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Résumé court 

Plusieurs médicaments de diverses classes pharmacologiques ont été 

impliqués dans la genhe d'arythmies cardiaques sévères, telles les torsades de 

pointes. M n  de mieux comprendre les mécanismes électrophysiologiques et 

phamiacologiques en cause; les effets du dropéridol, du sildénafïl, de la 

dompéridone et du pimozide sur la repolarisation cardiaque et sur le courant 

potassique rectifiant retardé ont été evalués à l'aide des techniques de patch- 

clamp et de rétroperfusion de Langendorff. Cette dernière a aussi permis 

d'évaluer l'effet de la vitamine K sur le potentiel d'action cardiaque. Les 

effets de ce médicament sur les courants sodique et potassiques cardiaques ont 

ensuite été confirmés à l'aide de la technique de patch-clamp. Cette étude 

démontre que le dropéridol, le sildénafil, la dompéridone et le pimozide 

prolongent la repolarisation cardiaque en bloquant la composante rapide du 

courant potassique rectifiant retardé. Elle démontre aussi que la vitamine K 

module le potentiel d'action en bloquant les courants sodique et potassiques 

cardiaques. 



Résumé long 

Plusieurs cas de prolongation de l'intervalle QT, de torsades de pointes et/ou 

de morts subites ont été rapportés suite à l'utilisation de plusieurs 

médicaments, dont le dropéndol, le sildénafil, la dompéridone, le pimozide et 

la vitamine K. Ann de mieux comprendre les mécanismes 

électrophysiologiques et pharmacologiques responsables de ces effets 

indésirables, les effets de ces médicaments sur le potentiel d'action cardiaque 

et sur les principaux courants de dépolarisation et de repolmisation impliqués 

ont été évalués à l'aide des techniques de rétroperfusion de LangendorfY et de 

voltage imposé batch-clamp). Sur des cœurs isolés de cobaye rétroperfusés 

par l'aorte, cette étude démontre que le dropéridol, le sildénafil, la 

dompéridone et le pimozide prolongent la durée du potentiel d'action 

monophasique mesurée à 90% de repolarisation (MAPDW). L'effet de la 

vitamine K sur la MAPDW s'avère plutôt modeste. Ce médicament affecte 

davantage ~'&~litude du potentiel d'action ainsi que les paramètres de 

conduction cardiaque. Sur des myocytes ventriculaires isolés de cobaye, cette 

étude démontre que le dropéridol, le pimozide et la vitamine K bloquent de 

façon significative et concentration-dépendante la composante rapide du 

courant potassique rectifiant retardé (Ih)). L'effet de ces trois médicaments sur 

la composante lente du rectifiant retardé ( 1 3  s'avère beaucoup moins 

important. Elle démontre aussi que la vitamine K module le potentiel d'action 

en bloquant de façon significative le courant sodique de dépolarisation 

cardiaque (IN& Finalement, sur des cellules HEK293 ou CHO transfectées 

avec le gène HERG encodant la protéine-canal générant le courant IK, cette 

étude démontre que le dropéridol, le sildénafil et la dompéridone bloquent le 



courant HERG à des concentrations observables en clinique. Le dropéridol le 

sildénafd, la dompéridone et le pimozide prolongent donc la repolarisation 

cardiaque en bloquant de façon relativenient spécifique la composante rapide 

du rectifiant retardé &). De ce fait, ces quatre m6dicaments se comportent 

comme des antiarythmiques de classe III. La vitamine K, quant à elle, module 

le potentiel d'action cardiaque en bloquant à la fois le courant sodique 

cardiaque &) et la composante rapide du rectifiant retardé (IKr). La vitamine 

K se comporte donc comme un antiarythmique de classe Ia (effet quinidine- 

like). 



Avant-propos 

Le corps de cette thèse est composé de cinq articles scientifiques soumis à 

diffirents journaux. Le chapitre deux est constitué de l'article intitulé 

~Droperidol lengthens cardiac repolarization due to block of the rapid 

component of the delayed rectifier potassium currentn (Benoît Drolet, Shetuan 

Zhang, Dominic Deschênes, Jimrny Rail, Sylvie Nadeau, Zhengfeng Zhou, 

Craip T. January et Jacques Turgeon) publié dans le Journal of 

Cardiovascular Electrophysiology. Le chapitre trois est formé de l'article 

intitulé Gildenafil (Viagra) prolongs cardiac repolarization by blocking the 

rapid component of the delayed rectifier potassium curent» (Peter Geelen, 

Benoît Drolet, Jirnmy Rail, Jocelyn B&ubé, Pascal Daleau, Guy Rousseau, 

René Cardinal, Gilles E. O' Hara et Jacques Turgeon) publié dans Circulation. 

Le chapitre quatre est constitué de l'article intitulé ~Domperidone should not 

be considered a no-risk alternative to cisapride in the treatment of 

oastrointestinal motility disorders~ (Benoît Drolet, Guy Rousseau, Pascal b 

Daleau, René Cardinal et Jacques Turgeon) publié dans Circulation. Le 

chapitre cinq est formé de l'article intitulé «Vitamin K modulates cardiac 

action po tential b y blocking sodium and potassium ion channels* (Benoît 

Drolet, Annie Emond, Vincent Fortin, Pascal Daleau, Guy Rousseau, René 

Cardinal et Jacques Turgeon) publié dans le Journal of Cardiovascular 

Pharmacology and Therapeutics. Finalement, le chapitre six se compose de 

l'article «Pimozide (Orap8) prolongs cardiac repolarization by blocking the 

rapid component of the âelayed rectifier potassium current in native cardiac 

myocytes~ (Benoît Drolet, Guy Rousseau, Pascal Daleau, René Cardinal, 
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Abstract 

In this thesis, a new numerical method to solve the incompressible, unsteady Navier- 

Stokes equations in unbounded cylindrical domains is presented. The method cornes 

as a novel application of Leonard's divergence-fkee vector expansions approach, and 
therefore possesses the following characteristics: i) exact treatment of the continuity 

constraint; ii) cornpiete elimination of the pressure variable; üi) impiicit time inte- 
gration of the diffusive term at no extra cost; and iv) reduction of the number of 

(velocity) unknowns from three to two. Another important feature of the method, 

that  indeed represents the originality of the present formulation, is the introduction 

of mapped B-spline piecewise polynomials for the discretization of the serni-idhite 

radial direction. 

More specificaliy, the spatial discretization is constructed from a combination 
of Fourier series, for both the longitudinal (physical periodicity of temporal evolv- 

ing flows) and azirnuthal (geometrical periodicity) directions, and of B-splines on a 
mapped unitary radial domain. The particular choice of mapping function allows for 

an exact representation of algebraically decaying functions, up to some finite order. 

Besides the imposition of proper decaying conditions in the far field, complete (finite 

order) regularity conditions are also imposed at the center point r = O. These mixed 

spectrd/B-spline expansions, used to form the divergence-free vector basis functions, 

yield an efficient compromise between the high uncoupling associated with the orthog- 

onality of Fourier series and the resolution positioning flexibility that is characteristic 
of local methods. The local character of the B-splines furthermore allows for a radial 

variation of the azirnuthal tmncation. The resulting vector ba i s  functions are ap- 
plied to in Galerkin type weighted residual formulation that transforms the complete 

3-D problem into a set of srnall 1-D radial ODE'S that are marched in time. For 



t hat latter task, the quasi-third order, mixed explicit /impIicit scheme proposed by 

Spalart et al. ( J .  Cornp. Phys., 96, 297, 1991) is used. The Galerkin formulation 

also serves for the development of an eigenvalue solver for linear stability problems. 

Finally, a wall-bounded version of this method, equivalent to the one presented by 

Loulou et al. (NASA TM-110436, 1997), is also produced in this work. 

The validation of the difFerent Navier-Stokes and eigenvalue solvers is achieved 

by comparing linear stability results, and nonlinear dynamics predictions with other 

benchmark data. The particular flow problems considered are related to the stability 

of a trailing line vortex, and the stability and nonlinear dynamical evolution of a 

special ciass of zero circulation vortex that leads to the formation of a triangular 
vortex. On one hand, cornparisons made between the unbounded B-spline formulation 

and the wdl-bounded version of the method have shown only a marginal advantage 

of the former method over the latter. On the other hand, cornparisons made with the 

data obtained by purely global expansions approximation methods prove the present 

spectral/B-spline method to be an advantageous alternative to these giobal methods 

for the computation of unbounded flow problems having an intrinsic axial symmetry. 

Prof. GUY DUMAS 
Thesis Advisor Candidate 
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INTRODUCTION 



Introduction 

1. Le syndrome du long QT (LQTS) 

1.1 Historique du LQTS congénital 

Jervell et ~ a n ~ e - ~ i e l s e n '  ont fourni la première description formelle de la 

maladie en 1957, chez une famille norvégienne de six enfants dont quatre 

soufiaient de surdité congénitale, de syncope et d'une prolongation de 

l'intervalle QT sur l'électrocardiogramme @CG). Trois de ces quatre enfants 

sont morts subitement. Les parents, qui n'étaient pas consanguins, ainsi que 

les deux autres enfants, avaient une fonction auditive et des h t e ~ d l e s  QT 

normaux et ont mené une vie normale. Au début des années soixante, Romano 

et al? et ward3 ont décrit, de façon indépendante, un désordre cardiaque 

similaire, mais sans surdité associée. Aujourd'hui, le syndrome Romano-Ward 

(RW) est considéré comme un désordre autosomal dominant sans surdité 

congénitale. En fait, le syndrome RW est vu actuellement comme un groupe 

hétérogène d'au moins six génotypes moléculaires résultant de canaux 

ioniques cardiaques défectueux. Le syndrome Jervell-Lange-Nielsen (LN) est 

quant à lui considéré comme un désordre autosomal récessif avec surdité 

congénitale. Au moins deux génotypes résultant aussi de canaux ioniques 

cardiaques défectueux ont jusqu'à maintenant été identifiés (Tableau 1). 

