d'action et overshoot (mV), vitesse maximale de la
phase O de dépolarisation (V/s), durée du potentiel
d'action mesurée a 50 et a 90 % (respectivement
DPAS0 et DPA90, ms) de la repolarisation. Les résul-
tats sont exprimés sous forme de moyennes affectées
de leur erreur standard. Leur évaluation statistique

DIPHEMANIL METHYLSULFATE ET REPOLARISATION CARDIAQUE

est effectuée selon une analyse de variance pour
mesures répétées (ANOVA) corrigées par le test de
Dunnett. Une valeur de p < 0,05 est considérée signifi-
cative.

RESULTATS

Effets dépendants de la concentration
et de la fréquence de stimulation

Leffet le plus important du diphémanil méthylsul-
fate est d’allonger la durée du potentiel d'action
sans modifier notablement les autres parametres.
Un exemple représentatif des tracés recueillis sur
des fibres stimulées aux fréquences de 1 Hz et de
0.2 Hz est donné dans la figure 1. En situation
témoin, le ralentissement de 1 a 0,2 Hz de la fre-
quence de stimulation entraine un allongement de
la durée du potentiel d'action. En présence de
0.3 pM de diphémanil méthylsulfate, la durée de la

1 Hz 0,2 Hz

Fic. 1 - Exemple représentatif des effets du
diphémanil méthylsulfate appliqué a des
concentrations croissantes et cumulées sur
une fibre de Purkinje stimulée aux fré-
quences de 1 Hz et 0,2 Hz. Les courbes en
ointillé sont les courbes témoins (T). Les
ﬁéches indiquent une postdépolarisation pré-
coce se développant en fin de plateau du
potentiel d'action (le méme potentiel d'action
est montré a deux échelles de dilatation),
FiG. 1 - Representative example of the effects
of diphemanil methylsulfate applied at increa-
sing cumulative concentrations on a Purkinje
fibre stimulated at frequencies of 1 Hz and
0.2 Hz. The dotted lines are the control values
(T). The arrows indicate early post-depolarisa-
tions occurring at the end of the plateau phase
of the action potential ﬂthe same action poten-
tial is shown in two scales of dilatation).
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repolarisation s'allonge aussi bien a 1 Hz qu'a 0,2 Hz La figure 3 illustre graphiquement I'effet exercé par
et l'effet se majore avec les concentrations. A la le diphémanil méthylsulfate sur la durée du potentiel
concentration de 3 pM, le « coup de frein » a 0,2 Hz d'action. L'effet d'allongement augmente avec les
amplifie I'effet du diphémanil méthylsulfate et favo- concentrations. Il est significatif des la concentration
rise la survenue, a la concentration de 10 pM, de de 0,3 pM. Lorsqu'il atteint une intensité telle que les
postdépolarisations précoces. Celles-ci se dévelop- préparations ne répondent plus coup pour coup a la
pent en fin de plateau, de facon irréguliére d'un stimulation a 1 Hz, les valeurs de 800 ms et de
potentiel d'action a l'autre et d’'une préparation a 1 000 ms sont arbitrairement données aux DPA50 et
I'autre. Des postdépolarisations précoces ont été DPA9O respectivement (1 000 ms étant la valeur de la
ainsi observées dans 3 préparations sur 8 exposées a période de stimulation). Exprimé en pourcentage des
10 uM et dans toutes les préparations exposées a la valeurs témoin, I'effet du diphémanil méthylsulfate
concentration de 30 pM. Dans 5/8 fibres, I'allonge- s'exerce avec la méme intensité au niveau du plateau
ment de la repolarisation s'intensifie au point qu'un du potentiel d'action (illustré par la DPAS0) que de la
bloc 2/1 est observé aussi bien a 1 Hz qu'a repolarisation terminale (représentée par la DPA9O0).
0.2 Hz. Comme dans l'essai illustré par la figure 2, Cela indique que la vitesse de repolarisation n'est pas
les postdépolarisations deviennent multiples condui- modifiée par le diphémanil méthylsulfate, méme aux
sant a des activités rythmiques soutenues, sous fortes concentrations. Les autres parameétres du
forme d’oscillations d’amplitude croissante précé- potentiel d'action sont peu affectés par le diphémanil
dant la repolarisation compléte de la cellule. méthylsulfate (tableau l). On note une diminution de

0- / | \

lHZ gl L ] el ] e

200 ms 285
40 mV

0,2 Hz . 2

2.5 : 2.8

FiG. 2 - Postdépolarisations multiples se développant sous I'influence du diphémanil méthylsulfate (10 pM) sur une fibre de Purkinje de lapin sti-
mulée aux fré?uences de 1 Hz et de 0,2 Hz. Les artéfacts de stimulation sont signalés par un astérisque. Tracés du haut : deux potentiels d'ac-
tions consécutifs sont superposés, montrant I'apparition d'une postdépolarisation précoce unique indiquée Fur une fléche. La durée du potentiel
d'action est prolongée de fagon si intense qu'un bloc 2/1 est ogservé (tracé de droite). Tracés du bas : a la fréquence de 0,2 Hz, les postdépola-
risations multiples apparaissent comme une succession d'oscillations d'amplitude croissante, initiant une activité rythmique soutenue.
Fic. 2 - Muliipﬁe post-depolarisations occurring with diphemanil methylsulfate (10 yM) on rabbit Purkinje fibres stimulated at 1 Hz and 0.2 Hz. The
stimulation artefacts are shown by an asterisk. Top : two consecutive action potential superimposed, showing the appearance of a single early post-
epolarisation indicated by an arrow. The duration of the action potential is prolonged so much that 2/1 b?ock is observed (right). Bottom : during
0.2 Hz stimulation, multiple post-depolarisations appear as a succession of oscillations of increasing amplitude initiating sustained rhythmic activity.
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Fic. 3 - Effects of prolonged repolarisation induced by diphemanil
methylsulfate on rabbit Purkinje fibres. DPA 50 and DPA 90 : duration
of action potential measured at 50% and 90% of the repolarisation
expressed in ms (full symbols) and in percentage (empty symbols) of
control values ; n =6 ;* : p< 0.05.

FiG. 4 - Influence de la fréquence de stimulation sur les effets du
diphémanil méthylsulfate sur la durée du potentiel d'action mesurée
@ 90 % de la repolarisation de fibres de Purkinje de lapin. n = 6
dans chaque groupe ; * : p < 0,05 vs valeur témoin.

FiG. 4 - Influence of the Frequency of stimulation on the effects of
diphemanil methylsulfate on the duration of the action potential mea-
sured at 90% of the repolarisation of rabbit Purkinje fibres ; n= 6 in
each group ; * : p< 0.05 vs control.

I'amplitude du potentiel d'action, qui devient significa-
tive a la concentration de 10 uM et qui résulte d'une
diminution non significative du potentiel de repos

membranaire et de I'overshoot. La vitesse maximale faent fe 1 treauiencd de stmmaitade Ttz 2 U B

modifie peu I'effet d'allongement exercé par le diphé-

de dépolarisation subit un faible ralentissement qui,
aux fortes concentrations, reste inférieur a 10 % de la
valeur témoin et n'atteint jamais le seuil de significati-

manil méthylsulfate aux faibles concentrations com-
prises entre 0,1 et 1 pM. A la concentration de 3 pM, il
le renforce de facon inégale d'une fibre a I'autre mais

vite. I'amplifie de fagon considérable et dans toutes les

La figure 4 montre que la fréquence de stimulation fibres, a la concentration de 10 pM. En revanche sous
influence I'effet de prolongement de la repolarisation stimulation a la fréquence de 2 Hz, I'effet du diphéma-
induit par le diphémanil méthylsulfate. Le ralentisse- nil méthylsulfate sur la durée du potentiel d'action est

TABLEAU | — EFFETS DU DIPHEMANIL METHYLSULFATE SUR LES PARAMETRES DU POTENTIEL D' ACTION DE FIBRES DE PURKINJE STIMULEES A LA FREQUENCE DE 1 Hz

Témoins (6) Diphémanil pM

0,1 (6) 0,3 (6) 1(6) 3(4) 10 (¢) 30 (3)

PRM (mV) -91,8 -92,0 -91,5 -91,2 -91,3 -90,8 -90,0
+0,5 +0,4 +0,4 +0,5 +0,5 +0,5 +0,1

APA (mV) 124,3 124,7 124,0 122,8 1227 121,0* 120,7
+0,7 =015 +1.9 =2 +1,0 +0,7 +0,3
OS (mV) 32,5 32.7 32,5 31,7 313 30,2 30,7
+0,7 +1,0 +0,8 +0,7 +0,8 +0,5 +0,3
Vmax (V/s) 642 642 641 641 628 592 575
+34 +31 +28 +28 +30 +35 +62

APA : amplitude du potentiel d’action ; OS : overshoot ; PRM : potentiel de repos membranaire ; Vmax : vitesse maximale de dépolarisation ;
(n) : nombres de fibres ; * : p < 0,05 versus valeur témoin.
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moins marqué, bien qu'il reste cependant trés impor-
tant puisqu'il est significatif a la concentration de
1 uM et qu'aux concentrations de 10 pM et de 30 pM,
la DPA90 est augmentée de 42,8 + 5,4 % et 74.4 =
7.5 % respectivement. A cette fréquence de stimula-
tion, les autres parametres restent inchangés (ta-
bleau Il) excepté la Vmax qui, a ces mémes concentra-
tions de 10 uM et de 30 uM, est ralentie de facon
significative de 9,6 + 2,3 % et de 18,1 + 4,9 % respec-
tivement.

TABLEAU || — EFFETS DU DIPHEMANIL METHYLSULFATE
SUR LES PARAMETRES DU POTENTIEL D'ACTION DE FIBRES DE PURKINJE
STIMULEES A LA FREQUENCE DE 2 Hz

Témoin Diphémanil pM
1 3 10 30
PRM (mV) -91,6 -91,2 -91,5 -91,3 -90,8
+0,7 ®08 ®£07 - *09 1.0
APA (mV) 121,7 1222 1232 1223 1210
+1,9 e 20 7 R o =18
OS (mV) 30,5 310 1317 31,0 30.2
+1,2 100 10 == 18| £1.0
Vmax (V/s) 5l 500 481 463* © 416F
33 =34 36 #33 +30

APA : amplitude du potentiel d’action ; OS : overshoot ; PRM : poten-
tiel de repos membranaire ; Vmax : vitesse maximale de dépolarisa-
tion ;n=6;*:p < 0,05 versus valeur témoin.

Cinétiques d'installation et de retrait des effets du
diphémanil méthylsulfate

La figure 5 représente graphiquement I'évolution de
la durée du potentiel d'action de 5 fibres de Purkinje
stimulées a la fréquence de 1 Hz pendant les 60 min
d'exposition a la concentration de 10 pM de diphéma-
nil méthylsulfate et les 120 min de lavage des prépa-
rations qui ont suivi. Il apparait clairement que I'effet
du diphémanil méthylsulfate sur la repolarisation
s'installe progressivement et que I'état stable, a la
concentration étudiée, n'est pas atteint aprés une
heure d'exposition. De plus, l'effet d'allongement de la
repolarisation continue d'augmenter pendant les
15 premieres minutes de lavage, puis se maintient a
un niveau stable avant d'amorcer une réversion aprés
1 heure de retour en solution de Tyrode normal dans
une fibre et 2 heures dans les 4 autres fibres.