Yanowitz et ale4 ont remarqué que l'intervalle QT pouvait être prolongé par 

une stellectomie droite ou une stimulation du ganglion stellaire (cervico- 

thoracique) gauche. Plus tard, Schwartz et al.* sont parvenus à induire une 

alternance de l'onde T (souvent observée chez les patients LQTS) en stimulant 

le ganglion stellaire gauche. Ils ont par la suite réussi à traiter un jeune patient 



particulièrement réfkactaire par une stellectomie gauche. C'était l'époque où la 

théorie du "déséquilibre sympathique" prévalait. On croyait alors que les 

épisodes de syncope étaient attribuables à des décharges sympathiques 

soudaines à partir du ganglion stellaire gauche. Les effets bénéfiques des 

agents bêta-bloquants ont été décrits pour la première fois en 1975~, et 

clairement établis dix ans plus tard7. En fait, la mortalité sur 10 ans passe de 

71% chez les patients non-traités à 6% chez les patients traités avec des bêta- 

bloquants ou ayant subi une dénervation sympathique cardiaque gauche. En 

1979, Cramptom et al.* ont créé le Registre International du LQTS, qui, durant 

les années suivantes, a permis de recruter plus de 2000 familles. Tel que décrit 

ici-bas, le Registre constitue une source importante d'informations cliniques et 

familiales, qui peuvent maintenant être interprétées dans un contexte de 

génétique moderne. En 1991, Keating et aL9 ont rapporté un lien très étroit 

entre le locus Harvey ras- 1 sur le bras court du chromosome 1 1 (1 1 p 15.5) et le 

LQTS dans une grande famille. Le Harvey ras4 a finalement été exclu en tant 

que gène re~~onsable '~.  En fait, le véritable gène responsable à ce locus 

(LQT1) n'a été identifié que cinq ans plus tard. Pendant les neuf mois compris 
11-13 entre mars 1995 et janvier 1996, trois gènes du LQTS ont été identifiés . 

14;15 Deux autres l'ont été depuis . De plus, l'existence de familles reliées à 

aucun locus connu a été rapportée16, pendant que des mécanismes permettant 
17-19 d'expliquer le syndrome L N  étaient identifiés . Fait très intéressant, des 

différences cliniques parmi les patients affectés (dépendant d'un gène 
20-23 spécifique, et peut-être de mutations spécifiques) ont aussi été notées , et 

r24-2 un traitement selon le génotype est maintenant propose . Par ailleurs, il 

semble de plus en plus évident que les manifestations cliniques du LQTS 

varient parmi les individus porteurs des mêmes m~tations*~, et que certains 

patients puissent même présenter des intervalles QT 



Localisation 
chromosomique Gène Courant 

A u t o s o d  dominant (Romno- Wmd) 

LQTl 1 lp15.5 

LQT2 7q35-36 

LQT3 3~21-24 

LQT4 4q25-27 

LQTS 2 1 q22.1-22.2 

LQT6 2 1 q22.1-22.2 

LQT7 indéterminée 

4 utosorna/ récessif (JervelI-Lange-Nielsen) 

JLN1 1 lp15.5 

JLN2 2 1 q22.1-22.2 

JLN3 indéterminée 

KvLQT 1 (KCNQ 1) 

HERG (KCNH2) 

SCN5A 

indéterminé 

MinK (KCNEl) 

MiRP1 (KCNE2) 

indéterminé 

.L 1, 
$1, 

t 1, 
indéterminé 

-L 1, 
$1, 

indétenniné 

KvLQTl (KCNQ1) -L.L 1, 
MinK (KCNE 1) && 1, 

indéterminé indéterminé 

Tableau 1. État des connaissances sur la génétique du LQTS congénital 
(adapté de Chiang et al. J Am Coi1 Cardiol2000; 36 : 1- 12.) 



1.2 Prévalence 

La prévalence exacte du syndrome RW est inconnue, mais on estime qu'aux 

États-unis, une personne sur 10 000 serait porteuse d'un ou des gènes 

défectueux2028. Toutefois, puisqu'on identifie de plus en plus de porteurs 

asymptomatiques, la prévalence réelle pourrait bien être supérieure. Le 

syndrome JLN est beaucoup plus rare. Fraser et al. ont estimé que chez les 

jeunes Britanniques et Mandais agés de 4 à 15 ans, il s'observe chez environ 

1,6 à 6 sujets sur 1 million29. 

1.3 Biologie moléculaire 

Keating et al.9, utilisant des analyses de liaison, ont identifié un premier gène 

du LQTS sur le chromosome 1 1 p 15.5 dans une grande famille. Cependant, 
30;3 1 l'hétérogénéité de ce locus du LQTS a ensuite été démontrée . 

En 1996, Wang et al. 13, utilisant le clonage positionnel, ont démontré que le 

gène du LQTS relié au chromosome 1 1 était KvLQTl, à la position 1 lp 15.5. 

KvLQTl est fortement exprimé au niveau cardiaque, où il code la synthèse 

d'une protéine aux propriétés stnichirelles d'un canal potassique régulé par le 

voltage. De multiples mutations ont maintenant été décrites sur KvLQTl chez 

des patients atteints de L Q T S ~ ~ ~ ~ .  KvLQTl possède la structure typique à 6 

segments transmembranaires des canaux potassiques régulés par le vo i t~ t~e '~  

(Figure la) et s'assemble avec la sous-unité mi& (Figure 1 b) pour former le 

canal responsable de la composante lente du courant rectifiant retardé OB). 



Figure la. Représentation schématique de KvLQTl et localisation de 
quelques mutations associées au LQTS 

KvLQTl est Ut de 6 segments transrnembtaoaizes (SI a S6) d d'un pore (P). Chaque cercle 
représente un acide aminé. Les ardes mirs situent quelques murations identifiées à ce jour. 
(adapîk de Splawdri et aL Cirnlatio~ 2000; 102 : ilï8-85.) 

Figure lb. Représentation schématique de minK et localisation de 
quelques mutations associks au LQTS 

MinK est 6uc d'un seuï sgmnt r m m n a n b d  (Sl). Cbaque cercle représente un acide 
aminé. La mdes noirs Ptucm Quelques mutatiom iriaitifiées a cc jour. 
(adapté de Spiawski et aï. Clrahtion 2ûûû; 102 : 1178-ûs.) 



KvLQTI s'exprime non seulement au niveau cardiaque, mais aussi dans 

d'autres tissus humains tels le pancréas, les reins, le placenta et les poumons, 

mais pas au niveau du foie, des muscles squelettiques ni du cerveauI3. Il a 

aussi été démontré par hybridation in situ que KvLQTl s'exprime au niveau 

des cellules de la stria vascularis de l'oreille interne chez la souris1', un 

élément important dans la compréhension de l'étiologie de la surdité associée 

au syndrome JLN. 

Chez les individus atteints de LQT1, les allèles normaux et mutants de 

KvLQTl sont CO-exprimés dans les myocytes. Dans certains cas, la' forme 

mutante de KvLQTl interfere avec la fonction de la forme normale de type 

sauvage, via un mécanisme négatif dominant ("poison pill"). Chez d'autres, la 

protéine mutante ne fonctionne tout simplement pas. Dans les deux cas, on 

observe une réduction de Ifi, causant une prolongation de la repolarisation 

cardiaque et un risque accru d'arythmies34. Récemment, des formes récessives 

de syndrome RW sans surdité ont été décrites chez des patients homozygotes 
44-46 sur des mutations de KvLQTl . Puisque leurs parents, comme les parents 

de sujets atteints du syndrome JLN, sont hétérozygotes pour une mutation sur 

KvLQTl et présentent un intervalle QT nomal, on croit que certaines 

mutations de KvLQTl puissent ne pas engendrer de manifestations cliniques, 

ou que la pénétrance soit variable. 11 est donc possible que des mutations 

"phénotypiquement légères" sur les gènes du LQTS puissent être présentes 

dans la population générale, suggérant une éventuelle prédisposition à des 

arythmies suite à I'effet du stress ou d'un médicament chez les sujets 
33;45 silencieusement affectés . 

En 1997, Neyroud et al." ont relié le syndrome JLN au chromosome 1 lp 15.5 

en analysant quatre familles consanguines. Ils y ont identifié une délétion- 



insertion homozygote dans le domaine C-terminal de KvLQTl chez trois 

enfants affectés de deux familles. Peu de temps après, Splawski et al.", ont 

aussi décrit un patient homozygote pour une mutation de KvLQTl d'une 

famille atteinte de LQTS autosomal dominant. Ce patient présentait un 

intenralle QT corrigé (QTc) fortement prolongé, ainsi qu'une surdité 

congénitale, alors que les deux parents montraient des phénotypes normaux. 

On estime qu'une prolongation importante du QT associée à la surdité 

reflètent une diminution importante des canaux Ifi. De plus, le fait d'avoir 

découvert que KvLQTl s'exprime dans les cellules du stria vascularis de 

l'oreille interne de la souris, suggère fortement que ce gène joue un rôle clé 

dans la fonction auditive normale, probablement en maintenant l'homéostasie 

de l'endolpphe". 

On reconnaît maintenant que les mutations homozygotes de KvLQTl causent 

le syndrome JLN l9;47;48 et que la consanguinité est fréquente dans ces 

familles. La surdité requiert la présence de deux allèles mutants. On sait aussi 

que les patients atteints du syndrome JLN sont fortement susceptibles aux 

arythmies. De plus, il semble qu'un seul allèle muté (tel qu'observé chez les 

parents), soit en mesure d'accroître le risque d'arythmie. Ce risque semble 

donc être fonction de la "dose de gène". 

1.3.2 Human 64éther-à-go-go"-related gene : EERG (KCNH2) 

Le locus du LQT2 a été situé chez les familles affectées sur le chromosome 

7q35-3649, et le gène a ensuite été identifié par l'approche du gènecandidat; 

c'est-à-dire que la recherche et la sélection de gènes au niveau du locus a 

conduit à l'observation de mutations chez les individus affectés. Le gène 

maladif du LQT2 est HERG, codant aussi pour un canal potassiqueSo 



(Figure 2a). Curran et al.'' ont identifié six mutations associées au LQTS sur 

le gène HERG et conclu que ce dernier était responsable du LQTS relié au 

chromosome 7 (LQT2). Comme dans le cas de KvLQTl, de multiples. 

mutations de HERG ont été identifiées 3 5 3  1-59 . 
Le gène de HERG est hautement exprimé au niveau cardiaque12, et, comme 

c'est le cas chez plusieurs autres canaux potassiques, la protéine pour laquelle 

il code possède six segments transmembranaires. E R G  code la sous-unité 

majeure de la composante rapide du courant potassique rectifiant retardé 

(I~)".  Ce courant sortant est le principal responsable de la repolarisation 

rapide en phase 3 du potentiel d'action enregistré sur des myocytes humains. 

Comme c'est le cas avec KvLQTl, les mutations de HERG causent différents 

degrés de diminution du courant repolarisant. Dans certains cas, on peut parler 

d'un effet négatif dominant, dans d'autres, d'une inhibition complète6'. Des 

anomalies dans les processus de biosynthèse de la protéine-canal HERG 
S6;6 1 mutante ont aussi été rapportées . Des études in vitro ont par ailleurs 

démontré que minK est capable de s'assembler avec HERG pour moduler 

l'amplitude du courant repolarisant62. Plus récemment, le mi&-related 

peptide I (MiRP1) a été identifié comme un "partenaire protéique" pour 

HERG, et des mutations de MiRPl ont été impliquées dans le LQTS 

rnédicamenteu~'~ (Figure 2b). IK, est aussi la cible de choix des 

rnéthanes~lfonamides~~ et de presque tous les autres médicaments pouvant 

causer des torsades de pointes64, reliant donc les formes congénitales et 

médicamenteuses du LQTS. 



Figure 2a. Représentation schématique de HERG et locdisation de 
quelques mutations associées au LQTS 

HERG est fâït de 6 segments ttansnembranaües (SI à S6) et d'un pore (P). Chaque cercle 
représente un acide aminé. Les cercles noirs situent quelques mutations identifiées à ce jour. 
(adapté de Splawski et ai. Circulation 2000; 102 : 1 178-85.) 

Membrane III 
Figure 2b. Représentation schématique de MiRPl et locdisation de 
quelques mutations associées au LQTS 

MiRPl est fi& d'un seul segment aansnembranairt (Sl). Chaque cexcle représente un acide 
aminé. Les cerdes mirs situau Quelques ~ o a s  idtntiüées ii cc jour. 
(adapté de Splawski et al, CimIution 2000;102 : 1178-85,) 



1.33 Le gène du canal sodique cardiaque dépendant du voltage : SCNSA 

Utilisant l'approche du gène-candidat, Jiang et al." ainsi que Wang et al.'' ont 

découvert que le gène responsable de la forme de LQTS reliée au chromosome 

3 (LQT3) est le gène du canal sodique cardiaque SCNSA (3~21-24) (Figure 

3). La première mutation décrite est une délétion de neuf nucléotides (trois 

acides amines) dans une région importante pour l'inactivation du canal. Peu à 
65-70 peu, quelques groupes ont identifié d'autres mutations, confirmant bel et 

bien SCNSA comme gène responsable du LQT3. 

SCNSA code une protéine à quatre domaines homologues @ 1 - D IV), 

contenant chacun six segments transrnembranaires (Sl-~6)". Donc, 

contrairement à ce qui se passe avec les canaux potassiques, l'expression 

d'une seule protéine du canal sodique suffit à générer le courant sodique. 

SCNSA s'exprime fortement dans le cœur humain, mais pas dans le cerveau, 

le foie ni le muscle squelettique (où d'autres gènes sont requis pour le courant 

sodique)72. Alors que les anomalies de KvLQTl et de HERG causent un 

problème de type "diminution de fonction du canal", celles de SCNSA 

résultent en un défaut de type "gain de fonction". De fait, les mutations du 

LQT3, via plusieurs mécanismes, génèrent un courant sodique entrant 

persistant, à inactivation trop lente, pendant la phase plateau du potentiel 

d'action. Ce courant persistant est toutefois sensible à la mexilétine et à la 

tétrodotoxine 65;67;69;73 . Baroudi et al.66 ont récemment décrit une telle mutation, 

produisant entre autres un courant sodique persistant, responsable d'un 

phénotype LQT3. L'efficacité de la repolarisation se trouvant ainsi réduite, le 

résultat final demeure donc une prolongation du potentiel d'action cardiaque 

et un risque accru de torsades de pointes. 



Figure 3. Représentation schématique de SCNSA et localisation de 
quelques mutations associées au LQTS 

SCN5A consiste en 4 domaines (DI A DN), chacun étant fait de 6 segments transnembranaires 
et d'une région pore. les cercles noirs situent quel~uts mutations identifiées à ce jour. 
(adapté de Spiawski et ai. C i r ~ t l f ~ o n  2000; IO2 : 1 178-85.) 



Fait intéressant, par ailleurs, cette mutation de SCNSA, décrite par Baroudi et 

al?, cause aussi le syndrome de Brugada, par une réduction simultanée de 

l'expression des canaux sodiques cardiaques. Une autre mutation de ce genre a 

été identifiée récemment dans une grande farnil~e~~. 

1.3.4 MinK (KCNE1) 

MinK a été cloné pour la première fois par Takumi et al.75 à partir d'ADN de 

rat et localisé sur le chromosome 21~22.1-~22.2'~. L'ADN ainsi cloné code 

pour une protéine membranaire constituée de 130 acides aminés et d'un seul 

domaine transmembranaire (Figure lb). Cette protéine induit un courant 

potassique à activation lente, dépendant du voltage, lorsque CO-assemblée avec 

les copies de KvLQTl endogènes que l'on retrouve dans les ovocytes de 

xénope7'. Il est généralement accepté aujourd'hui que minK s'assemble avec 
77;78 KvLQTl pour former IKS . 

Splawski et al.I4 ont identifié des mutations de minK chez des membres de 

deux familles affectées par le LQTS. Les deux mutations (S74L, D76N) 

réduisent IKs en déplaçant l'activation dépendante du voltage et en accélérant 

la désactivation du canal. Il a aussi été démontré que les canaux Ik mutants 

formés avec les sous-unités de mi& D76N et S74L génèrent des courants 

unitaires plus faibles et ont des probabilités d'ouverture réduites7'. Donc, ces 

études fonctionnelles supportent l'idée que minK puisse représenter un 

cinquieme locus du LQTS (LQTS)~' (Tableau 1). Bien que l'interprétation des 

manifestations cliniques du LQTS puisse être compliquée par les effets 

confondus des mutations de minK sur KvLQTl et HERG~', les conséquences 

fonctiomelles de ces mutations demeurent une repolarisation cardiaque 

retardée et un risque accru d'arythmies. Comme c'est le cas avec KvLQTI, 



des sujets homozygotes pour des mutations de minK ont été recensés parmi les 

patients atteints du syndrome JLN. Schuize-Bahr et al." ont étudié une famille 

libanaise atteinte du syndrome JLN dans laquelle trois des six enfants 

présentaient des intervalles QTc prolongés et une surdité congénitale 

bilatérale". Deux de ces trois enfants ont souffert de syncopes récidivantes 

depuis la petite enfance. Les deux parents et les trois autres enfants présentent 

une fonction auditive et un intervalle QTc normaux. Dans cette famille, des 

mutations de minK QCNEl), avec un site de mutation chez le père et un site 

de mutation différent chez la mère, ont été retrouvées chez tous les enfants 

affectés. Dans un tel cas, on peut qualifier ces enfants d'hétérozygotes 

composés. Les enfants non-affectés n'ont pour leur part qu'un allèle muté. 

Cette mutation; Asp76Asn' correspond à une mutation de minK déjà observée 

chez le rat (Asp77Asn)' laquelle produit une importante réduction de l'activité 

du canal IK, exprimé dans des ovocytes de xénopea2. Duggal et al.'' ont 

identifié la même mutation (Asp76Asn) sur le gène minK d'un patient atteint 

du syndrome JLN. La mère de ce sujet ainsi que sa demi-sœur sont 

hétérozygotes pour cette mutation. Fait intéressant, ces deux membres de la 

famille ont présenté des intervalles QTc prolongés, démontrant que tous les 

"porteurs" du syndrome JLN n'ont pas un phénotype normal. Comme c'est le 

cas avec KVLQT1, le gène minK s'exprime dans l'oreille interne. Des souris 

génétiquement modifiées, dans lesquelles le locus de minK est désorganisé 

(minK-/-) démontrent un désordre de mouvement (comportement 

shal~edwaltzer)~~ typique d'une anomalie de l'oreille interne. De fait, dans 

l'oreille interne des animaux cclmockouts", les cellules ciliées dégénèrent, 

pendant que les cellules marginales et vestibulaires sont incapables de générer 

un courant court-circuit équivalent in vivo, indiquant l'absence de sécrétion 

potassique transéiithéliale. Les souris perdent aussi la 



capacité d'adapter l'intervalle QT aux variations de la fréquence cardiaque, ce 

qui peut refléter une susceptibilité accrue aux arythmies83. Kupershmidt et 

ont observé un désordre de mouvement similaire dans leur modèle de souris 

"knockouts" sur minK. Ces résultats démontrent de façon convaincante que 

minK est un des gènes impliqués dans le syndrome JLN (JLN2) (Tableau 1). 

Récemment, un nouveau gène de canal potassique codant MiRPl a été cloné15 

(Figure 2b). On croit que cette petite protéine membranaire s'assemble avec 

HERG pour modifier sa fonction. Contrairement aux canaux formés seulement 

avec HERG, les complexes ressemblent aux canaux cardiaques IKr 

physiologiques, au plan de leur activation-inactivation, de leur conductance 

unitaire, de leur régulation par le potassium et par l'inhibition biphasique 

distinctive exercée par l'antiarythmique de classe III E-403 1. Trois mutations 

associées au LQTS et à la fibrillation ventriculaire ont été identifiées sur 

MiRP1. Les canaux mutés ainsi formés s'ouvrent lentement et se ferment 

rapidement, diminuant ainsi les courants potassiques. Ces observations 

supportent l'hypothèse selon laquelle MiRPl est un des gènes du LQTS 

(LQT6) (Tableau 1). Bien que des mutations de MiRPl aient été associées au 

LQTS médicamented et que la co-expression de HERG et MiRPl semble 

moduler la sensibilité de L à certains médicaments, le rôle exact de MiRP 1 au 

niveau du myocarde reste à préciser, considérant qu'il demeure difficile à 

détecter dans le tissu cardiaque? 



13.6 Gènes non-identifiés 

Le locus LQT4 a été relié au chromosome 4q25-27 dans une famille de 65 

rnernbre~'~. On ne connaît toujours pas l'identite du gène responsable. Les 

patients de cette famille souffrent de bradycardie sévère, de fibrillation 

auriculaire et présentent une onde T bizarre. 

Acîuellement, on considère qu'au mieux, on peut relier de 50 à 75% des 

familles atteintes du syndrome RW aux génotypes LQTl à LQT6. Marks et 

al.86 ont pour leur part identifié trois garçons atteints de LQTS avec bloc 

auriculo-ventriculaire et syndactylie (doigts palmés) simple. Leurs intervalles 

QT étaient excessivement prolongés (QTc > 600 msec). Deux de ces trois 

enfants sont morts subitement, malgré un traitement avec des agents bêta- 

bloquants et une stimulation cardiaque permanente (pace-maker). La 

syndactylie et le LQTS ont aussi été rapportés chez les femmes8'. Les gènes 

responsables chez ces patients et chez ceux pour qui le syndrome RW n'a pu 

être relié restent à être déterminés. 

Il existe aussi quelques patients atteints du syndrome JLN chez qui aucun gène 

anomal n'a été identifiéa8, indiquant une probable hétérogénéité génétique 

dans le syndrome JLN, comme c'est le cas dans le syndrome RW. 

1.4 Symptomatologie 

La plupart des observations sur les manifestations cliniques avaient été faites 

avant qu'on ne réalise que plusieurs mutations sur plusieurs gènes peuvent 

causer le LQTS, et que les patients peuvent présenter des phénotypes fort 

différents, voire aucun phénotype. La plupart des observations cliniques 



concernent le LQTl et le LQT2, les deux formes les plus Wquentes, et 

peuvent ne pas s'appliquer aux formes plus rares. De plus, il a 6té suggéré que 

pas plus de 60% des patients soient ~ ~ m ~ t o m a t i ~ u e s ~ ~ ~ ~ .  En ciinique, le LQTS 

se manifeste souvent par une syncope, des convulsions et un arrêt cardiaque. 