DISCUSSION

Cette étude démontre clairement que le diphémanil
meéthylsulfate exerce sur le potentiel d'action de fibre
de Purkinje de lapin, des effets de type antiaryth-
mique de classe Il « pur » selon la classification de
Vaughan-Williams. Ceux-ci se caractérisent par un
allongement de la durée du potentiel d'action, sans
modification significative des autres parametres du

DIPHEMANIL LAVAGE
1000 ~
800 -
g 600
<
a.
o
400 +1
200 T - - v T v - - v v - v
0 30 60 30 60 90 120
Temps (min)

Fic. 5 - Cinétiques d'installation et de retrait par lavage des effets
u diphémanil méthylsulfate sur la repolarisation de fibres de
Purkinje de lapin. Les fibres sont exposees @ 10 pM de difhéma-
nil méthylsulfate pendant 60 min puis lavées pendant 120 min.
Les résultats de chaque essai sont représentés par une courbe.
DPA90 : durée du potentiel d'action mesurée & 90 % de la repola-
risation.
FiG. 5 - Kinetics of installation and withdrawal by washout of the
effects of diphemanil methylsulfate on the repolarisation of rabbit Pur-
kinje fibres. The fibres were exposed to 10 pM of diphemanil methyl-
sulgote for 60 min and then washed out for szo minutes. The results of
each trial were represented by a graph. DPA 90 : duration of the
action potential measured at 9({% o?repo|orisoﬁon.

potentiel d'action. Cet effet de classe Il augmente
avec les concentrations et présente une fréquence-
dépendance inverse [17], caractérisée par une inten-
sité plus grande de I'effet d'allongement de la repolari-
sation a fréquence de stimulation basse et moins
d'effet aux fréquences rapides. Bien que les résultats
de cette étude ne puissent donner, a I'échelon mem-
branaire, le mécanisme de l'effet exercé par le diphé-
manil méthylsulfate, il est permis de rapprocher ces
observations des données rapportées dans la littéra-
ture avec des substances bloquant sélectivement une
conductance potassique « voltage-dépendante » et qui
présentent une fréquence-dépendance inverse des
effets d'allongement de la durée du potentiel d'action.
Le phénomene de fréquence-dépendance inverse a été
relié a une modulation du bloc selon le potentiel de
membrane ; si l'intensité du bloc est plus grande aux
potentiels de membrane plus négatifs, elle traduit une
affinité plus grande pour le site récepteur lorsque le
canal est fermé ou au repos [17]. Il donne lieu a une
vraie reverse use-dependence. C'est le cas par
exemple des effets exercés par la 4-aminopyridine, qui
bloque sélectivement la composante pente du courant
transitoire sortant (l,) et dont l'intensité des effets,
renforcée par les frequences basses, se trouve trés
diminuée par les fréquences élevées [18]. C'est égale-
ment le cas du sematilide qui bloque sélectivement la
composante rapide IKr du courant rectifiant retardé 1K
avec une affinité plus grande pour le canal a I'état de
repos [19]. Par contre, si I'affinité est plus grande pour
le canal activé, le bloc est use-dependent, plus puis-
sant aux potentiels de membrane peu négatifs ou
positifs, comme ce qui a été décrit avec le dofétilide ou
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I'almokalant, bloqueurs sélectifs du courant IKr [20,
21]. Pourtant ce bloc use-dependent au niveau du
canal n'a pas pour résultat, a I'échelon cellulaire, un
effet d'allongement de la repolarisation qui s'accroit
avec |'élévation de la fréquence, comme on pourrait s'y
attendre, mais une fréquence-dépendance inverse.
L'étude des cinétiques d'installation et de retrait du
bloc de IKr a permis de mieux comprendre cette dis-
cordance apparente : dans le cas de |'almokalant, la
constante de temps de l'installation du bloc est lente,
de l'ordre de une seconde et celle de sa levée tres
lente, voisine de 14 secondes [21] : le bloc peut se
développer avec une plus grande intensité aux fré-
quences basses ou la durée des potentiels d'action (en
particulier la durée du plateau) est longue, qu'aux fré-
quences rapides qui raccourcissent la durée du poten-
tiel d'action. Par ailleurs, la levée du bloc est d'autant
plus importante que la période de repos entre deux
potentiels d'action est grande. Si la diastole électrique
est insuffisante, le bloc reste maintenu et s'accumule
avec le temps.

Un certain nombre de travaux ont bien mis en évi-
dence qu'un effet d'allongement consécutif a un bloc
use-dependent peut se développer tres progressive-
ment si la fréquence de stimulation n'est pas rapide
(0,5 a 1 Hz), I'état stable étant alors atteint apres une
exposition prolongée [22-25]. Par contre, lorsque le
bloc s'exerce avec une reverse use-dependence, |'effet
est maximal aprés une période de repos (ou une
longue diastole) et décroit rapidement jusqu'a un état
stable qui s'établit en quelques minutes [24]. Nos
résultats montrent que sur des préparations stimu-
lées a la fréquence de 1 Hz, l'effet du diphémanil
meéthylsulfate sur la repolarisation s'intensifie avec le
temps c'est-a-dire avec le nombre de potentiels d'ac-
tion ; il n'a pas atteint un état stable aprés une heure
d'exposition. Ces observations apparentent le diphé-
manil méthylsulfate aux bloqueurs sélectifs de la com-
posante rapide du courant rectifiant retardé IKr et
sont compatibles avec I'hypothése d'un blocage sélec-
tif use-dependent de ce courant.

Un autre argument en faveur de cette hypothese
est le développement de postdépolarisations précoces,
qui apparaissent d'abord uniques, puis multiples, for-
mant des oscillations se développant avec une ampli-
tude croissante et induisant une activité rythmique
soutenue. Il est actuellement admis que deux condi-
tions essentielles sont requises pour la genése des
postdépolarisations précoces : (i) un allongement de la
repolarisation résultant d'une augmentation d'un ou
plusieurs courants entrants, de la diminution d'un ou
plusieurs courants sortants, ou des deux, et (ii) une
activation, dépendante du temps, d'un courant
entrant. Les postdépolarisations précoces se formant

DIPHEMANIL METHYLSULFATE ET REPOLARISATION CARDIAQUE

au niveau du plateau du potentiel d'action requierent
I'activation et/ou la réactivation de canaux calciques de
type L a des potentiels de membrane correspondant
au courant calcique de fenétre (calcium window cur-
rent) [26, 27]. Il est permis de penser que le diphéma-
nil méthylsulfate per se n'influence pas le courant cal-
cique de type L, au moins dans le sens d'une
diminution, mais que le maintien du potentiel de pla-
teau a des valeurs stables voisines de - 25 mV favorise
le courant calcique de fenétre.

L'hypothése d'une association forte entre I'apparition
de postdépolarisations précoces d'abord uniques puis
multiples, une majoration de la dispersion de la repola-
risation et la survenue de torsades de pointes a été
émise récemment dans une étude expérimentale réali-
sée chez le chien [28]. Cependant, I'évaluation du
risque proarythmique en clinique humaine par extrapo-
lation des faits expérimentaux ne peut étre raisonna-
blement basée sur la capacité d'une substance a
induire des postdépolarisations multiples. Elle doit
tenir compte des données pharmacocinétiques,
lorsque celles-ci sont disponibles. Dans le cas du diphé-
manil méthylsulfate, la concentration maximale plas-
matique est de 0,02 a 0.2 uM chez le nouveau-né et
I'enfant prématuré [29], ces valeurs étant plus basses
que les concentrations trouvées actives expérimentale-
ment. Cependant le volume de distribution est impor-
tant (de l'ordre de 200 | . kg'!) et sujet a de larges
variations interindividuelles (70 a 670 | . kg'!) [29].
Cette forte affinité tissulaire peut rendre les concentra-
tions expérimentales de diphémanil méthylsulfate tout
a fait pertinentes, si le rapport des concentrations
ceeur/plasma est élevé. Elle peut aussi expliquer que
dans nos essais, les effets du diphémanil méthylsulfate
sur la durée du potentiel d'action soient difficilement
réversibles par le lavage des préparations. D'un autre
coté, la littérature ne mentionne pas les voies métabo-
liques empruntées par le diphémanil méthylsulfate,
notamment la voie du cytochrome P4503A4 qui est
impliqué dans le métabolisme de nombreux médica-
ments, ce qui empéche une estimation éclairée des
interactions médicamenteuses possibles.

Néanmoins, les résultats de cette étude indiquent
que le diphémanil méthylsulfate peut étre rangé aux
cétés des médicaments « allongeurs » de la repolarisa-
tion cardiaque, dont la prescription est contre-indi-
quée chez les patients porteurs d'un syndrome de QT
long congénital. Par ailleurs son association avec
d'autres médicaments « allongeurs » comme le cisa-
pride dont les effets proarythmiques ont été mis en
évidence récemment aussi bien en clinique [30] qu'ex-
périmentalement [16] ne peut que renforcer le prolon-
gement de la repolarisation cardiaque et doit étre for-
tement déconseillée.

MOTS CLES : diphémanil méthylsulfate, fibre de Purkinje, effet de classe Ill, potentialité arythmogéne.
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EFFETS DU DIPHEMANIL METHYLSULFATE SUR LA PHASE PRECOCE
DE REPOLARISATION.

La Figure 26 illustre les effets du diphémanil méthylsulfate sur I’amplitude de la phase 1
(AP1). Elle montre que des concentrations croissantes de diphémanil méthylsulfate (0.1-30 pM;
n=6) ne modifient pas AP1 de facon significative. La plus forte concentration de diphémanil

méthylsulfate tend a diminuer AP1 mais cet effet n’atteint pas le seuil de significativité.

AP1 (mV)

55

45%-

355- M
o5 1+ 4+ 4 4+

c 1 3 1 3 10 30
Diphémanil [puM]

Figure 26: Effets de concentrations croissantes de diphémanil
méthylsulfate sur I’amplitude de la phase 1 (AP1) de potentiels d’action de
fibres de Purkinje de lapin.

Nos résultats montrent que les concentrations croissantes de diphémanil méthylsulfate ne

modifient pas la phase précoce de repolarisation des potentiels d’action. Ceci suggere que le
courant chlore calcium-dépendant I, et le courant calcique de type lent Ic,;, ne sont pas

modifiés par le diphémanil méthylsulfate aux concentrations testées. En revanche, les effets
d’allongement importants de la phase 2 de repolarisation des potentiels d’action induits par le

diphémanil et sa capacité a induire des EAD et des activités rythmiques soutenues sont en faveur

d’une diminution de la composante rapide I, du courant rectifiant retardé I,..
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3) Evaluation de la potentialité arythmogéne de la sparfloxacine:

Articlen®4:  Adamantidis MM, Dumotier BM, Caron JF, Bordet R.
Sparfloxacin but not levofloxacin or ofloxacin prolongs cardiac repolarization in
rabbit Purkinje fibers.
Fundam Clin Pharmacol 1998; 12: 70-76.