Quatre-vingt-cinq pour cent des événements surviennent suite à une activité 

physique ou un stress émotif. Parfois, un stimulus auditif tel qu'une sonnerie 

de téléphone ou de réveille-matin sert de déclencheur aux épisodes de 

syncope, particulièrement chez les sujets atteints du LQT~? Il semble que la 

prévalence des syncopes soit supérieure durant les menstruationsg9 et en 

période post-partum90. Par ailleurs, quinze pour cent des symptômes 

surviennent au repos ou pendant le sommeil, ce qui se produit plus 
20;2 1 fréquemment chez les sujets soufiant de LQT3 . Fait intéressant, trente 

pour cent des patients n'ont aucune histoire familiale de LQTS; ces cas 

représentant des mutations de novo ou reflétant une pénétrame diminuée. 

Pour le LQT1, la forme la plus Wquente, le risque de manifestations 

cardiaques est plus grand chez les hommes jusqu'à la puberté, puis supérieur 

ensuite chez les femmes à l'âge adulte9'. Ces caractéristiques cliniques 

spécifiques au génotype sont présentées dans le Tableau 2. 

1.5 Manifestations électrocardiographiques 

1.5.1 Prolongation de 19intervalle QT 

Une des façons les plus courantes de comger l'intervalle QT en fonction de la 

fkéquence cardiaque est d'utiliser la formule de I3azettg2 : QTc = QT I (Mt)'". 

La 2' dérivation est généralement la meilleure pour mesurer le QT~*, puisque 

la fin de l'onde T y est habituellement bien délimitée et que l'intervalle QT 



LQTl LOT2 LQT3 

Déclencheur de l'arythmie Activité physique Stimulus auditif Reps, sommeil 

Anomdie de l'onde T Base élargie Faible amplitude Début retardé 

ou encoche 

Manifestations cardiaques à 40 ans 

21 manifestation (!?A) 62 46 L 8 

s munifestations (?A) 37 36 5 

Manifestations létales (%) 4 4 20 

Âge médian à la 1" manifestation (ans) 9 12 16 

Tableau 2. Caractéristiques cliniques spécifiques au génotype 
(adapté de Chiang et al. J Am Col' Cmdol2000; 36 : 1 - 12.) 



ainsi obtenu o f ie  une bonne corrélation avec le QT maximal mesuré sur 

I'ECG à 12 dérivations. Un intervalle QTc supérieur à 440 msec est considéré 

prolongé. Cependant, les observations du Registre International du LQTS 

montrent que 68 (5%) des 1345 membres de familles ayant un intervalle QTc 

< 440 msec ont subi un arrêt cardiaque89, suggérant que les personnes 

affectées puissent (parfois ou toujours) avoir des intervalles QTc normaux. 

Garson et aLg3 ont aussi démontré que 6% des 287 patients atteints de LQTS 

ont un intervalle QTc normal. Une analyse effectuée chez 199 membres de 

familles avec le génotype LQT1, a permis de constater qu'en utilisant un seuil 

("cutoff") établi à 440 msec pour le QTc, 11% des membres de ces familles 

n'étaient pas bien  classifié^^^. Aucun des "porteurs" du gène affecté n'avait un 

QTc de 410 msec et moins, tandis qu'aucun sujet normal n'avait un QTc de 

470 msec et plus (hommes) ou 480 msec et plus (femmes)*'. En utilisant un 

QTc de 460 msec comme seuil, la valeur prédictive positive s'élevait à 92% et 

la valeur prédictive négative, à 94%28. Puisque 6% des porteurs du gène 

affecté présentent un premier QTc normal et que le QTc peut varier sur les 

tracés suivants, plusieurs ECG sont indiqués et requis pour identifier ces 

porteurs si un doute persiste. Éventuellement, de nouvelles techniques de 

génotypage rapides et peu coûteuses permettront le diagnostic moléculaire. 

Pendant un test d'activité physique, une relation anomale entre la durée du 

QT et le cycle de stimulation s'observe. En fait, chez certains sujets, 

particulièrement ceux atteints de LQT1, le QTc ne parvient pas a se raccourcir 

de façon satisfaisante à mesure que la Wquence cardiaque augmente, et une 

prolongation persistante du QTc s'observe durant la phase de recouvrementg4. 

Dans la population générale, les femmes présentent des intervalles QT plus 

longs que ceux des hommes, probablement davantage a cause du 
s 

raccourcissement observé chez ces derniers après la puberté, qu'à cause d'une 



prolongation chez les femmes pendant leur période fécondeg5. Dans le 

LQTS'les hommes présentent des valeurs de QTc moyennes inférieures à 
9 1 ;96 celles des femmes et des enfants , que les membres des familles soient des 

génotypes positifs ou négatifs. Il a donc été suggéré que la différence observée 

entre les adultes des deux sexes, en ce qui concerne la susceptibilité aux 

torsades de pointes, reflète la présence relativement plus importante chez les 

hommes d'un facteur venant contrer les mécanismes favorisant la 

prolongation du QT" . 

1.5.2 Dispersion de l'intervalle QT 

En plus de l'hétérogénéité temporelle décrite plus haut (I'ECG peut 

sporadiquement être normal), la repolarisation dans le LQTS peut aussi faire 

preuve d'hétérogénéités spatialesg7 et transmuralesg8 substantielles. Les 

dispersions spatiales du QT et du QTc peuvent être calculées en utilisant deux 

indices: la différence entre la plus longue et la plus courte valeur mesurée sur 

chacune des 12 dérivations de I'ECG (QTmax - QTmin, QTcmax-QTcmin) 

et la dispersion relative du QT et du QTc (écart-type du QT/rnoyeme des QT 

x 100). Ces deux indices de dispersion de la repolarisation sont augmentés 

chez les patients LQTS par rapport aux sujets témoinsg7. 

1.5.3 Anomalies des ondes T-U et alternance de l'onde T 

Il a été proposé que le degré d'hétérogénéité transmurale puisse être déterminé 

par la durée de la dewriéme moitié (post-pic) de l'onde T'~. La repolarisation 

du potentiel d'action épicardique, le premier à se repolariser, conincide avec le 

pic de l'onde T in vitro; la repolarisation des cellules myocardiques (M cells), 



les dernières à se repolariser, co'ïncide quant à elle avec la fin de l'onde T. Il 

adonc été proposé que la durée du potentiel d'action des cellules M détermine 

l'intervalle QT et que l'intervalle picT - fïnT serve d'indice d'hétérogénéité 

transmurale de repolarisation. 

Les patients atteints de LQTS peuvent présenter de multiples anomalies 

morphologiques de l'onde T, telles qu'une onde T à base élargie, biphasique, 

bifide ou avec une encoche. Ces anomalies de l'onde T peuvent s'observer 

chez des sujets normaux, mais beaucoup moins Wquemment que chez les 

patients atteints de LQTS (1 5% vs 62%)''. Parmi les patients LQTS, ces 

anomalies de l'onde T sont plus fréquentes chez ceux ayant une histoire 

d'arrêt cardiaque ou de syncope (8 1% vs 1 9%lg9. Il a aussi été proposé qu'une 

encoche sur l'onde T, observée pendant la phase de recouvrement lors de tests 

d'activité physique, suggère fortement le LQTS'~. 

Différents motifs dans le complexe d'ondes ST-T ont aussi été suggérés chez 

les patients atteints de LQTS (Figure 4). La durée de l'onde T est 

particulièrement prolongée chez les patients atteints de LQT1. Les patients 

LQT2 présentent habituellement des ondes T de petite taille et/ou encochées. 

Le début de l'onde T est anormalement retardé chez les patients L Q T ~ ' ~ ~ .  

Dans un rapport préliminaire10', on parvenait à prédire correctement les 

génomes dans 98% des familles démontrant des motifs d'ondes typiques. 

Globalement, la prédiction s'est avérée exacte dans 80% des familles, en se 

basant sur le motif de l'onde ST-T sur I'ECG"'. 

L'hétérogénéité temporelle de la repolarisation dans le LQTS peut aussi 

s'observer dans l'alternance, d'un battement à l'autre, de la polarité ou de 

l'amplitude de l'onde T (T wave alternans). Ce phénomène peut s'observer 

brièvement au repos, mais apparaît beaucoup plus souvent durant un stress 



Figure 4. Complexes d'ondes ST-T selon le gdnotype de LQTS 
(adapte de Moss et al. Circulation 1995;92 :2929-34.) 



physique ou émotif. II est reconnu comme un précurseur de torsades de 

pointes et de ce fait, comme un marqueur pour les patients à haut risque5. 

1.5.4 Bradycardie 

Il a été observé que la fkéquence cardiaque moyenne au repos est plus faible 

chez les patients atteints de LQTS, particulièrement chez les enfants, par 

rapport aux sujets normaux témoins6. De plus, les patients LQTS ont une 

fkéquence cardiaque plus faible que celle de témoins normaux durant une 

activité physique de modérée à intense, mais on observe un chevauchement 

considérable entre leurs distributions normales respectives. Un 

dysfonctionnement du nœud sinusal a aussi été rapporté chez les patients 

LQTS'~. Quelques-uns ont un arrêt sinusal et une encoche sur l'onde T, lors 

du premier battement après une pause. Les battements ventriculaires répétitifs 

et les torsades de pointes se déclenchent habituellement à partir du deuxième 

pic après l 'enc~che'~~. 11 a été démontré que, suite à une dénervation 

sympathique cardiaque gauche couronnée de succès, l'onde T avec encoche 

disparaît après une pause'02. Une forme particulièrement maligne de LQTS se 

présente avec un bloc auricule-ventriculaire 2 :1 et /ou des désordres de 

conduction intraventriculaires, probablement attribuables à une très importante 

prolongation du potentiel d'action dans le système de condu~tion'~~. 

Le degré de bradycardie sinusale étant très variable, ceci suggère que certains 

désordres génétiques ont plus de chances d'être associés avec cette 

manifestation de la maladie que d'autres, ou que l'expression d'autres gènes 

détermine si un sujet donné développe une bradycardie si~usale*~. 



1 5 5  Arythmies cardiaques 

Les enregistrements de potentiel d'action monophasique ont démontré une 

prolongation de la durée du potentiel d'action dans le muscle ventriculaire des 

sujets atteints de LQTS'~. On croit que les post-dépolarisations précoces 

(EAD's), survenant pendant les phases 2 et 3 prolongées du potentiel d'action, 

sont attribuables à la réactivation des courants calciques de type L, ou d'autres 

courants tels l'échangeur sodium-calcium ou le courant sodique cardiaque1@! 

Typiquement, les torsades de pointes commencent par une dépolarisation 

ventriculaire prématurée, suivie d'une pause compensatoire. Le battement 

sinusal suivant présente souvent une prolongation marquée de I'inte~alle QT 

et une onde T d'allure très bizarre. S'ensuit une séquence de tachycardie 

ventriculaire polymorphe (torsades de pointes)105 (Figure 5)' dont le premier 

battement est déclenché à partir d'une post-dépolarisation précoce. Ce cycle 

'%ourt-long-court" annonçant les torsades de pointes est une empreinte 

classique du LQTS. Les torsades de pointes peuvent se développer 

spontanément, causant les épisodes de syncope, puis dégénérer vers la 

fibrillation ventriculaire et ultimement, la mort subite. 

El-Sherif et al.Io6, par une analyse tridimensionnelle des motifs d'activation 

dans un modèle de LQTS, ont démontré que le premier battement de la 

tachycardie ventriculaire polymorphe survient régulièrement sous forme d'une 

activité focale dans un site sous-endocardique, alors que les battements 

suivants sont dus à une activité focale sous-endocardique, une excitation de ré- 

entrée ou une combinaison des deux mé~anisrnes'~~. Ils ont ensuite démontré 

que le déplacement apparent de l'axe du QRS observé pendant les torsades de 

pointes était causé par un circuit plutôt localisé, changeant de position et 





d'orientation d'un battement à l'autre; la majeure partie du myocarde 

ventriculaire étant activé de façon centrifiigelo7. Ceci suggère un 

déclenchement par des post-dépolarkations précoces dans le réseau de 

Purkinje (sous-endocarde) et un maintien par la ré-entrée. 

1.6 Diagnostic 

Des antécédents de syncope ou de mort subite chez un enfant ou un jeune 

adulte, particulièrement durant une activité physique ou un stress émotif, ainsi 

qu'une histoire de noyade inexpliquée (ou de quasi-noyade), devraient éveiller 
28;43 des soupçons quant à l'éventualité du LQTS . Certains avancent même que 

des convulsions ou syncopes vraisemblablement provoquées par une situation 

de "fight, flight or fkight" indiquent le LQTS jusqu'à preuve du c~ntraire*~. 

Aux États-unis, plus de la moitié des 8000 morts subites inexpliquées chez les 

enfants pourraient être atîribuables au LQTS**, et le t a u  de mortaiité sur 10 

ans chez les patients LQTS non-traités pourrait être aussi élevé que 50%, 

exigeant que le diagnostic de LQTS soit considéré dans certaines situations 

cliniques. Bien que des progrès immenses aient été faits dans la 

compréhension des mécanismes moléculaires à la base des désordres 

électrophysiologiques observés chez les patients LQTS, le diagnostic s'appuie 

encore fortement sur les manifestations cliniques notées chez les patients et 

leurs familles. Chez ceux présentant les manifestations caractéristiques du 

LQTS, les cas typiques ne causent aucune difficulté diagnostique, présumant 

que le médecin connaisse la maladie. Cependant, les cas "borderlines" sont 

plus complexes et requièrent l'intégration de plusieurs variables cliniques, 

incluant des observations électrocardiographiques au repos et pendant 

l'activité physique, ainsi que les antécédents cliniques et familiaux complets. 



Schwartz et al.' ont proposé les premiers critères diagnostiques du LQTS en 

1985, procurant une approche quantitative attribuant un poids différent et 

relatif aux critères mineurs et majeurs. Les progrès qui ont suivi dans la 

compréhension du LQTS, incluant l'observation que le QTc chez les femmes 

est plus long que chez les hommes, qu'il existe un chevauchement important 

des valeurs de QTc entre les porteurs et les c6non-porteurs" de certaines 

mutations, et que plusieurs paramètres cliniques sont significativement 

différents chez des patients atteints ou non de LQTS, ont mené à la 

formulation de nouveaux critères publiés en 1993'08. Ces nouveaux critères 

sont présentés dans le Tableau 3'". Ils sont fondés sur des observations 

électrocardiographiques, et les antécédents cliniques et familiaux. Le résultat 

est une valeur située entre O et 9. Trois catégories de probabilité ont été 

définies: 4 point = fgble probabilité; 2 à 3 points = probabilité intermédiaire; 

>4 points = forte probabilité. Chez les patients montrant un total de 2 à 3 

points, plusieurs ECG devraient être obtenus, puisque la valeur du QTc chez 

les patients LQTS peut varier avec le temps. De plus, des ECG de dépistage 

devraient aussi être obtenus chez les autres membres de la famille. 

Des tests d'activité physique et un monitoring avec Holter devraient être 

effectués chez tous les sujets ccsuspects" pour le LQTS, bien que leur valeur 

prédictive positive soit somme toute assez faible. Le raccourcissement ou 

l'allongement du QTc pendant ou après des tests d'activité physique ne s'est 

pas avéré très utile non plus, puisqu'il existe peu de standards normaux, et que 

des études prospectives sur la valeur prédictive de ces variations de QTc dans 

la straiification du risque n'ont toujours pas été faites. Les évaluations 

électrophysiologiques plus invasives, avec ou sans administration de 

catécholamines, ne sont pas utiles. 



, Points . 

1 Observa fions éIec~rocardiographi yues * I 
QTct 

>480 msec 

460470 msec 

450 (hommes) msec 

Torsades de pointes$ 

Alternance de l'onde T 

Onde T encochée sur 3 dérivations 

Rythme cardiaque lent pour l'âges 

Altrécédenfs chiques 

Syncopez 

Avec stress 

Sans stress 

Surdité congénitale 

Diagnostic de LQTS confirmé chez des membres de la familleq I 

Mort subite inexpliquée avant l'âge de 30 ans parmi les 0, 5 

membres de fa famille immédiate 

Tableau 3. Critères diagnostiques du LQTS 
(adapté de Schwartz et al. Circulation 1993;88 :782-4.) 

Pointage : < L point = faible probabilité; 2 a 3 points = probabilité intermédiaire; 
>4 points = forte probabilité 

* En absence de médicaments ou d&ordres cornus pour &ter ces paramètres sur 1'ECG; 
t QTc calculé selon la formule de Bazett, QTc = QTIRR'~; 
$ MutueUemtnt e.xcluSfs-, 
8 Rythme cardiaque au rcpos sous le deu.uème pmxni.de pour l'âge: 
** Lemime utanbrc&iatiimillenepcutCtrecomptédcusfois; 
7 Un diagnostic confinné de LQTS se néfinit par un pointage > 4. 



Dans les cas plus "borderlines", des tests génétiques visant à identifier de 

nouvelles mutations pourront éventuellement être utilisés. Actuellement, ces 

tests ne sont pas assez bien développés pour devenir un outil diagnostique 

disponible sur une base routinière. Dans une récente étude effectuée chez neuf 

familles avec des cas sporadiques de LQTS'~, c'est-à-dire des familles à 

l'intérieur desquelles, à part l'individu affecté, aucun des membres de la 

famille ne présente de signes cliniques de la maladie; 33% des 46 membres 

d'une fiunille ont été identifiés comme "porteurs" par diagnostic moléculaire, 

avec une pénétrance estimée à seulement 25%. Il semble donc approprié 

d'effectuer un dépistage moléculaire chez tous les membres de la famille des 

patients génotypés, lorsque disponible. Les approches moléculaires 

contemporaines peuvent être utilisées pour analyser l'ADN génomique (à 

partir de lymphocytes périphériques) et détecter des mutations associées au 

LQTS. Ceci est particulièrement utile pour les membres d'une famille dans 

laquelle le gène mutant responsable et des mutations spécifiques ont été 

identifiés à partir d'un individu affecté. Dans au moins un cas, des mutations 

sur- à la fois HERG et KvLQTl (caractère hétérozygote double) ont été 

identifiées chez deux sœurs sévèrement affectées, membres d'une grande 

famille LQTS; suggérant que les analyses génétiques effectuées sur les jeunes 

patients sévèrement affectés devraient considérer la recherche de plus d'une 

mutation sur les gènes du LQTS'~. Par ailleurs, le dépistage de mutations 

associées au LQTS ne peut se faire encore à grande échelle à cause des coûts 

et du temps requis, mais aussi parce que quelques gènes impliqués dans le 

LQTS restent à être identifiés. Par contre, la structure génomique de chacun 

des cinq gènes humains du LQTS étant maintenant connue, une étape 



importante a été fianchie afin de rendre le diagnostic pré-symptomatique de 

mutations sur ces gènes plus accessible 15;71;1og 

1.7 Traitement 

Pour les patients asymptomatiques, il existe diverses options thérapeutiques 

selon les besoins. Schwartz et al.110 ont proposé de traiter les patients 

asymptomatiques dans six cas : 

1) chez ceux souBant de surdité congénitale, puisque le risque de 

manifestation cardiaque est alors particulièrement élevé; 

2) chez les nouveau-nés et les très jeunes enfants, le risque étant 

particulièrement élevé pendant les premiers mois de la vie; 

3) chez les fières et sœurs affectés d'un enfant mort subitement suite à un 

stress émotif; 

4) chez les patients présentant une alternance de l'onde T, un signe 

d'instabilité électrique accrue; 

5) chez les patients présentant un intervalle QTc très long (>600 mec), 

probablement les individus les plus à risque; 

6) lorsque l'anxiété est palpable et qu'une requête explicite de traitement est 

signifiée par la famille, après des explications minutieuses et complètes sur 

la situation. 

Vincent et al.20 et Garson et aLg3 ont pour leur part recommandé de traiter tous 

les patients asymptomatiques s'ils ont moins de quarante ans au moment du 

diagnostic, puisqu'il est parfois impossible de prévoir quel patient 

asymptomatique deviendra symptomatique, et que dans 30 à 40% des cas, la 



première manifestation est la mort subite. D'ailleurs, dans une récente étude 

de Priori et al."', on a remarqué qu'il n'était pas rare de constater que la mort 

représente le tout premier symptôme, suggérant que tous les jeunes patients 

asymptomatiques doivent être traités. 

Par ailleurs, il semble faire consensus que les patients symptomatiques doivent 

être traités. Il existe actuellement cinq possibilités de traitement pour les 

patients atteints de LQTS : 1) les agents bêta-bloquants, 2) les stimulateurs 

cardiaques (pace-makers), 3) la dénervation sympathique cardiaque gauche, 4) 

les défibrillateurs et 5) le traitement "adapté au gèneyy. L'objectif 

thérapeutique est de prévenir les tachyarythmies ventriculaires malignes 

(tachycardie ventriculaire, torsades de pointes et fibrillation ventriculaire). 