Des effets d’allongement de la repolarisation ventriculaire ont été rapportés chez des
patients volontaires sains (Demolis et coll., 1996) ayant recu des doses thérapeutiques de
sparfloxacine (ZAGAM®). Ce médicament est un antibiotique appartenant & la famille des
fluoroquinolones. D’ autres représentants de cette famille chimique ne possédent pas la propriété
d’allonger I'intervalle QT de I’ECG. Expérimentalement, la sparfloxacine allonge I’intervalle
QT de PECG de chiens traités pendant plusieurs semaines par des doses subthérapeutiques de
ce médicament (lida et coll., 1991). L’augmentation de I’intervalle QT est un facteur
prédisposant a la survenue de Torsade de Pointes, surtout lorsqu’il est accompagné d’un
déséquilibre ionique (Morganroth, 1993). Afin d’évaluer la potentialité arythmogeéne de la
sparfloxacine, nous avons étudi€ ses effets électrophysiologiques sur des potentiels d’action de
fibres de Purkinje de lapin. Nous les avons comparés a ceux de médicaments appartenant a la

méme famille thérapeutique, I’ofloxacine et son isomere optique S(-), la Iévofloxacine.
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Sparfloxacin but not levofloxacin or ofloxacin prolongs cardiac
repolarization in rabbit Purkinje fibers

MM Adamantidis, BM Dumotier,
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Laboratoire de Pharmacologie, Faculté de Médecine; *Centre Régional de Pharmacovigilance, CH & U de Lille,
1 Place de Verdun, 59045 Lille cedex, France

(Received 5 August 1997; revised 9 September 1997; accepted 10 October 1997)

SUMMARY - Sparfloxacin, a fluoroquinolone antibacterial, has been reported to prolong cardiac repolarization in some patients. In this
study, we have investigated the in vitro cardiac electrophysiological effects of two other fluoroquinolones, levofloxacin and ofloxacin, and
compared them with those exerted by sparfloxacin. Cardiac action potentials have been recorded from rabbit Purkinje fibers using
conventional glass microelectrodes. The influence of a sudden decrease in stimulation rate on repolarization is examined. It is found that
ofloxacin and levofloxacin (1-100 M) do not alter the action potential parameters even at a concentration as high as 100 M. The stimulation
rate is without effect on repolarization. On the contrary, sparfloxacin (1-100 uM) lengthens concentration-dependently the duration of action
potential, this effect being significant from the concentration of 10 #M. A non significant decrease in maximal rate of rise of phase 0
depolarization was observed at the concentration of 100 uM. Under low stimulation rate, the sparfloxacin-induced prolonging effect was
magnified and early afterdepolarizations occurred in one of seven fibers from the concentration of 30 uM and in four other fibers at the
concentration of 100 uM. These results suggest that levofloxacin and ofloxacin had no effect on cardiac cellular electrophysiology whereas
sparfloxacin exerts pure class III electrophysiological effects, which can explain the prolongation of QT interval observed clinically in some

patients and might become arrhythmogenic in the presence of other predisposing factors. © 1998 Elsevier, Paris.

levofloxacin / ofloxacin / sparfloxacin / cardiac Purkinje fibers / repolarization / early afterdepolarization

INTRODUCTION

Levofloxacin, an oral fluoroquinolone agent with a
broad spectrum of antibacterial activity is the optical
S-(-) isomer of the racemic compound ofloxacin. In
vitro it has been found twice as potent as ofloxacin
and in clinical trials, oral levofloxacin at half daily
dosage of ofloxacin showed equivalent efficacy and a
reduced incidence of adverse effects [10]. Sparfloxa-
cin is another oral fluoroquinolone which presents
marked chemical differences from ofloxacin and an
improved activity against resistant strains of Gram-
positive organisms (particularly Streptococcus pneu-
moniae). Although the currently available fluoroqui-
nolones share in common a range of adverse drug
reactions and drug interactions [21], sparfloxacin has
been shown to increase the duration of the QT interval
when administered at subtoxic dosage in dogs [18]
and at therapeutic dosage in humans [11].
Prolongation of the QT interval may be responsible
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for arrhythmogenic effects such as torsades de pointes
particularly if predisposing factors such as congenital
long QT syndrome, bradycardia, hypokalemia and/or
hypomagnesemia are present [23, 28, 30]. There is
wide agreement among investigators that QT prolon-
gation and torsades de pointes are somehow related to
electrophysiological alterations in cardiac action
potential, namely a lengthening in repolarization
phase and beyond triggered activity brought about by
early afterdepolarizations (EADs) [8, 15, 16, 31].
Most pharmacological agents capable of prolonging
the QT interval appear capable of causing torsades de
pointes. In our experience, EADs and triggered activ-
ity have been actually observed in rabbit Purkinje
fibers exposed to a number of noncardiotropic drugs
that had been associated with prolonged QT interval
and torsades de pointes [1, 2, 3, 27].

The drug-induced lengthening in repolarization has
been shown to exhibit reverse rate-dependence, that is
more prolonging effect at low stimulation rate [14, 17,
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25]. In addition several studies have provided evi-
dence that the incidence of EADs and subsequent trig-
gered activity is precipitated by low stimulation rates,
low extracellular potassium or magnesium and that
they arise more likely in Purkinje fibers than in ven-
tricular muscle [9, 12, 26, 31].

Sparfloxacin has been briefly reported to prolong
action potential duration in guinea-pig papillary mus-
cle [24] but its effects in Purkinje fibers have never
been investigated. To our knowledge, ofloxacine and
levofloxacin have not been associated with clinical
reports of cardiac adverse effects and their influence
on cardiac electrogenesis is unknown. Our purpose
was to test the hypothesis that the cellular electro-
physiological effects of these three fluoroquinolones
allow the same discrimination as that given by clinical
observation, ie, the lack of cardiac adverse effects of
levofloxacin and ofloxacin and the ability of sparflox-
acin to prolong QT interval. Therefore we have com-
pared the effects of the three fluoroquinolones on
action potentials recorded from rabbit Purkinje fibers
and evaluated the influence of low stimulation rate on
their concentration-dependent effects.

MATERIALS AND METHODS
Isolated Purkinje fibers

All experiments have been performed in accordance with
the official recommendations of the French Ministry of
Agriculture. New Zealand white rabbits of either sex
(1.5-2 kg) were killed by cervical dislocation and exsangui-
nated. Their hearts were quickly excised and placed in
potassium- and glucose-enriched Tyrode’s solution (in mM:
NaCl 108.2; KCI 27; CaCl, 1.8; MgCl, 1; NaH,PO, 1.8;
NaHCO, 25; glucose 55; pH 7.35 £ 0.05) oxygenated
(95% O,-5% CO,) at a temperature of about 32 °C. The left
ventricle was opened through an incision into the anterior
interventricular groove. Purkinje fibers still attached to the
ventricular muscle were carefully dissected and pinned to
the silicone base of the experimental chamber (2 mL). The
pins were exclusively placed in ventricular muscle to avoid
stretching of the Purkinje fibers. The preparations were
superfused for 30 min, at a flow rate of 2 mL/min with the
above-described solution maintained at 36.5 £ 0.5 °C. Then
the superfusate was switched to normal Tyrode’s solution
whose composition was as follows (in mM): NaCl 108.2;
KCl 4; MgCl, 1; NaH,PO, 1.8; CaCl, 1.8; NaHCO0, 25;
glucose 11. The preparations were electrically stimulated by
rectangular pulses of 1 ms with a frequency of 120 pulses
per min (ppm) and an intensity 1.5 times the diastolic
threshold. Pulses were delivered by a stimulator (JSI 0198
Beerse, Belgium) through a bipolar Teflon-insulated (except
at the tip) stainless-steel electrode. After 30 min at least, the
stimulation frequency was turned to 60 ppm.
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Action potential recordings

Transmembrane action potentials (APs) were recorded using
3M KCl glass microelectrodes with a tip resistance of 10-15
megohms, which were coupled with an Ag-AgCl bath elec-
trode and connected to an impedance amplifier (WPI model
750, New Haven, CT, USA). Transmembrane action poten-
tials were displayed on an oscilloscope with numerical
memory (Gould DSO 1602, Valley View, OH, USA), ana-
lyzed by an external computer system (Datapac, Bio-Logic,
Claix, France) and stored on a digital magnetic tape recorder
(DTR 1200, Bio-Logic) which, after each experiment,
allowed display on paper recordings (Gould TA 240) of the
occurrence and development of electrical abnormalities. The
following parameters were measured: resting membrane
potential (RMP), action potential amplitude (APA) and
overshoot (OS), maximal rate of depolarization (Vmax) and
AP duration at 50% and 90% of repolarization (APD50 and
APD90 respectively). Equilibration period lasted 2 hours at
least.

Experimental protocol and action potential
measurements

After stabilization and before the experiment was started,
the stimulation frequency was reduced from 60 ppm to
12 ppm for 2 min, then returned to 60 ppm. This maneuver
was aimed to examine the influence of a low rate of stimula-
tion on action potential characteristics and to verify the
absence of abnormality in repolarization, such as EADs.
Then, the studied drug was added to the Tyrode’s solution at
increasing cumulative concentrations, each concentration
being tested for 30 min. The stimulation rate was 60 ppm
except between the 20th and the 22nd minute, when the
frequency was reduced to 12 ppm then switched back to
60 ppm. Thus the drug effects were evaluated at low stimul-
ation rate which otherwise facilitated the development of
EADs and subsequent triggered activities.

Action potential parameters were measured after 15 min
and 30 min of each concentration superfusion and at the end
of the 2 min-stimulation at 12 ppm. Only the results
obtained when the impalement was maintained in the same
cell throughout the experiment, have been considered for
quantitative evaluation.

Drugs

Stock solutions (10 mM) of ofloxacin, levofloxacin or spar-
floxacin were made up daily and later diluted to the desired
concentration for superfusion. Ofloxacin and levofloxacin
were dissolved in Tyrode’s solution. Sparfloxacin was dis-
solved as followed: 3.92 mg were dissolved in 450 L dim-
ethylsulfoxide (DMSO) then 550 uL Tyrode’s solution were
added to give a final concentration of 10 mM. This solution
was protected from the light. The influence of this vehicle
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Fig 1. Representative example of the prolonging effects exerted by
sparfloxacin on repolarization in action potentials recorded from a
rabbit Purkinje fiber stimulated at 60 and at 12 pulses per min
(ppm). Control drug-free action potentials are superimposed in dot-
ted line. See how the low stimulation rate of 12 ppm magnifies the
prolonging effect recorded at 60 ppm. The arrows indicate early
afterdepolarizations which developed at the end of the plateau and,
in the presence of 100 uM sparfloxacin, appeared as oscillations of
increasing amplitude.

on the electrophysiological parameters was tested in three
experiments at concentrations corresponding to those used
in sparfloxacin experiences.

Evaluation of data

The results have been expressed as means + standard error
of the mean (SEM). Comparisons vs control were performed
statistically using an analysis of variance for repeated meas-
ures completed by the corrected Dunnett’s ¢-test. P < 0.05
was considered significant.

RESULTS

A representative example of sparfloxacin effects on
the profile of rabbit Purkinje fiber is given in figure 1.
It clearly shows that sparfloxacin induced a concentra-
tion-dependent lengthening in action potential dura-
tion which appeared already at plateau level and was
strongly more marked at 12 ppm as compared to that
observed at 60 ppm. In addition, at the concentrations
of 30 uM and 100 uM sparfloxacin, the low rate of 12
ppm facilitated the development of single then multi-
ple EADs at the end of the plateau.

The prolonging effect was also observed in six
other fibers (figure 2). The increase in APD50 and
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Fig 2. Concentration-dependent effects induced by spartloxacin on
action potential duration in rabbit Purkinje fibers stimulated at the
rate of 60 pulses per min. Measurements have been performed after
15 min (dotted lines) and 30 min (solid lines) of exposure to the
drug. APD50 and APD90: action potential duration at 50% and
90% of repolarization, respectively. Data are mean + SEM (n = 7);
* P <0.05 versus drug-free (0) values.

APDO90 became significant from the concentration of
10 uM sparfloxacin. At the stimulation rate of 60
ppm, this concentration of 10 uM prolonged APD50
and APD90 by about +19%. At the high concentration
of 100 uM, the prolonging effect on APD50 and
APD90 reached +103% and +106% from control val-
ues, respectively. Furthermore, figure 2 shows that for
each sparfloxacin concentration, the lengthening of
action potential duration was already well-developed,
nearly the steady state, after 15 min of exposure to the
drug. Concomitantly (table I), the highest concentra-
tion tested induced a significant decrease in action
potential amplitude, overshoot and Vmax.