1.7.1 Les agents bêta-bloquants 

Les bêta-bloquants demeurent toujours le traitement de première ligne. Décrit 

pour la première fois en 197s6 et clairement établi en 1985', l'effet bénéfique 

des agents bêta-bloquants s'exprime par une réduction dramatique de la 

mortalité. Évaluée à 71% chez les sujets témoins, elle est passée a 6% 

seulement chez les sujets traités'10. Les syncopes et autres manifestations 

récidivent chez les patients traités dans environ 25% des cas, et les 

probabilités de mort subite sur une période de cinq ans sont estimées à IO%, 

malgré le traitement1 12. 

La dose de bêta-bloquant devrait être maximisée, ce qui devrait se traduire par 

une réponse diminuée de la fkéquence cardiaque face à un test à l'effort. 

L'objectif est de maintenir la fiéquence cardiaque en-deçà de 130 

battements/minutes en toutes circonstances. Tous les bêta-bloquants semblent 

efficaces, bien qu'aucune étude comparative n'ait été entreprise à ce sujet. 



Évidemment, a cause de ses propriétés antiarythmiques de classe III, le sotalol 

est absolument contre-indiqué. Le propranolol est largement utilisé, à une 

posologie quotidienne de 2 à 3 mgkg. Le nadolol est passablement utilisé 

aussi à cause de sa demi-vie plus longue (oublier une dose pourrait alors ne 

pas être catastrophique). La non-observance expose bien sûr le patient au 

même risque d'événement cardiaque qu'un sujet non-traité, et contribue 

probablement à un certain pourcentage d'échecs du traitement, 

particulièrement chez les adolescents. Chez les patients qui développent une 

bradycardie sévère ou un mê t  sinusal significatif (Le. > 2 sec), l'installation 

concomitante d'un stimulateur cardiaque (pace-maker) est indiquée. 

Le mécanisme précis expliquant l'efficacité des agents bêta-bloquants dans le 

LQTS reste inconnu. Le QTc demeure prolongé après un traitement efficace 

avec les bêta-bloquants, mais sa dispersion (QTcmax - QTcmin) est réduite 

chez les sujets sensibles ("responders") au traitementi13. Une valeur seuil 

(%utofl") de 100 msec pour QTcmax - QTcrnin ofEe une sensibilité de 80% 

et une spécificité de 82% pour discriminer les sensibles ("responders") des 

non-sensibles ("nonresponders") au traitement. On a aussi observé qu'un 

groupe de patients LQTS n'ayant pas été sensibles aux bêta-bloquants et ayant 

subi une dénervation sympathique cardiaque gauche sont demeurés 

asymptomatiques (suivi moyen, 5 I 4 ans). Dans ce groupe, la dispersion de la 

repolarisation a été significativement réduite par la dénervation chirurgicale, 

jusqu'à des valeurs semblables à celles des patients sensibles au traitement 

bêta-bl~~uant"~. Donc, la persistance d'une dispersion excessive du QT après 

l'introduction d'une thérapie bêta-bloquante semble être un marqueur, 

permettant d'identifier rapidement les patients susceptibles de demeurer à haut 

risque, et de ce fait, suggère la nécessité de passer à d'autres formes de 

traitement. 



Récemment, Shimizu et al.ll4 ont démontré dans un modèle canin que Le 

chromano1 293B (un bloqueur d'Ire) ne suffisait pas à induire des torsades de 

pointes, mais que l'ajout d'un agoniste bêta était fortement arythmogène, 

probablement par une augmentation de la dispersion trammurale de la 

repolarisation. Ils ont proposé que cela était causé par une importante 

augmentation résiduelle de b au niveau des cellules épicardiques et 

endocardiques, mais pas dans les cellules My où Ih, de façon intrinsèque, est 

moins présent. Cette étude permet donc une compréhension mécanistique des 

fondements cellulaires de l'efficacité thérapeutique des agents bêta-bloquants 

dans le LQT1. Dans une autre étude, réalisée chez l'humain, Shimizu et al."* 

ont aussi démontré que l'ajout de propranolol renversait complètement la 

prolongation de l'intervalle QT et l'augmentation de la dispersion induites par 

l'adrénaline chez des patients LQT1. Un mécanisme possible expliquant 

l'efficacité des bêta-bloquants est l'inhibition de la réactivation du courant 

calcique entrant, un effet qui s'appliquerait à toutes les formes de LQTS. De 

fait, il a été démontré que le vérapamil, un bloqueur du courant calcique de 

type L, élimine ou réduit les post-dépolarisations précoces et supprime les 

torsades de pointes chez des patients LQTS ayant subi des tests de provocation 

a l'a~irénaline'~~. Le vérapamil pourrait s'avérer une alternative efficace pour 

les patients ne pouvant tolérer les bêta-bloquants, tels les asthmatiques, bien 

que des données sur l'efficacité et la sécurité à long terme ne soient pas encore 

disponibles. 



1.73 La stimulation cardiaque 

Les effets bénéfiques de la stimulation cardiaque chez les patients LQTS à 

haut risque sont probablement attribuables à la prévention de la bradycardie et 

des pauses, reconnues comme étant arythm~~ènes' '~. Cependant, les 

stimulateurs ne devraient pas être considérés en monothérapie dans le LQTS, 

mais plutôt comme des accessoires au traitement bêta-bloquant, dans le but de 

prévenir les épisodes de bradycardie sévère ou les pauses chez les patients 

souBant de bloc auriculo-ventriculaire pré-existant, ou lorsque des arythmies 

pause-dépendantes ont été documentées. 

1.7.3 La dénervation sympathique cardiaque gauche 

La dénervation sympathique cardiaque gauche devrait être réservée aux 

patients souffrant de syncopes récidivantes qu'on ne peut contrôler à l'aide 

des bêta-bloquants ou de la stimulation cardiaque. La plus grande étude à ce 

sujet, publiée par Schwartz et al.'lO, a évalué 123 patients et est considérée 

comme très représentative, puisqu'elle a couvert 90% de toute la population 

ayant subi ce type d'intervention, et que le suivi a été très long, en moyenne 

10 ans. Aucun de ces patients ne répondait ou ne tolérait les bêta-bloquants à 

forte dose. La dénervation sympathique cardiaque gauche a réduit de façon 

marquée le nombre de patients avec manifestations cardiaques (de 99% à 

45%) et le nombre de manifestations cardiaques par patient (de 2 1 * 3 1 à 1 

3). La plupart des patients ayant souffert de manifestations cardiaques après 

l'intervention n'en ont eu qu'une seule, habituellement durant les premiers six 



mois. La prévalence de la mort subite sur 10 ans s'est élevée à 8%, et le taux 

de survie à cinq ans à 94%. 

Pour obtenir une dénervation sympathique cardiaque gauche adéquate, il faut 

enlever les quatre ou cinq premiers ganglions cervico-thoraciques gauches, 

avec la moitié inférieure du ganglion stellaire gauche. En préservant la moitié 

supérieure de ce ganglion, on évite le syndrome de Homer iatrogène, 

caractérisé entre autres par un myosis, de l'énophtalmie (globe oculaire 

enfoncé) et presque toujours, une élévation de la température de la joue avec 

sudation d'un seul côté du visage. 

1.7.4 Les défibrillateurs 

Un défibrillateur est présentement utilisé lorsque la combinaison des bêta- 

bloquants, de la dénervation sympathique et/ou de la stimulation cardiaque ne 

parvient pas a éviter les épisodes de syncope. On suggère aussi l'installation 

d'un défibrillateur comme traitement de première ligne, lorsque le premier 

symptôme est un amêt cardiaque ressuscité. Alors que l'installation d'un 

défibrillateur semble diminuer de façon importante la prévalence de la mort 

subite chez les patients LQTS"~, elle peut aussi engendrer une importante 

détresse émotionnelle pouvant déclencher les arythmies, et par le fait même, 

les décharges électriques. Pour éviter ces chocs, lors de courts épisodes de 

torsades de pointes s'arrêtant d'ewc-mêmes, des algorithmes de détection et de 

traitement révisés ont été introduits dans les appareils plus récents. 



1.7.5 Le traitement "adapté au gène" 

Chez les patients LQT3, des études expérimentales1" et cliniques" ont 

suggéré que les bloquants du canal sodique tels la mexilétine et la lidocaiiie 

puissent prévenir l'ouverture répétitive du canai, raccourcir l'intervalle QT et 

normaliser la morphologie de l'onde T. Ils sont donc considérés comme des 

traitements "adaptés au gène LQT3". Cependant, la mexilétine s'est aussi 

avérée efficace à réduire la dispersion et à prévenir les torsades de pointes 

dans des modèles de LQT2 et de LQT3 ' 18. De plus, dans un modèle canin de 

LQT1, la mexilétine a réduit davantage la durée du potentiel d'action des 

cellules M que celle des cellules épicardiques et endocardiques, diminuant 

donc la dispersion trammurale et l'effet inducteur de torsades de pointes de 

l'isoprotéréno1114. Actuellement, ces traitements ne peuvent ê e  considérés 

qu'en tant qu'adjuvants aux bêta-bloquants, et leur utilité en monothérapie 

dans le LQTS reste a être démontrée. 

Pendant que les études moléculaires de génétique proposent la possibilité de 

traitements spécifiques aux génotypes ciblant les canaux ioniques, toute 

intervention réduisant le courant entrant net ou augmentant le courant sortant 

net diminuera l'intervalle QT et pourra protéger les patients LQTS des 

arythmies. Augmenter la kaliémie à environ 1,5 mEq/L au-dessus de la 

normale avec le spironolactone, ou grâce à l'administration intraveineuse ou 

orale de chlorure de potassium, a permis de réduire de 24% l'intervalle QTc 

chez sept patients LQT2, comparé à 4% chez cinq sujets témoins en santé, en 

plus d'éliminer l'encoche sur l'onde T? On croit que ces interventions 

causent une arigmentation de Ib et devraient être efficaces dans toutes les 

formes de LQTS. D'un autre côté, bien qu'augmenter la kaliémie puisse 



renverser les anomalies de I'ECG dans le LQT2, une augmentation à long 

terme ne sera peut-être que partiellement réalisable, en raison de la fonction 

rénale Le nicorandil, un ouvreur de canaux potassiques sensibles à 

I'ATP, améliore les anomalies de repolarisation obsewées durant 

l'administration d'adrénaline chez les patients LQT 1 IS. L'efficacité du 

nicorandil a aussi été démontrée dans un groupe de patients LQTS chez qui les 

épisodes de syncope étaient réfractaires aux bêta-bl~~uants '~~.  L'effet à long 

terme des ouvreurs de canaux potassiques chez les patients LQTS reste 

cependant à être déterminé, et leur éventuelle mise en marché est incertaine. 