Decreasing stimulation rate from 60 ppm to 12 ppm
enhanced the prolonging effect exerted by sparfloxa-
cin (fig 3). Thus 10 uM sparfloxacin increased
APDS50 and APD90 by +49% and +45% from control
values, respectively. In addition, early afterdepolariza-
tions developed from the concentration of 30 uM in
one of seven fibers (as shown in figure 1) and in four
of seven other fibers, they occurred at the concentra-
tion of 100 M.
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Table I. Comparative effects of levofloxacin, ofloxacin, sparfloxacin and its vehicle (diluted at the respective corresponding concentrations)
on action potential parameters recorded in rabbit Purkinje fibers stimulated at the frequency of 60 pulses per min.

Concentrations (WM)

0 / 3 10 30 100
Levofloxacin
n=17
RMP (mV) -90.9+0.5 -909+0.3 -90.6 0.3 -91.0£0.3 -90.9+0.5 -909=+0.3
APA (mV) 124.0 £ 0.9 124.0 £ 0.9 1239+ 0.9 1244 + 0.8 1240 % 1.1 123.0+ 1.0
OS (mV) 33100 33.1 £0.7 333 +.0:7 33.4+0.6 33.1+0.6 32.1+£09
Vmax (V/s) 5344 +29.2 5284 £24.7 524.1 £ 309 5124 +28.5 507.1 £33.3 496.3 +37.8
Ofloxacin
n=17
RMP (mV) -91.4+0.65 -91.3+0.75 -91.4+0.69 -91.3+£0.57 -91.4+0.57 -91.4+048
APA (mV) 126.1 £0.94 126.3 +£0.75 126.0 £ 1.07 126.0 £ 0.87 126.0 £ 0.76 126.0 £ 0.82
OS (mV) 34.7+0.36 35.0+0.31 346 +£0.31 34.7 £0.57 34.6+043 34.6£043
Vmax (V/s) 512.3£83.5 521.0 £ 50.1 516.4 +33.8 516.1 £43.1 455.6 £21.2 447.0 £ 26.7
Sparfloxacin
n==6
RMP (mV) -91.8+0.5 -922+0.6 -91.8+0.8 -91.8+0.8 -91.7+£0.7 -90.8+0.5
APA (mV) 1258 1.1 1262+ 1.3 1257+ 1.6 1253+ 1.7 1242+ 1.5 1212 + 1.3
OS (mV) 34.0+0.7 34.0+0.8 33.8+0.8 335 + 1.0 32.5+09 303 £ 1.0%
Vmax (V/s) 4783 +21.5 4835+ 18.2 476.0 = 19.5 468.5%15.0 441.2+99 4162 & 15.5*
Vehicle
n=3
RMP (mV) -92.7+0.7 -93.0+£0.6 -927+09 -92.7+£09 -923+1.2 -923+0.7
APA (mV) 12735015 127. 7% 1.5 1267 £ 1:5 125.7+24 125.0+ 2.0 1253 £2.1
OS (mV) 34709 34709 34.0+£0.6 33.0x1.5 32.7+09 33.0/= 2.1
Vmax (V/s) 509.3 £42.9 507.0+41.4 504.7 £ 48.1 496.0 £ 46.2 493.7 £57.2 4943 £55.0

RMP: resting membrane potential; APA: action potential amplitude; OS: overshoot; Vmax: maximal rate of depolarization. * P < 0.05 vs

control (0).

In the three control experiments, concentrations of
vehicle corresponding to each sparfloxacin dilutions
also induced a decrease in action potential amplitude
and overshoot, but Vmax remained unchanged at the
highest concentration (table I). Interestingly, action
potential duration was not affected at 90% repolariza-
tion and was rather slightly decreased at plateau level
(figure 3). Thus, this indicates that vehicle does not
participate to the prolonging effect of sparfloxacin on
action potential duration.

By contrast, levofloxacin and ofloxacin were found
devoid of significant electrophysiological effect in
rabbit Purkinje fibers. Only a slight decrease in Vmax
was observed with both levofloxacin and ofloxacin
but significance threshold was not reached even at the
high concentration of 100 uM (table I). Interestingly
action potential duration was not affected by these
drugs as illustrated in figure 4 which shows graphi-
cally the effects of levofloxacin and ofloxacin on
APDS0 and APD90 in Purkinje fibers stimulated at
12 ppm and 60 ppm respectively. It clearly highlights
the contrast between the lack of prolonging effect
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with levofloxacin and ofloxacin on APD and the pro-
longing effect induced by sparfloxacin.

DISCUSSION

The present results provide evidence that neither levo-
floxacin nor ofloxacin did influence the electrical activ-
ity recorded from rabbit Purkinje fibers, even at con-
centrations as high as 100 uM. In contrast, sparfloxacin
lengthened dose-dependently the action potential dura-
tion without noticeable modification of other parame-
ters except a decrease in action potential amplitude at
the highest concentration tested (100 gM). Thus in our
experiments, moderate concentrations (less than
30 uM) of sparfloxacin exerted typical class III effects
(according to the classification of antiarrhythmic drugs
from Vaughan-Williams). As currently observed with
other drugs which exert pure class III effects, the abrupt
decrease in stimulation rate exaggerated the prolonging
effect on APD induced by sparfloxacin and favored the
development of abnormalities in repolarization such as
early afterdepolarizations.
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Fig 3. Concentration-dependent effects induced by sparfloxacin and
its vehicle on action potential duration in rabbit Purkinje fibers sti-
mulated at the rate of 12 pulses per min. For comparison, sparfloxa-
cin effects collected at 60 ppm are indicated in dotted line. APDS50
and APD90: action potential duration at 50% and 90% of repolari-
zation, respectively. Data are mean £ SEM; n = 7 in sparfloxacin
group; n = 3 in vehicle group; * P < 0.05 versus drug-free (0)
values.
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Fig 4. Concentration-dependent effects induced by levofloxacin and
ofloxacin on action potential duration in rabbit Purkinje fibers sti-
mulated at the rate of 60 ppm (solid symbols) and of 12 ppm (open
symbols). APD50 and APD90: action potential duration at 50% and
90% of repolarization, respectively. Data are mean £ SEM (n =7
fibers in each group); * P < 0.05 versus drug-free (0) values.

Such “pure” class III effect has been widely
reported to result from either a reduction in the avail-
ability of K+ currents that contribute to repolarization,
an increase in the availability of inward Ca2* current,
a delay in the Na* current inactivation and/or an
increase in the contribution of electrogenic current
generated by the Nat-Ca2+ exchanger [4, 32]. The
present study does not allow to draw precisely the

126

ionic mechanisms underlying sparfloxacin effects.
However the generation of EADs clearly indicates an
imbalance between inward and outward currents lead-
ing to failure of membrane repolarization and may
likely correspond to a reduction of net outward cur-
rent in the presence of a residual inward current.

These results are in agreement with the study from
Nakatsuji et al [24] who found a prolonged repolariza-
tion time in intracellular recordings from guinea-pig
papillary muscle. In addition they fit well with the
observations of QT prolongation after four-week oral
sparfloxacin in Beagle dogs [18] and in healthy volun-
teers receiving a single oral dose of sparfloxacin [11].
In addition, in the latter study, it was indicated that
Escande [personal communication] had found K+
channel blocking effects in rat cardiac myocytes
exposed to high concentrations of sparfloxacin, which
altered non specifically the transient outward current,
the delayed rectifier and the inward rectifier current.

It is now well-elaborated that EADs constitute the
trigger mechanism for the initiation of torsades de
pointes. A great number of studies have demonstrated
that all conditions known to predispose to torsades de
pointes in patients are also known to induce EADs in
the experimental settings such as bradycardia, low
potassium and/or low magnesium concentrations [8,
12,9, 31, 16], cardiotropic and noncardiotropic drugs
[1, 2, 3, 6]. In a recent report, El-Sherif et al [13] dem-
onstrated in a canine model of polymorphic ventricu-
lar arrhythmias that the initiating beats actually origi-
nated from EADs presumably arising in
subendocardial Purkinje fibers. The conclusion that
EADs are responsible for initiation of polymorphic
arrhythmias was also provided by Asano et al [5] in a
model of optical mapping of isolated rabbit hearts.

The major problem in interpreting such experimental
results lies in their clinical relevance. A careful scrutiny
of pharmacokinetic properties of the drugs gives useful
information to evaluate reliably their arrhythmogenic
potential. It should be taken into account not only the
plasma concentrations of drugs in man but also the
apparent volume of distribution which expresses tissue
distribution, the metabolic pathways and the mode of
elimination. The threshold concentration for significant
prolongation of action potential in vitro may be lower
than peak plasma concentrations but tissue concentra-
tions may exceed those in plasma if the drug accumu-
lates in the heart muscle, this rendering relevant the in
vitro concentrations. This has been inferred in the
arrhythmogenic potential of therapeutic doses of the
macrolide antibiotics erythromycin [29] and the antihis-
tamine astemizole that has been found to accumulate (up
to 400-fold) in animal cardiac tissues [20]. Because a
large volume of distribution may correspond to an
important tissue fixation, this pharmacokinetic parameter
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is meaningful in the clinical assessment of experimental
studies. Another essential factor is the interference with
the oxidative metabolism of numerous drugs by the
hepatic cytochrome P450 isoenzymes. Genetic polymor-
phism has been described for several isoenzymes (eg,
P4502D6) whereas other common isoforms (eg,
P4503A4) are not polymorphic but show highly variable
expression in man. Genetic defect or inhibition by agents
can lead to high plasma levels of the parent compound
and may predispose to ventricular tachyarrhythmias. For
example concomitant therapy with ketoconazole and
erythromycin has been reported to increase the risk of
QT prolongation or torsades de pointes in patients
receiving the antihistamine terfenadine [7].

The mean plasma concentrations after single [11] or
multiple [22], oral doses of sparfloxacin ranged from
1 to 4 uM, that is somewhat lower than those of 5 to
8 uM reported with levofloxacin and ofloxacin [10].
But sparfloxacin has an apparent volume of distribu-
tion 3 to 4 times higher than that of levofloxacin and
ofloxacin (4-6 L/kg versus 1.1-1.3 L/kg) but the
affinity for cardiac tissue remains unknown [22]. Lev-
ofloxacin and ofloxacin undergo limited metabolism
and are mainly excreted unchanged in the urine. Spar-
floxacin is largely metabolized in glucuronide deriva-
tive but no metabolism by oxidative mechanisms
dependent on cytochrome P450 enzymes has been
detected [22]. The pharmacokinetic parameters for
sparfloxacin indicate that the observed effects in vitro
at the concentration of 10 uM can be considered as
clinically relevant and that the abnormalities in repo-
larization which occurred at higher concentration and
lower stimulation rate, cannot be entirely ruled out as
possible cause of ventricular arrhythmias in patients
with other predisposing factors (congenital long QT
syndrome, electrolyte imbalance, concomitant medi-
cation known to prolong QT interval). Interestingly,
the present results lead to quite similar conclusions as
those recommended by the Independent International
Safety Board for sparfloxacin effects [19].

This study emphasizes how the investigation of the
electrophysiological effects of a drug during preclini-
cal development before its first administration in
healthy volunteers can advise on a design of relevant
clinical trials or future studies.
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EFFETS DE LA SPARFLOXACINE, DE LA LEVOFLOXACINE ET DE
L’OFLOXACINE SUR LA PHASE PRECOCE DE REPOLARISATION.

Les effets de concentrations croissantes de sparfloxacine, de lévofloxacine et
d’ofloxacine sur I’amplitude de la phase 1 (AP1) sont représentés dans la Figure 27. Les
résultats montrent que la sparfloxacine (0-100 pM, n=7), la 1évofloxacine (0-100 pM, n=7) et
I’ofloxacine (0-100 pM, n=7) ne modifient AP1 de fagon significative, méme aux plus fortes

concentrations.
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Figure 27 : Effets de concentrations croissantes de sparfloxacine (S),
d’ofloxacine (O) et de lévofloxacine (L) sur D’amplitude de la phase 1 de

repolarisation (AP1) de potentiels d’action de fibres de Purkinje de lapin.

Nos résultats montrent que les concentrations croissantes de sparfloxacine, de

1évofloxacine et d’ofloxacine ne modifient pas la phase précoce de repolarisation des potentiels

d’action. IIs suggerent que le courant chlore calcium-dépendant L, et le courant calcique de type

lent I,;, ne sont pas modifi€s par ces médicaments. En revanche, Peffet d’allongement

importants de la phase 2 de repolarisation des potentiels d’action induit par la sparfloxacine,

sans modification notable de la phase précoce de repolarisation sont en faveur d’une diminution

de la composante rapide I du courant rectifiant retardé Iy par ce médicament.
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IIT - CINETIQUES D’INSTALLATION ET DE RETRAIT DES EFFETS
DU CISAPRIDE SUR LA DUREE DES POTENTIELS D’ACTION DE
MYOCARDE VENTRICULAIRE DE LAPIN:

L’allongement de la repolarisation induit par le cisapride, plus marqué aux basses
fréquences qu’aux hautes fréquences de stimulation (fréquence-dépendance inverse) a favorisé
’apparition d’anomalies de la repolarisation de type EAD dans les fibres de Purkinje de lapin.
Pourtant, aux fortes concentrations, 1’effet est si puissant que méme une stimulation a fréquence
rapide ne permet pas de retrouver une réponse 1/1 a la stimulation de 1 Hz ou de 0.2 Hz.

Des études réalisées en patch-clamp ont mis en évidence les effets puissants de blocage
du cisapride sur la composante rapide du courant rectifiant retardé I, de myocytes ventriculaires

de lapin (Carlsson et coll., 1997) et de cobaye (Drolet et coll., 1998) et sur le courant porté par
le canal cloné HERG (Mohammad et coll., 1997; Rampe et coll., 1997). Elles ont souligné que

Iintensité des effets du cisapride est comparable a celle du dofétilide. Cependant, la littérature
ne mentionne pas les effets de blocage du courant rectifiant dans le sens entrant Iy, par ce
médicament. Par ailleurs, des études expérimentales ont bien mis en évidence le blocage « use-
dependent » du canal I, exercé par le dofétilide, c’est-a-dire un blocage du canal qui augmente

avec les dépolarisations successives (Carmeliet, 1992; 1993). Nous avons tenté¢ de mieux
comprendre les cinétiques d’installation des effets du cisapride sur la durée des potentiels
d’action en les comparant avec celles des bloqueurs des courants potassiques dont les propriétés
sont désormais bien établies. Pour cette étude, nous avons utilisé un protocole, réalisé sur du
ventricule de lapin, alternant des périodes de quiescence et des périodes de stimulation réguliére.

Nous avons également évalué les effets du cisapride sur le courant rectifiant dans le sens entrant

I,. Cette étude a fait ’objet d’un projet de publication, & soumettre au Br J Pharmacol
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Introduction:

The gastrointestinal prokinetic agent cisapride (Propulsid) is a benzamide derivative that
is widely prescribed for the treatment of gastroparesis and gastroesophageal reflux disease
(Wiseman and Faulds, 1994). In a few past years, a number of reports have appeared
associating cisapride use with QT interval prolongation and development of polymorphic
ventricular tachycardia so-called torsades de pointes (Ahmad and Wolfe, 1995; Bran et al.,
1995; Lewin et al., 1996; Wisowski and Bacsanyi, 1996) and our laboratory was the first to
demonstrate experimentally that clinically relevant concentrations of cisapride induced a
prolongation of the action potential duration (APD) and caused the development of early
afterdepolarisations (EADs) in isolated rabbit Purkinje fibres (Puisieux et al., 1996). More

recently cisapride has been found to concentration-dependently block the rapid component of
the delayed rectifier K* current (Iy,) measured in single ventricular myocytes isolated from

rabbit (Carlsson et al., 1997) or from guinea-pig (Drolet et al., 1998). Furthermore cisapride

was shown to display specific, high affinity block of the human ether-a-go-go-related gene
(HERG) human cardiac K* channel that expresses the delayed rectifier current I, in both

human atria and ventricle (Mohammad et al., 1997; Rampe et al., 1997). The potency of
cisapride effects on the HERG channel was similar to that observed for the class III

antiarrhythmic agent dofetilide.
The voltage-dependent transient outward I, and delayed rectifier Iy potassium channels

and open during depolarization and close at diastolic potential. If a drug binds preferentially to
potassium channel in the closed state, i.e exerts a reverse use-dependent block of the channel,
the full APD prolonging effect is expected already on the first action potential elicited after
prolonged quiescence at the resumption of regular stimulation. By contrast, if drug binding

occurs on the channel in the open state, APD prolonging effect is expected to develop

increasingly during repetitive stimulation, as it was demonstrated for dofetilide on Iy, the rapid

component of Iy (Carmeliet, 1992). Thus, in the aim to estimate cisapride interaction with

potassium channel, we studied using standard microelectrode, its time course effect on APD
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after rest and during regular stimulation in rabbit ventricular muscle. Cisapride effects were

compared with those of (i) 4-aminopyridine (4-AP), a selective blocker of I, the calcium-
independent component of I, (Campbell et coll., 1993), (ii) dofetilide, a selective blocker of I,
(Carmeliet, 1992), (iii) terikalant, which has been demonstrated to block I (Jurkiewicz et
coll., 1996) but also the inward rectifier potassium current I, (Escande et coll., 1992). In

addition, the electrophysiologic effects of cisapride on the inward rectifier K™ current I, were

evaluated using patch-clamp technique on rabbit ventricular myocytes.

Methods:

Electrophysiologic studies performed on rabbit ventricular muscle strips

Experiments were performed with tissues from New Zealand white rabbits (1.5-2.0 kg)
obtained from Charles Rivers (Le Plessis-Robinson, France) in accordance with the official
recommendations of the French Ministry of Agriculture. Rabbits were killed by cervical
dislocation and exsanguinated. The thorax was opened and the hearts removed rapidly and
placed in a Tyrode solution of the following composition (mM) : NaCl 108.2; KCI 4; CaCl,
1.8; MgCl, 1; NaH,PO, 1.8; NaHCO, 25; glucose 11; pH 7.35 + 0.05, gassed with carbogen
(95% O,, 5% CO,). Ventricular strips (3 mm long, 2 mm wide, 0.5 mm thick) were dissected
out from the left ventricular free wall and mounted, endocardium upward, in an organ bath
maintained at 36.5 +0.5°C. They were superfused at a constant rate (2.5 ml min') by the
Tyrode solution and paced at 1 Hz with square wave pulses of 1ms duration and 1.5 times
threshold voltage delivered through a bipolar Teflon-insulated (except at the tip) stainless-steel
electrode using UHS 20 Biotronik stimulator. Preparations were allowed to equilibrate for 2
hours at 1 Hz then the stimulation frequency was reduced from 1 Hz to 0.5 Hz.

Transmembrane action potentials were recorded using conventional glass

microelectrodes filled with 3 M KCl and having tip resistances of 10-20 M, coupled with an
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Ag-AgCl bath electrode and connected to an impedance amplifier (VF 102 Bio-Logic). Action
potentials were viewed on an oscilloscope (Gould DSO 1602), analysed by an external
computer system (Datapac, Bio-Logic) and stored on a magnetic digital tape recorder (DTR
1202, Bio-Logic) which, after each experiment, allowed to display on paper recordings (Gould
TA 240) action potential profiles and electrical abnormalities (e.g. EADs). The following
parameters of action potential (AP) were measured ; resting membrane potential (RMP), action
potential amplitude (APA), maximal rate of depolarisation (Vmax) and action potential duration

at 30 %, 50% and 90% of repolarisation (APD30, APD50, APD90 respectively).

Stimulation protocol

After stabilization, four rest periods of 20 min were intercalated in the regular
stimulation at 0.5 Hz. The first pre-drug rest period was followed by 10 min of regular
stimulation, this giving the "control" post-rest adaptation of AP duration after quiescence. Then
stimulation was interrupted for the second rest period and during this period, the preparations
were exposed to the studied drug. The basal stimulation was resumed for 40 min, under drug
exposure, this constituting the "wash-in" post-rest period. A third period of quiescence was
introduced, the drug being maintained in the superfusate, and was followed by 10 min of
regular stimulation at 0.5 Hz considered as a "steady-state" post-rest period. Finally the drug
was withdrawn from the superfusate just at the onset of the fourth rest period, followed once
more by a"wash-out" post-rest period of 10 min of stimulation.

The time course of the changes in AP duration after resuming stimulation was evaluated
by analyzing the 15 first action potentials that followed each post-rest period then the action
potentials regularly recorded and identified by their running number, thus the APD values
measured during the "wash-in, the "steady-state" and the "wash-out" periods were time-

matched with the "control" ones.
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Drugs /reagents

Stock solutions (10 mM) of cisapride, 4-aminopyridine (4-AP), dofetilide or terikalant
were made up daily and later diluted in Tyrode solution for the desired concentration. Cisapride,
dofetilide and terikalant were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) and 4-AP in Tyrode
solution. In three time-matched experiments, it has been verified that the upper concentration of
DMSO used in the Tyrode solution (0.1 per 1000 expressed as vol/vol) was without effect on
action potential parameters. Cisapride has been gently supplied by Hoechst Marion Roussel
(Romainville, France), dofetilide was a gift from Pfizer (Orsay, France) and terikalant was
donated by Rhone Poulenc Rorer (Vitry-sur-Seine, France). 4-AP and other reagents were

purchased by Sigma (Saint Quentin Fallavier, France).

Voltage clamp studies on isolated rabbit ventricular myocytes:

Cell preparation

Single rabbit ventricular myocytes were enzymatically dissociated according to a
modification of the method described by Mitra and Morad (1985). All solutions used during the
cell isolation procedure were oxygenated and maintained at 37 °C. Briefly, rabbit heart was
rapidly excised and cannulated on a Langendorff perfusion apparatus. The heart was first
retroperfused with normal Tyrode solution (containing in mM : 135 NaCl, 27 KCl, 1.8 CaCl,,
1 MgSO,, 0.33 NaH,PO,, 20 glucose, 20 taurine, 10 HEPES, pH 7.15) followed by a Ca-free
Tyrode solution for 10 minutes. An enzymatic Ca-free Tyrode solution containing 0.65 mg/ml
collagenase B (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany) and 0.045 mg/ml protease
XIV (Sigma, St Quentin Fallavier, France) was perfused during a 17-20 minutes period. Then
the heart was rinsed with Kraftbriihe (KB) solution (in mM : 85 KCl, 30 K, HPO,, 5 MgSO,, 5
Na,ATP, 20 taurine, 20 glucose, 0.2 ethylene glycol-bis (8 aminéthyl ether) - N, N, N’, N” -
tetraacetic acid, 5 phosphocreatine, 5 pyruvic acid, 10 HEPES, pH 7.30). The ventricles were

then choped finely. After gentle agitation, the resulting cell suspension was filtered and the cells
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settled down for 10 minutes at 37°. The supernatant was discarded and cells resuspended in 1
mM Ca - containing Tyrode solution. Cell preparation was stored at room temperature and used

between 2-8 hour after isolation.