1.8 Historique du LQTS médicamenteux 

Il existe plusieurs raisons de croire qu'une prolongation de l'intervalle QT 

puisse, dans certaines circonstances, être un mode d'action antiarythmique 

efficace. De fait, les médicaments possédant cet attribut démontrent des 

propriétés antiarythmiques121. Cependant, les problèmes reliés a la pro- 

arythmie ont limité le développement et l'utilisation à grande échelle des 

antiarythmiques de classe 1 et III'n-129. De plus, les médicaments à indications 

"non-cardiaques" prolongeant le QT, même de façon modeste, sont 

dorénavant sous étroite surveillance de la part des agences de contrôle 

gouvernementales, à cause de leur potentiel pro-arythmique. En fait, depuis le 

milieu des années 80, on a remarqué que ces médicaments a indications "non- 

cardiaques" proviennent de classes thérapeutiques de plus en plus diverses. 

Durant les années 60 et 70, on avait déjà noté la toxicité cardiaque de certaines 

classes de médicaments, tels les neuroleptiques et les antihistaminiques de 

première génération 1301134 , mais ces observations restaient confinées à une 

littérature très spécialisée, et on considérait la capacité de certains de ces 



médicaments de prolonger le QT comme une "curiosité" pharmacologique 

d'une signification clinique incertaine et pour laquelle bien sûr, les 

mécanismes moléculaires demeuraient obscurs. 

On a depuis identifié plusieurs autres médicaments de classes thérapeutiques 

très diverses, possédant un tel potentiel pro-arythmique. Le Tableau 4 dresse 

une liste non-exhaustive des médicaments ayant le potentiel de causer des 

torsades de pointes. Une des faiblesses de ce genre de liste est de ne fournir 

aucune estimation du risque relatif. Par exemple, il semble clair que le risque 

associé à une faible dose de terfihadine chez un homme en santé, ne prenant 

aucun autre médicament, soit extrêmement faible. Au contraire, le risque 

associé à l'administration de quinidine, de sotalol ou de dofétilide à une 

femme en stade avancé d'insuffisance cardiaque, souffi.ant également de 

fibrillation auriculaire et d'hypokaliémie, est probablement de l'ordre de 5 à 

10% ou plus135. 

Puisque l'intervalle QT est la somme des durées de dépolarisation et de 

repolarisation ventriculaires, il reflète la durée du potentiel d'action des 

myocytes cardiaques. Cette durée est donc contrôlée par un équilibre étroit 

entre les courants entrants et sortants, durant la phase de repolarisation. Les 

courants potassiques sortants, particulièrement le courant rectifiant retardé: IK 

(qui est la somme de deux composantes aux propriétés cinétiques et 

pharmacologiques distinctes; la rapide b et la lente Ik) jouent un rôle 

important durant la phase de repolarisation, et déterminent la forme du 

potentiel d'action. Une diminution de la conductance peut augmenter la durée 

du potentiel d'action et de la période réfractaire efficace de- façon significative. 



Antiarythmiques 

Tableau 4. Médicaments ayant été associés aux torsades de pointes 

* TMP-SMX = t-éthoprime-sulfametho.~a~ole 



Plusieurs études suggèrent que le principal mécanisme par lequel des 

médicaments prolongent le QT et causent des torsades de pointes est le bloc 

de courants potassiques r e p ~ l a r i s a n t s ~ ~ ~ ~ ~ ~ .  Des médicaments tels 

l'amiodarone ou le d-sotalol exercent leur action antiarythmique de classe III 

par ce mécanisme. En fait, le d-sotalol bloque complètement la composante 

rapide b à des concentrations qui ont peu d'effet sur Ie 140,147 . Une 

caractéristique intéressante des médicaments "non-cardiaques" énumérés dans 

le Tableau 4 est qu'ils sont à peu près tous, comme le d-sotalol, des bloqueurs 

relativement spécifiques de b 136-146 . 
À l'heure actuelle, il est plutôt difficile d'expliquer comment autant de 

médicaments aux structures chimiques si différentes et provenant de classes 

thérapeutiques aussi diverses peuvent arriver à bloquer IKr de façon 

relativement spécifique. En fait, il est même surprenant qu'encore aujourd'hui, 

nos connaissances sur les relations structure-activité entre les médicaments et 

l'effet antiarythmique de classe III soient aussi hgmentaires. 

Il y a quelques années, Morgan et ~ullivan'~* ont publié une des premières 

revues sur les relations structure-activité pour les agents antiarythmiques de 

classe III. Ils ont proposé des exigences structurelles pour un pharmacophore 

de classe III (Figure 6): un cycle aromatique substitué en para, relié à un 

atome d'azote basique par une chaîne très variable. Cette chaîne, faite de 1 à 4 

atomes, peut contenir des hétéroatomes, des groupements polaires, ou faire 

partie d'un anneau. Lorsqu'on jette un coup d'oeil aux structures moléculaires 

de quelques médicaments prolongeant le QT et bloquant HERG/IK, on 

constate que des molécules telles la terfënadine ou l'astémizole répondent très 

bien aux critères énoncés pour posséder des propriétés antiarythmiques de 

classe III. Par contre, force est d'admettre que le pharmacophore de classe III 



Pharmacophore "de classe III" selon 
Morgan et Sullivan (A = chaine de 1 à 4 
atomes pouvant contenir des hé téroatomes, 
groupements polaires, ou faire partie d'un 
anneau) 

Figure 6. Structures moléculaires de quelques médicaments pouvant 
causer des torsades de pointes, en reiation avec le pharmacophore &de 
classe m" proposé par Morgan et Sulüvan. 

A gauche : Exemples de médicaments suc lesquels a phamiacophore (un -le ammtique relie 
B un atome d'azote basique par une diii;ne) peut être observé. 

A droite : Exemples de m&bnmîs prolongeant le QT et causant des torsades de pointes, sur 
lesquels a phaamcophore est dïf6cilement ideatifiable. 

(w de dcPonîi et al Etu J Clin Phannacol 2000;56 : 1-18.) 



proposé par Morgan et Sullivan est difficilement identifiable sur d'autres 

médicaments, tels le probucol ou l'érythromycine. Bien sûr, il demeure 

possible qu'une analyse pius approfondie puisse révéler que dans certains cas, 

un ou des métabolites, plutôt que la molécule-mère, soient responsables de 

l'effet antiarythmique de classe III, ou que des courants autres que HERGA= 

soient responsables de la prolongation du QT et/ou des tachyarythmies. De 

plus, la lipophilicité et l'encombrement produits par certaines substitutions sur 

la structure moléculaire peuvent s'avérer des paramètres cmciaux, conférant 

différents degrés de bloc des canaux potassiques. Par exemple, le dérivé 

carboxylé de la terfénadine; la fexofénadine, principal métabolite de la 

terfénadine, est une molécule plus polaire, n'ayant pratiquement aucun effet 

sur le QTc, à part quelques cas anecdotiques 149-151 . 
Récemment, en considérant la question sous un autre angle, c'est-à-dire en 

examinant la protéine-cible plutôt que le médicament, Mitcheson et al.'" ont 

proposé les premiers fondements structurels protéiques du LQTS 

médicamenteux. En utilisant la mutagénèse, ils ont démontré que la 

terfénadine et le cisapride interagissent avec deux acides aminés du domaine 

transmembranaire S6 de HERG (Y652: mosine et F656: phénylalanine). Fait 

intéressant, ces deux résidus aromatiques du domaine S6 ne se retrouvent que 

sur Ies canaux potassiques de type eag/erg, tels HERG. De fait, sur les autres 

canaux potassiques dépendants du voltage, on trouve l'isoleucine et la valine 

aux positions équivalentes. Ceci suggère donc une première explication 

"structurelle protéique" à savoir pourquoi autant de médicaments bloquent 

HERG mais peu ou pas les autres canaux potassiques dépendants du voltage. 



1.10 Facteurs de risque 

Des études cliniques ont permis d'identifier des facteurs de risque dans le 

développement des torsades de pointes'53. Pour quelques-uns d'entre eux, une 

explication électrophysiologique peut être fournie, et les observations 

cliniques ont parfois été le point de départ d'études cellulaires et biophysiques 

fort intéressantes. Par exemple, l'hypokaliémie et les rythmes cardiaques lents 

sont reconnus comme des facteurs de risque et ont servi à identifier les post- 

dépolarisations précoces comme de potentiels déclencheurs de torsades de 

pointes in vitro1". De plus, le fait d'observer que l'hypokaliérnie favorise les 

torsades de pointes a suscité L'intérêt à étudier les mécanismes par lesquels de 

faibles concentrations de potassium extracellulaire diminuent paradoxalement 

IIc,, et potentialisent le bloc du canal par les médicaments1". 

D'autres facteurs de risque reconnus en clinique mais moins bien expliqués 

incluent le sexe féminin, l'hypomagnésémie, la conversion récente de la 

fibrillation auriculaire156 et l'administration intraveineuse rapide de 

 médicament^'^'. Une intéressante étude a rapporté que le rythme sinusal 

semble s'accroître durant les minutes précédant un épisode de torsades de 

pointes's8, suggérant qu'une activation adrénergique sous-jacente, ou à tout le 

moins des rythmes cardiaques rapides contribuent aux torsades de pointes. Le 

même phénomène pourrait expliquer l'augmentation apparente du risque de 

torsades de pointes, peu après une cardioversion de fibrillation auriculaire en 

rythme sinusal, en présence de médicaments prolongeant l'intervalle QT. Plus 

récemment, des expériences réalisées sur des cœurs isolés ou des préparations 

cellulaires ont permis d'identifier la surcharge calcique intracellulaire comme 

un élément contribuant de façon importante au risque de torsades de 



pointes 159; 160. Ceci, entre autres, permettrait d'expliquer pourquoi les torsades 

de pointes induites par les médicaments semblent plus fkéquentes parmi les 

patients atteints de cardiopathies telles l'insuffisance cardiaque congestive, 

chez qui les désordres de l'homéostasie calcique intracellulaire sont de plus en 

plus reconnus comme des substrats arythmogènes potentiels 16'. 