Electrophysiological measurements

The whole-cell configuration of the patch-clamp technique was used to record the
inward rectifier potassium current IK1 (Hamill et al, 1981). Currents were recorded using a RK
400 amplifier (Bio-Logic, Claix, France) and pClamp software (Axon Instruments Inc, Foster
City, CA, USA). The standard voltage clamp protocol consisted of a series of 240 ms - voltage
steps from - 140 to 0 mV (10 mV increment) from a holding potential of - 40 mV, delivered
every 5 sec. Currents were sampled at 6.65 kHz using a 12-bit analog-to-digital converter
(Labmaster, TL-1, Scientific Solutions Inc, Solon, OH, USA), low-pass filtered at 3 kHz.

Borosilicate glass pipettes (Clark Electromedical Instruments, Reading, England) had a

resistance of 1.5-1.7 MQ when filled with the pipette solution (in mM : 130 KCl, 2 MgCl,,

3K,-ATP, 10 EGTA, 5 creatine phosphate, 10 HEPES, pH 7.3). The superfusion solution had
the following composition (in mM) 135 NaCl, 4 KCl, 1 MgCl,, 1.8 CaCl,, 0.8 NaH,PO,, 10
glucose, 10 HEPES, 0.005 nifedipine, pH 7.4). Cell capacitance was measured by integrating
the area of the capacitive transient elicited by a 5 mV hyperpolarizing steps.

Control and drug-containing solutions were applied to the exterior of the cell by placing
the cell at the opening of 300 um inner diameter catheters fixed on the rotating head of a RSC
200 (Rapid solution changer, Bio-Logic, Claix, France). All chemicals (except cisapride as

stated beyond) were obtained from Sigma (St Quentin Fallavier, France).

Results:

Drug-induced changes in APD after prolonged quiescence.
In control drug-free conditions, we observed noticeable differences in the plateau

amplitude of the action potential recorded from rabbit left ventricular strips which incited us to
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divide the action potentials into two groups, based essentially upon the shape of early
repolarisation, named the "low-plateau” APs (n=24) and the "high-plateau” APs (n=30). As
illustrated in Fig 1, the morphology of the initial repolarisation showed a prominent spike and a
flattened plateau in the low-plateau APs and a rather small spike and well-developed dome in the
high-plateau APs. This results in a significantly shorter APD at any level of repolarisation, in a
significantly smaller amplitude and less negative resting membrane potential in low-plateau than
in high-plateau APs, whereas maximal rate of rise of phase 0 (Vmax) did not differ significantly
between the two groups (table 1). Time courses of the postrest changes in APD30 and APD90
after 20 min of quiescence in control conditions are shown in Figure 1. As compared with the
AP recorded under basic stimulation at 0.5 Hz, the first postrest AP was slightly and not
significantly longer in the high-plateau group but significantly shorter in the low-plateau group
than the APs recorded respectively in each group under basic stimulation at 0.5 Hz. Similarly in
both groups, the second and the third postrest APs have increasingly prolonged APD which
returned to control values within a few minutes.

Figure 2 represents graphically the changes in APD30 and APD90 measured in the
fifteen first postrest APs of each group during the wash-in period and in the following
numbered APs, so that the time course of drug action is expressed as a function of successive
depolarisations. Clearly the APD changes obtained with cisapride showed time course quite
similar to that observed with dofetilide and terikalant but noticeably differed from 4-AP-induced
effects. In the presence of cisapride, dofetilide and terikalant, the first three postrest APs did not
differ from the pre-drug matched control but a prolonging effect progressively developed with
successive depolarisations. As indicated in table 2, this effect became significant (as compared
with time-matched control APs) within a few seconds with cisapride and terikalant whereas
significance threshold was reached with dofetilide after 2 to 5 min of stimulation. With these
three drugs, APD lengthening was well-developed and highly significant after 10 min of
stimulation. The intensity of their class III effect was equal in the léw-plateau and the high-
plateau groups but did not reach a steady state after 40 min of stimulation.

By contrast 4-AP prolonged APD with the highest intensity on the first postrest AP.

Rapidly the magnitude of APD lengthening decreased along with the following stimulations and
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after 10 min of stimulation, reached a relative steady state. Expressed as percentage from the
control time-matched values, the intensity of 4-AP effects appeared higher in low-plateau than
in high-plateau group. Furthermore, in 3/6 fibres of the low-plateau group, early
afterdepolarisations developed in some of the first fifteen postrest APs. At the concentration
used, 4-AP effects were always significant as compared to the matched control groups.

As illustrated in Figure 3, the first 30 seconds after steady-state rest period revealed that
in both low-plateau and high-plateau APs exposed to cisapride or terikalant, the first postrest
AP was not statistically different from the control ones, respectively (table 2),-whereas in the
two groups exposed to dofetilide, the first postrest AP was still significantly prolonged.
Afterwards, the lengthening effect induced by cisapride, dofetilide and terikalant resumed
rapidly, so reaching significance level from the third postrest APs (table 2) and caused EADs to
develop in the low-plateau groups, in 2/6 fibres exposed to cisapride and in 3/6 fibres to
terikalant. It attained steady state within the 10 min of stimulation. Although statistical
significance could not be evaluated, due to exaggerated AP prolongation observed in case of
EAD appearance, it should be noted that the magnitude of the prolonging effects expressed as a
percentage from control time-matched values (table 2) appeared somewhat stronger in the low-
plateau versus the high-plateau groups.

Once again, the 4-AP-induced prolonging effects during the third postrest period were
conspicuous by its major intensity that occurred on the first postrest AP and its gradually
decrease along with stimulation until reaching steady state. EADs appeared irregularly on the 15
first APs in 2/6 fibres in the low-plateau group.

In both low- and high-plateau APs, the wash-out rest period (Fig 4) allowed to partially
reverse the 4-AP-induced effects on APD as attested by the first postrest AP that showed less
marked lengthening than after the wash-in and the steady-state rest periods. Moreover APD
gradually decreased along with stimulations but did not completely recover predrug values after
10 min of regular stimulation but remained significantly prolonged (table 2). In contrast, wash-
out of cisapride, dofetilide and terikalant during quiescence did not modify the first postrest APs
which did not differ from the postrest steady-state ones. Moreover in the cisapride and terikalant

groups, the following APs exhibited drastic APD lengthening so that EADs occurred in 2/6
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fibres from the low-plateau group and 1/6 fibres from the high-plateau group previously
exposed to cisapride and in 2/6 fibres from the low-plateau group exposed to terikalant. In
dofetilide groups, no reversal of prolonging effects was seen during the first 30 seconds of
stimulation but partial recovery slowly appeared along with the following 10 min. Surprisingly
after the same 10 min of stimulation, APD prolongation by cisapride and terikalant remained
further increased as compared with that observed during the steady-state postrest period. This

was particularly obvious in the low-plateau groups (table 2).

Voltage-clamp experiments

The effects of cisapride at three concentrations have been tested on the inward rectifier
potassium currents I,. Representative results of a typical voltage-clamp experiment is shown in

figure 5. Current amplitudes measured at the end of the voltage pulse are plotted versus
potential values in presence of 1, 3 and 10 uM cisapride at two different perfusion times (9 and

15 min) and after 52 min washout. As shown on the successive IV relationships the steady-state
Ix, amplitude is dose-dependently diminished. The amount of block of IK1 by cisapride
whatever the concentration used is evident and statistically significant (p<0.05) at potentials

negative to the reversal potential where Iy, is a large inward current. At potentials positive to

reversal potential where Iy, is a small outward current no significative blocking effect could be
observed although a decreased amplitude could be noted at the concentration of 10 pM.

Examples of cisapride effects on Iy, steady-state amplitude, the current amplitude values
obtained at potentials of - 140 mV and - 60 mV inducing the maximal inward or outward Iy,

are reported in table 3. Cisapride similarly decreased the initial peak and the steady-state Iy,

amplitudes as illustrated by the current traces shown in insets (figure 5) obtained at - 140 mV in
control and after 9 min cisapride perfusion.The block effect of cisapride slowly developped
throughout the 15 min-perfusion time and is only slightly reversed (12 % recovery in this

example) even after 52 min of washout.
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Discussion:

Our results evidenced that the time course of APD prolonging effect induced by
cisapride were similar to those induced by terikalant. For these compounds, the first APs after
rest periods were quite similar and APD prolongation only developed under regular stimulation.

The protocol of this study which includes rest periods and stimulation periods, allowed to
estimate drug affinity for open K* channels or for closed K* channels. Actually,‘the time course

of APD in the presence of 4-AP, dofetilide, terikalant and cisapride has given indirect evidence

for drug-channel interaction.
It can be expected from a reverse use-dependent block of the K* channel (closed channel

block), the full APD prolonging effect on the first AP after rest which declines under regular

stimulation. Such effects were observed in our study with 4-AP which has been demonstrated
to exert a reverse use-dependent block on I, channel, i.e to exhibit higher affinity for closed

channels, lower affinity for open channel and to dissociate from the channel in the closed state
(Castle and Slawsky, 1992; Campbell et al., 1993). In our study, the time course of cisapride
effect on APD strongly contrasted with this of 4-AP. The duration of the first APs after rest
periods in the presence of cisapride were similar to the control one but progressively increased
under repetitive stimulation. This finding is strong evidence against closed channel block but on
the contrary, suggests a preferential binding of cisapride to the channel in the open state.

Actually, it has been demonstrated for dofetilide that progressive increase in APD under
repetitive stimulation results from a use-dependent block of I channel (Carmeliet, 1992) with a
short time constant for I block development (a rapid drug binding to open channel) in addition

to a very slow recovery from I block during rest (no drug unbinding from closed channel) by

this compound (Carmeliet 1993; Ohler et al., 1994). Under regular stimulation, cisapride and

terikalant effects on APD were very close to those of dofetilide. Thus, it may be hypothesized

that I block by cisapride (Drolet et al., 1998) and by terikalant (Jurkiewicz et al., 1996) is a
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use-dependent block of I channel. Moreover, the first APs after steady-state rest period in the
presence of cisapride and terikalant were not different to the control one. This finding supports

the dissociation of these compounds from the K* channel in the closed state during rest, in

contrast to dofetilide which has been shown to remain trapped (or not dissociated) in the Iy,

channel during diastole (Carmeliet, 1992, Jurkiewicz et al., 1993). APD further increased under
steady-state stimulation period in the presence of cisapride and terikalant. This indicates that, at
the concentrations tested in this study (1 pM for cisapride and 0.3 uM for terikalgmt), the steady
state of APD prolonging effects induced by these compounds was not reached after 40 minutes
of wash-in and 10 minutes of steady-state stimulation periods.

Surprisingly, APD prolonging effects induced by cisapride under stimulation were
reinforced during the wash-out period, as it was observed with terikalant. This finding remains

to be elucidated by ionic current studies performed by patch-clamp technique. It may be
hypothesized that despite the apparent dissociation of cisapride and terikalant from the K"
channel, these compounds exhibiting a high lipophilicity, remained in the tissue, in the
immediate vicinity of the K' channels and therefore remained available for the next

depolarizations. Thus, in this context, APD prolongation during the wash-out stimulation
period may result from the binding of cisapride and terikalant to the channel in the open state

allowed by depolarization. Another explanation may be related to the blocking effect of
terikalant on the peak amplitude of the inward sodium current Iy, (Mac Larnon et al., 1995) and

its ability to decrease plateau duration of ventricular AP (Jurkiewicz et al., 1996). Actually, the
attenuation of the block of inward currents during the wash-out period may account for APD
prolongation. Thus, one may hypothesize cisapride is able to block inward currents, even if to
our knowledge, no study reports such blocking effect on calcium or sodium inward currents by
this compound. On the other hand, the similarities between cisapride and terikalant effects on
APD are supported by the ability of cisapride to block the inward rectifier potassium current
demonstrated in this study as it was reported for terikalant (Escande et al., 1992).

On the other hand, it appeared from our results that the intensity of APD prolonging

effect differed depending on the shape and especially the plateau height of APs recorded in basal
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conditions. APD prolonging effects induced by 4-AP, cisapride and terikalant were particularly
marked and favored EAD emergence only in low-plateau APs. In this group, APs exhibited an
early phase of repolarization (phase 1) with larger amplitude than that observed in high-plateau

APs. Several studies demonstrated that changes in phase 1 amplitude were related to the

amplitude of I, current in rabbit ventricular myocytes (Varro et al., 1991) and that I,

determined the behaviour of the slow inward calcium current I¢,;, (Zygmunt et al., 1997).
Thus, one may hypothesize that in rabbit ventricular myocytes, the plateau height varies
depending on the influence of I, on the I, current. Therefore, the range‘ of the plateau
membrane potentials allows or not the reactivation of inward currents and the emergence of
EAD in the presence of K* channel blockers.

In conclusion, our results showed that great similarities exist between cisapride effects

and terikalant effects both on ionic currents and AP duration. They demonstrated that cisapride
blocks the inward rectifier K* current I, in a concentration-dependent manner, as it was

reported for terikalant (Escande et al., 1992). Moreover, the time courses of APD prolonging

effects induced by these compounds were similar in accordance with their common property to
block the Iy, channel (Jurkiewicz et al., 1996; Drolet et al., 1998). Furthermore, the

proarrhythmic potential of cisapride, i.e its ability to induce EAD which has been demonstrated
in APs recorded from rabbit Purkinje fibers in our laboratory (Puisieux et al., 1996), was thus

confirmed in rabbit ventricular myocardium.
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Table 1 :

Action potential parameters in "low-plateau”
and in "high-plateau" action potentials recorded
in rabbit ventricular muscle stimulated at 0.5 Hz

RMP = resting membrane potential ; APA = action potential amplitude

Low-Plateau High-Plateau
n=24 n =30
RMP (mV) -804+0.4* -81.6+0.6
APA (mV) 1189+0.8 * 1211 £0.7
Vmax (V/s) 172.1+ 8.6 183.6 +7.8
*p<0.05

Vmax = maximal rate of rise of phase O depolarisation

Data were analysed using unpaired Student’s 7 test
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Table 2 : Comparative time courses of changes in action potential duration at 90 % repolarization induced by cisapride, 4-AP, dofetilide
and terikalant in rabbit ventricular muscle, expressed in percentage from time-matched control action potentials. See text for details.

Action Potential

no

1

&

Wash-in 15
300

1
3
Steady-state 15
300

1
3
Wash-out 15

300

time (min)

0.5
10

0.5

10

0.5
10

Cisapride (1 pM)

Low-Plateau

=2 91121
24 %1.8
11:2+£4.2°
157+ 1.0"

-1.0+3.3
19.9% 5.0
81.1 £252*
53.4 + 10.0*

-5.1+£3.9
19212 710"
153.2 £ 51.9*
B9.0£29:5*

High-Plateau

1.2+£1.9
7.05+ 2.4*
1260+ 26"
143+ 25"

42+40
2363 7.2%
56.0 £ 21.0*
39:6+ (6"

1.5+ 51
387
71.5+24.4*
47.7 £ 8.8*

4-AP (1 mM)
Low-Plateau : High-Plateau
323.9+586" i 179.1£30.9*
168.8 £ 28.9* 858+ 8.7*
160.0 £+ 19.9* ;| 98.8+10.3*
149.8 +15.5* ;| 946+ 11.0*
4556 +82.1* i 250.7 £ 49.9*
2351 BE57 05 127 1ix16.7*
2449+416" ;i 1504 £16.3*
16511+ 20:9* i 1188 £132.8*
211.3£23.9* | 141.0£30.7*
96.9 &+ 11.1* 631149 5%

90.4 + 13.5* 623 87"
55 (5£ 91 40.8 +6.3*

Dofetilide (0.01 uM)

Low-Plateau

-25+3.0
09147
6.2+45
18.3 +4.3*

1S 1.7"
240+ 3.3*
3.7+ 35"
50:3+. 8.7 *

100+£16*
20161 98
28.4+23*
33.4+41*

High-Plateau

41+1.5
24109
0.0+06
9IS+ 298

86+5.14
13.8+3.5*
20.5+4.5*
35.4+85"

7.8+6.6
112144
20.2+5.4*
242+6.3"

Terikalant (0.3 pM)

Low-Plateau

24130
1.8 +2
13:1'£ 3.0
31.3+6.2*

121149
26.7 £ 11.2
153.9¢ 36.7*
168.2 + 38.8*

11.4+£6.2
45.7 + 16.6*
358.1 £ 101.4*
251.5+80.7*

High-Plateau

23110
14117

9 i
20.7+ 2.9*

31124
16:91315.0°
56.5+9.7*

76.6 £ 10.4*

0 12:8

178+ 7.5"
98.2 + 23.4*
110.9 £ 20.5*

*p<0.05




V (mV) Control (nA) 1uM (nA) 3 uM (nA) 10 uM (nA)
- 140 =290 £ 0.21 -2.40 % 0.26* -2.06 £ 0.16* ~1.91 & 0.15*
- 60 0.12 £ 0.03 0.11 £ 0.03 0.11 £ 0.04

0.08 + 0.04

Table 3: Examples of cisapride effects on steady-state amplitude of inward (at -140 mV) and
outward (at -60 mV) I, current recorded in rabbit ventricular myocytes. See text for details.
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Figure 1: Time courses of changes in action potential duration at 30% (APD30) and
90% (APD90) of repolarization in the fifteen first action potentials (AP) recorded
under 0.5 Hz stimulation rate in rabbit ventricular muscle, after the control rest
period. See text for details.
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Figure 2: Time courses of changes in action potential duration at 30% (APD30) and 90%
(APD90) of repolarization in the fifteen first action potentials (AP) and following APs recorded
under 0.5 Hz stimulation rate in rabbit ventricular muscle, after the wash-in rest period in the
presence of 4-aminopyridine (4-AP), dofetilide (DOFE), terikalant (TERI) or cisapride (CISA).
See text for details.
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Figure 3: Time courses of changes in action potential duration at 30% (APD30) and 90%
(APD90) of repolarization in the fifteen first action potentials (AP) recorded under 0.5 Hz
stimulation rate in rabbit ventricular muscle, after the steady-state rest period in the presence of 4-
aminopyridine (4-AP), dofetilide (DOFE), terikalant (TERI) or cisapride (CISA). See text for
details.
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Figure 4: Time courses of changes in action potential duration at 30% (APD30) and 90%
(APD90) of repolarization in the fifteen first action potentials (AP) recorded under 0.5 Hz
stimulation rate in rabbit ventricular muscle, after the wash-out rest period in the presence of 4-
aminopyridine (4-AP), dofetilide (DOFE), terikalant (TERI) or cisapride (CISA). See text for
details.
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Figure 5: Effects of cisapride 1, 3, 10 uM and washout on steady-state component’s current-
voltage relationships of IK1. I-V relationships related to the effects of 1, 3, 10 pM cisapride
and washout on IK1 amplitudes measured at the steady-state on the same ventricular
myocyte. [K1 amplitudes have been measured at two perfusion times, 9 and 15 min. After
the last concentration, myocyte was switched back to control solution. For each solution,
‘representative traces (in insets) of maximal inward current (obtained at -140 mV) was shown

before, after 9 min cisapride exposition or after 52 min washout. Horizontal bar is 50 ms;
vertical bar is 2 nA.
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Discussion générale

La pertinence des résultats expérimentaux obtenus sur des tissus provenant d’especes
animales est toujours I’objet de débats particuliérement animés. Il est bien établi que la densité
des courants ioniques cardiaques varie selon le tissu considéré et, a plus forte raison, aveé les
cellules cardiaques humaines. Les fibres de Purkinje de lapin ont ’avantage de posséder les

principaux courants ioniques entrants et sortants qui participent a la repolarisation cellulaire

ventriculaire chez ’homme (Iy,, Ic,, L, Ik, Ix;). Si leur densité relative est différente chez le

to’
lapin par rapport a I’homme, elle est peut-étre a I’origine de la grande sensibilité des fibres de
Purkinje de lapin aux effets d’allongement de la repolarisation.

Cette grande sensibilité des fibres de Purkinje de lapin a permis de détecter les effets de
divers composés a des concentrations inférieures a celles qui ont été trouvées dans d’autres
especes animales (Rosen et coll., 1974; Tande et coll.,, 1990). Les effets de type antiarythmique
de classe III pur du cisapride, de la sparfloxacine et du diphémanil ont ét¢ observés a des
concentrations qui, lors de I’interprétation des résultats, se sont révélées tout-a-fait pertinentes
avec les données cliniques.

La potentialité arythmogene d’un médicament ne peut raisonnablement étre basée sur les
seuls effets électrophysiologiques détectés in vitro sur des préparations multicellulaires. Les
résultats de notre travail expérimental ont souligné 1’étroite corrélation entre les altérations des
parametres des potentiels d’action de fibres de Purkinje de lapin et les manifestations cliniques
observées sur I’ECG. Ils ont montré que les modifications des paramétres des potentiels
d’action fournissent des éléments d’orientation pour des études explicatives des effets d’un
médicament sur une ou plusieurs population(s) de canaux ioniques, qui peuvent étre réalisées
ultérieurement par la technique de patch-clamp.

Ainsi, nos résultats ont montré que la diminution de la hauteur du plateau, de I’amplitude
du doéme et de la phase précoce de la repolarisation avec ou sans diminution de I’amplitude des

potentiels d’action, atténuée a basse fréquence de stimulation, peut étre relative a la diminution

du courant calcique I, et/ou du courant chlore calcium-dépendant, I, ,. Une participation du
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courant sodique a inactivation lente Iy, ., ne peut pas étre exclue. La diminution de la Vmax,
avec ou sans altération de 1’amplitude et du potentiel de repos membranaire des potentiels
d’action, est liée a une réduction du courant sodique rapide I,. Ces modifications du potentiel

d’action indiquent un risque proarythmique relatif aux troubles de conduction, accompagnés ou
non d’un élargissement du complexe QRS sur 'ECG, bien démontrés pour les médicaments
antiarythmiques de classe I (Levine et coll., 1989).

Un allongement concentration-dépendant de la durée des potentiels d’action, sans
altération des autres parametres, renforcé & basse fréquence de stimulation -(effet de type
antiarythmique de classe III pur), est caractéristique de la diminution d’un ou de plusieurs
courants potassiques, dont on connait la potentialité arythmogene. Dans notre travail, nous
avons mis en évidence les effets de type antiarythmique de classe III purs du cisapride, du
diphémanil méthylsulfate et de la sparfloxacine et leur capacité a induire des EAD permettant
ainsi d’expliquer les effets d’allongement de I’intervalle QT et la survenue de Torsades de

Pointes en clinique. D’un point de vue explicatif, les effets du cisapride sur la repolarisation ont

été élucidés par des études mettant en évidence un effet de blocage sur le courant Iy (I, et Ig,)

chez le cobaye (Drolet et coll., 1998) et sur le courant I, chez le lapin (Bastide et coll., 1998),

ainsi qu’un effet de blocage du canal cloné HERG aussi puissant que celui exercé par le
dofétilide (Mohammad et coll., 1997; Rampe et coll., 1997). Compte tenu des effets observés

avec le diphémanil méthylsulfate et avec la sparfloxacine, il serait intéressant d’étudier leurs
effets sur le courant Iy (I, et I,) mais également sur les courants I, ; et I,.
Plus généralement, la mise en évidence d’un effet de type antiarythmique de classe III

pur sur les fibres de Purkinje doit inciter la recherche des effets de blocage sur les courants L ,,
Iy et Iy,. Lorsque des EAD de faible amplitude surviennent uniquement en fin de plateau, on

pourra suspecter un effet prédominant sur I, alors que des EAD survenant pendant la phase 3
du potentiel d’action, générant des activités répétitives, indiquent plutdt un blocage prédominant

de I. Par contre, (et ceci constitue une limite de notre protocole expérimental qui utilise des
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fréquences de stimulation relativement basses) le blocage de I, ne peut étre détecté et nécessite

des explorations complémentaires utilisant des fréquences de stimulation rapides.

L’interprétation d’une étude électrophysiologique de base, comme celle que nous avons
réalisée, est relativement peu complexe lorsqu’un seul paramétre des potentiels d’action est
modifié de fagon concentration-dépendante. En revanche, elle est beaucoup plus difficile
lorsqué la relation dose/effet sur la durée des potentiels d’action montre un aspect de courbe en
cloche, I’obtention d’une courbe en cloche n’étant possible que lorsque I’étude utilise une
gamme élargie de concentrations, méme si elles sortent des concentrations dites
« thérapeutiques ».

La courbe en cloche suggere que plusieurs courants ioniques entrants et sortants sont
altérés. Des études antérieures réalisées sur des fibres de Purkinje de lapin ont montré la
capacité de fortes concentrations de dropéridol (Adamantidis et coll., 1993) ou d’éstémizole
(Adamantidis et coll., 1995) a réverser totalement ou partiellement les effets d’allongement de la
repolarisation observés avec de plus faibles concentrations. La réversion d’un effet
d’allongement s’amorce de fagon concomitante avec une diminution de la Vmax et/ou de la
hauteur du plateau. Ceci indique que les courants entrants sodiques et/ou calciques sont
diminués, contrecarrant les effets d’allongement de la repolarisation consécutifs a la diminution
du courant net sortant. Les effets dépresseurs exercés sur des courants entrants sont
généralement fréquence-dépendants et donc minimisés aux fréquences lentes qui, au contraire,
majorent les effets d’allongement. L’application d’une basse fréquence de stimulation, méme
pendant un temps limité, aura pour conséquence d’alleger ou de réduire la dépression des
courants entrants au profit de celle des courants sortants, et permettra de démasquer un effet
d’allongement modeste voire imperceptible a fréquence de stimulation normale.

Un effet d’allongement peu marqué n’est peut-étre pas en soi porteur d’une potentialité
arythmogene mais peut (en cas d’association médicamenteuse) renforcer les effets induits par
d’autres médicaments. Une fréquence de stimulation aussi basse que 0,2 Hz n’est pas
physiologique mais elle s’est révélée particulierement efficace dans la détection d’un effet
d’allongement de la repolarisation cellulaire et bien sfir, dans la détection d’un pouvoir

arythmogeéne. Lorsque les effets d’allongement exercés par un composé décrivent une courbe en
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cloche, les études explicatives doivent s’orienter vers la recheréhe d’un effet aussi bien sur les
courants sortants que sur les courants entrants, en utilisant une large gamme de concentrations.
La chronologie inverse des études, consistant & étudier en premiére intention les effets d’un
produit sur tous les types de courants ioniques, ne pourra fournir pour autant la résultante des

effets combinés, qui n’est accessible a I’heure actuelle que par le recueil du potentiel d’action.

L’extrapolation des résultats expérimentaux aux situations cliniques est une étape
délicate. Elle doit tenir compte des données de pharmacocinétique, lorsqu’elles sont
disponibles, car elles fournissent des renseignements trés précieux et permettent ainsi une
évaluation plus précise de la potentialité arythmogeéne des médicaments. En effet, un des
problémes qui se posent est la pertinence des concentrations expérimentales auxquelles un effet
est observé. Les concentrations expérimentales effectives in vitro correspondent-elles aux
concentrations plasmatiques thérapeutiques ou sont-elles représentatives d’une situation clinique
particuli¢re?.

Dans notre étude, les effets de type antiarythmique de classe III purs exercés par le
cisapride et la sparfloxacine sont apparus a des concentrations compatibles avec les taux
plasmatiques retrouvés chez des patients traités par voie orale avec des doses thérapeutiques de
ces médicaments (McCallum et coll.,, 1995; Demolis et coll., 1996). Les anomalies de la
repolarisation sont apparues a des concentrations supérieures. Cependant, des concentrations
expérimentales relativement élevées peuvent étre rencontrées, aprés administration de fortes
doses ou dans des situations cliniques particuliéres. Ainsi, un allongement de I'intervalle QT et
des cas de Torsades de Pointes ont été rapportés chez des patients traités par de fortes doses de
cisapride (Bran et coll., 1995) ou de diphémanil (Villain et coll., 1990) ou aprés administration
intraveineuse d’érythromycine (McComb et coll., 1984).

L’interprétation des résultats doit également tenir compte du mode d’administration du
médicament. Le pic de concentration plasmatique d’un médicament administré par voie
intraveineuse sera plus élevé que si ce médicament est administré par voie orale. Sa
concentration plasmatique dépend en partic de la distribution tissulaire et des voies

d’élimination. Le volume de distribution rend compte de la diffusion tissulaire du médicament.
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Si le volume de distribution et I’affinité du médicament pour le tissu cardiaque (lorsqu’elle est
connue) sont importants, ils indiquent une concentration tissulaire (voire myocardique) élevée.
Si I’on prend I’exemple de 1’astémizole, médicament antagoniste sélectif des récepteurs
histaminiques de type H1 de seconde génération, dont I’utilisation a été associée a un certain
nombre de cas de Torsades de Pointes, les concentrations expérimentales trouvées
arythmogenes in vitro (Adamantidis et coll., 1995) apparaissaient supérieures (de 10 a 20 fois)
aux concentrations plasmatiques trouvées chez I’homme. Mais une étude réalisée chez le chien
(Michiels et coll., 1986) indique que la concentration du médicament dans le tissu cardiaque est
400 fois supérieure a la concentration plasmatique. Un tel rapport appliqué aux concentrations
expérimentales trouvées arythmogenes in vitro rend ces concentrations tout-a-fait pertinentes.
A cette forte affinité tissulaire de 1’astémizole, correspond un volume de distribution élevé
(250 I/kg). A I’inverse, la cétirizine, autre médicament antagoniste des récepteurs histaminiques
de type H1, présente un volume de distribution de 0.5 V/kg indiquant une absence totale
d’affinité tissulaire. Bien qu’elle exerce in vitro des effets d’allongement de la repolarisation,
I’utilisation de la cétirizine n’est pas associée a des troubles du rythme.

Dans notre travail, la forte affinité du cisapride et du diphémanil pour le tissu cardiaque a
pu étre estimée sur les fibres de Purkinje par des essais mettant en évidence I’influence du temps
d’exposition au médicament sur les effets d’allongement et la difficulté d’obtention d’une
réversion des effets par le lavage prolongé des préparations. Cette absence de réversion, qui
n’est pas toujours observée lors des études réalisées sur des myocytes isolés, indique une
fixation forte non seulement au niveau du (des) canal (canaux) considéré(s) mais
vraisemblablement, de fagon non spécifique, sur la membrane cellulaire et sur la matrice
extracellulaire. Ce type de données expérimentales est intéressant dans la mesure ou il peut €tre
mis en paralléle avec des paramétres pharmacocinétiques comme le volume de distribution ou la
demi-vie d’élimination et peut compléter utilement une étude électrophysiologique de base.

De plus, le développement progressif avec le temps d’un effet d’allongement et ses
modifications selon 1’état (repos ou stimulé) des préparations tels que nous les avons observés
sur le myocarde ventriculaire de lapin (qui, comme la myocarde humain et contrairement a celui

du cobaye, est doté d’un courant transitoire sortant de petite amplitude) indiquent que les effets
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du cisapride montraient une « use-dependence » comparable a celle du dofétilide et du
térikalant. Ces hypothéses demandent a étre confirmées par des études en patch-clamp mais ces
observations peuvent étre interprétées comme un facteur favorisant, en terme de potentialité
arythmogene.

D’autres parametres pharmacocinétiques doivent étre pris en considération. Il faut tenir
compte des voies d’élimination (hépatique et/ou urinaire) des médicaments qui, en cas
d’insuffisance hépatique ou rénale, voient leurs taux plasmatiques augmenter, conduisant a des
valeurs élevées susceptibles d’entrainer des effets indésirables cardiaques et rendant pertinentes
les concentrations effectives expérimentales. Les médicaments éliminés par voie biliaire
subissent une étape métabolique dépendante de 1’activité des systémes enzymatiques hépatiques
dont le plus important est I'isoenzyme CYP3A4 du cytochrome P450. Si le métabolite posseéde
les mémes propriétés électrophysiologiques que la molécule mére, le risque d’altération de
I’électrogénése ne sera pas modifié. Si le métabolite en est dépourvu ou si ses effets sont moins
puissants, une diminution de P’activité du CYP3A4 peut entrainer des effets toxiques liés a la
molécule mere. Cette diminution peut étre liée a I’expression génétique du CYP3A4, qui est
sujette & de grandes variations interindividuelles. Par ailleurs, elle peut €tre induite par
compétition au niveau du site catalytique de 1’enzyme, lorsque deux médicaments sont
métabolisés par cette méme voie du CYP3A4. Le médicament ayant la plus faible affinité pour
I’enzyme est alors métabolisé plus lentement, ce qui entraine une augmentation de ses taux
plasmatiques.

Le rdle de la voie métabolique du CYP3A4 a été mieux compris grice aux travaux visant
a élucider la potentialité arythmogene de la terfénadine, médicament antihistaminique de type H1
de seconde génération. La terfénadine, qui in vitro modifie I’activité électrique cellulaire, est un
« promédicament » rapidement métabolisé par le CYP3A4 en un métabolite jusqu’a maintenant
trouvé inactif sur 1’électrogénése cardiaque mais conservant les propriétés aﬁtihistaminiques.
L’administration concomitante de médicaments antifongiques azolés, comme le kétoconazole ou
antibiotiques macrolides comme 1’érythromycine, bloquent le métabolisme de la terfénadine et
entrainent 1’apparition de troubles du rythme cardiaque. Ce type d’interaction a conduit au retrait

du marché (dans un grand nombre de pays) de la terfénadine et a été rapporté avec un certain
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nombre de médicaments appartenant a des familles thérapeutiques différentes comme
I’astémizole (Tsai et coll., 1997) et le cisapride (Bedford et Rowbotham, 1996; Piquette, 1999).

11 convient cependant de souligner que I’'incidence des Torsade de Pointes associées a
I'utilisation des médicaments non cardiotropes reste faible et s’explique par 1’origine
multifactorielle des Torsades de Pointes. Il n’est pas inutile de rappeler que le risque
proarythmique sera plus important si I’utilisation de médicaments allongeant la repolarisation est
associée a des facteurs prédisposants comme la bradycardie ou des désordres électrolytiques
telles que ’hypomagnésémie, ’hypokaliémie (induite par exemple, par les diurétiques), les
interactions médicamenteuses et certaines anomalies génétiques, exprimées ou non

phénotypiquement.

En conclusion,

L’évaluation de la potentialité arythmogene des médicaments reste actuellement difficile.
Elle nécessite la combinaison de plusieurs modeles expérimentaux animaux, en 1’absence de
modele expérimental fiable et comparable aux propriétés électrophysiologiques des cellules
cardiaques humaines et en raison des limites de chaque modeéle animal. Cependant, les résultats
obtenus dans ce travail expérimental montrent que les fibres de Purkinje de lapin constituent un
modele expérimental in vitro particulierement bien adapté a I’évaluation de la potentialité

arythmogene des médicaments.
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