Pour la plupart des médicaments, le risque de torsades de pointes s'élève à 

mesure que la dose et la concentration augmentent. L'accroissement marqué 

du risque de torsades de pointes lors de l'inhibition (par les macrolides ou les 

ixnidazoles) du métabolisme hépatique médié par le CYP3A4 de la terfénadine 

et du cisapride, deux puissants bloqueurs de Ib, en est un témoignage 

éloquent 162;163. Par ailleurs, on ne sait pas s'il y a dans la population générale, 

des patients chez qui l'activité métabolique du CYP3A4 est réduite (pour des 

raisons génétiques ou environnementales). De plus, puisque ce ne sont pas 

tous les patients soumis à de fortes concentrations des médicaments présentés 

dans le Tableau 4 qui développent des torsades de pointes, d'autres 

"modulateurs" du risque interviennent peut-être (hypokaliémie, pause après 

une stimulation adrénergique, etc.). Le cas de la quinidine constitue une 

exception à ce type de risque apparemment dépendant de la concentration. En 

fait, il est bien connu que la pro-arythmie associée à la quinidine survient à 

des concentrations plasmatiques sous-thérapeutiques135. 11 semble maintenant 

probable que ceci reflète les multiples effets électrophysiologiques de la 

quinidine. À faible concentration, elle est un puissant bloqueur de IK, 

favorisant les torsades de pointes, alors qu'à des concentrations supérieures, le 

bloc des canaux sodiques cardiaques pourrait venir réduire le risque de 

torsades de pointes13s. De même, le risque de torsades de pointes durant un 

traitement avec l'amiodarone est très faible, même si ce médicament prolonge 

l'intervalle QT, en bloquant IKr et/ou I&'@. Encore une fois, la réduction du 



potentiel pro-arythmique de l'amiodarone reflète probablement la capacité de 

ce médicament de bloquer une variété de courants entrants arythmogènes, 

responsables des post-dépolarisations précoces et de l'activité gâchette 

déclenchant les torsades de pointes'". 

1.11 Rôle de la génétique dans les torsades de pointes médicamenteuses 

Chez certains patients, le diagnostic de LQTS congénital n'a pu se faire 

qu'après l'observation de torsades de pointes suite à l'administration de 

médicaments. Le fait de pouvoir identifier des gènes défectueux dans certains 

cas de LQTS congénital offire la possibilité de tester, de façon formelle, 

l'hypothèse selon laquelle des variantes alléliques dans ces gènes ou d'autres 

gènes, contribuent au risque de torsades de pointes. Deux scénarios peuvent 

être envisagés. Premièrement, les patients avec des mutations cccliniquement 

silencieuses" sur les gènes codant b peuvent présenter une repolarisation 

cardiaque quasi-normale grâce à un courant II<r vigoureux. Cependant, dans 

une telle situation, l'administration d'un bloqueur de Ik viendrait 

"démasquery' la déficience latente de Ik, un phénoméne maintenant connu 
ml53 sous le terme "réduction de la réserve de repolarisation . Deuxièmement, un 

patient pourrait être susceptible aux torsades de pointes dunuit un traitement 

avec un bloqueur de IK, à cause d'une modification de la sensibilité au bloc du 

complexe HERG-MiRP1, tel que rapportég5. Apparemment, ces deux 

phénomènes surviennent chez des patients présentant des mutations sur les 

gènes du LQTS, mais semblent relativement rares. Néanmoins, il demeure 

possible que d'éventuelies mutations actuellement non-identifiées puissent 

être une cause fkéquente de torsades de pointes médicamenteuses. 



Avec le décryptage récent du génome humain, on a réalisé que les 

polymorphismes de l'ADN sont extrêmement fkéquents, survenant peut-être, 

en moyenne, à tous les milliers de paires de bases. Un polymorphisme sur le 

gène minK (substitution d'une asparagine (N) pour un aspartate @) à la 

position 85 de la partie C-terminale de rninK) a été identifié comme facteur de 

risque potentiel pour les torsades de pointes  médicamenteuse^'^^. Lors de cette 

étude, le polymorphisme D85N a été retrouvé chez 1,5% des individus d'une 

grande population témoin mais chez 7,3% des individus d'une cohorte de 

patients ayant souffert de LQTS médicamenteux. Bien que le polymorphisme 

D85N de minK produise des modifications plutôt subtiles des cinétiques 

d'activation-désactivationde IKS lorsque CO-exprimé avec KvLQTl, des études 

de modélisation ont indiqué que ces modifications sont sufnsantes pour 

accroître de façon marquée la susceptibilité du potentiel d'action à générer des 
135 post-dépolarisations précoces, lorsque IK, est bloque . Il est possible aussi 

que d'autres polymorphismes fkéquents, chacun pouvant produire un désordre 

relativement subtil dans la fonction du canal concerné, puissent "conspirer" 

ensemble pour augmenter le risque de torsades de pointes. 

1.12 Implications dans le développement de nouveaux médicaments 

La conséquence évidente d'une meilleure compréhension des fondements 

moléculaires du LQTS est de se demander si une prolongation du QT, durant 

un traitement avec un médicament donné, doit être considérée comme un 

signe que ce médicament puisse codérer un risque de torsades de pointes. Par 

exemple, à la posologie recommandée, la terfénadine prolonge le QT de 6 



msec en moyenne, et les premiers cas de torsades de pointes n'ont été 

rapportés que plusieurs années après que le produit eût été mis en marché et 

que plus de 100 millions d'ordonnances eurent été rédigées13*. Le cas de la 

terfénadine suggère qu'une prolongation du QT, même modeste, puisse être 

un marqueur de risque de torsades de pointes, particulièrement si diverses 

circonstances font en sorte d'augmenter les concentrations des médicaments 

(tel que ce fût le cas avec la terfénadine) ou d'exposer des patients à d'autres 

facteurs de risque (hypokaliémie, insuffisance cardiaque congestive, etc.). En 

fait, avec les progrès réalisés en génétique et en biologie moléculaire au cours 

des dernières années, la question à se poser s'est peu à peu rafnnée. Est-ce 

qu'un médicament bloquant Ik, ou bloquant le courant reconstitué par 

l'expression de HERG dans des systèmes d'expression hétérologues (ou 

bloquant IKs, OU activant INe) confere un risque de torsades de pointes? Les 

questions de ce genre font actuellement l'objet d'intenses débats au sein de la 

communauté scientifique et des agences de contrôle gouvernementales, 

puisqu'elles peuvent avoir un impact important sur une gamme étendue de 

médicaments, tels les antibiotiques, neuroleptiques, antidépresseurs, 

antihistaminiques ou modulateurs de motilité gastro-intestinale. 

On tente actuellement d'établir des lignes directrices à ce sujet pour le 

développement de nouveaux médicaments. Cependant, plusieurs d'entre elles 

restent à être discutées, et la façon "correcte" d'intégrer à grande échelle la 

nouvelle information fournie par la génétique moléculaire dans le 

développement de nouveaux médicaments demeure indéterminée. Plusieurs 

principes, cependant, peuvent être énoncés. Premièrement, si on nivelle les 

variables confondantes, il semble probable que le risque de torsades de pointes 

soit proportio~el au degré de prolongation de I'inte~alle QT observé durant 

le programme de développement du médicament. La situation devient donc 



particulièrement préoccupante lorsque des désordres d'élimination (dus à des 

polymorphismes des enzymes de biotransformation ou à des interactions 

médicamenteuses) créent des groupes de patients chez qui les concentrations 

de médicaments s'élèvent dangereusement. Aussi, il ne faut jamais oublier que 

même un important programme de développement, étudiant plusieurs milliers 

de patients et ne décelant aucun cas de torsades de pointes, ne constitue pas 

une garantie d'exclusion d'un événement dont la prévalence peut s'avérer tout 

de même '%liniquernent" très importante (telle que 1 cas sur 1000). 

Deuxièmement, il semble que l'enthousiasme avec lequel une société 

pharmaceutique poursuive le développement (avec le support des agences 

gouvernementales) d'un médicament prolongeant le QT ou bloquant Ib, 

dépende de l'importance relative de l'indication (le nouveau médicament 

soulage-t-il un nez qui coule ou ofie-t-il un traitement au SIDA?) et de la 

disponibilité des thérapies alternatives. Troisièmement, l'exemple de 

l'amiodarone, un médicament conférant peu de risque de torsades de pointes 

malgré la prolongation de l'intervalle QT, implique que d'autres effets 

pharmacologiques doivent être pris en considération dans l'évaluation globale 

du risque. Le bloc de courants entrants arythmogènes par l'amiodarone 

explique probablement cette étonnante très faible tendance à causer des 

torsades de pointes'64. Tenter d'incorporer cette propriété, autant que possible, 

à d'autres molécules pour réduire la prévalence des torsades de pointes semble 

donc un concept intéressant. Finalement, il semble bien qu'un dépistage 

systématique du bloc de Ik et/ou de Ifi soit en voie d'être inclus dans le 

processus d'évaluation pré-clinique des nouveaux médicaments, avant qu'ils 

n'atteignent les études cliniques. 



1.13 Hypothèse et objectits 

Plusieurs médicaments non-antiarythmiques sont impliqués dans la genèse 

d'événements pro-arythmiques, tels les torsades de pointes. Bien qu'une 

description clinique détaillée de ces événements ait été effectuée, leur 

étiologie, d'un point de vue électrophysiologique, est encore méconnue. 

Des travaux effectués précédemment dans notre laboratoire et ailleurs ont 

démontré que plusieurs de ces médicaments bloquent des courants potassiques 

de repolarisation cardiaque. L'objectif de ce travail de recherche consistait à 

démontrer que le dropéridol, le sildénafil, la dompéridone, la vitamine K et le 

pimozide prolongent la repolarisation cardiaque, principalement en bloquant 

la composante rapide du courant rectifiant retardé (I=). 
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DROPERIDOL LENGTHENS CARDIAC REPOLARIZATION DUE TO 
BLOCK OF THE RAPID COMPONENT OF THE DELAYED 

RECTIFIER POTASSIUM CURRENT 



Résumé 

Des cas de torsades de pointes ont été rapportés suite à l'utilisation du 

dropéridol, un neuroleptique de la famille des butyrophénones. Nos objectifs 

étaient (1) de caractériser les effets du dropéridol sur la repolarisation 

cardiaque et (2) d'évaluer les effets du dropéndol sur un important courant 

potassique sortant impliqué dans la repolarisation cardiaque (IKr). 

Des cœurs isolés de cobaye (n=32) ont été stimulés à différents cycles de 

stimulation (150 à 250 msec) et soumis à des concentrations de dropéridol 

variant de 10 à 300 nmol/L. Le dropéridol a augmenté la durée du potentiel 

d'action monophasique mesurée à 90% de repolarisation (MAPDw), de façon 

concentration-dépendante; de 9,8*2,3 msec (7,3*0,7%) à 10 nmol/L mais de 

32,7*3,6 msec (25,7*2,2%) à 300 nmol/L (cycle de stimulation de 250 msec). 

L'augmentation de la MAPDgO est aussi inversement proportionnelle à la 

Wquence de stimulation. Tel que mentionné plus haut, le dropéridol 300 

nmoYL augmente la MAPDw de 32,7*3,6 msec (25,7*2,2%) à un cycle de 

stimulation de 250 msec, mais de seulement l4,l*l,3 msec (13,6*2,3%) à un 

cycle de stimulation de 150 msec. Des expériences de patch-clamp effectuées 

sur des myocytes ventriculaires isolés de cobaye ont démontré que le 

dropéridol diminue le courant potassique sortant induit par de courtes 

dépolarisations (250 msec; IK250) de façon concentration-dépendante. La C h  

estimée pour IK250, représentant principalement Ib, est 28 nmoVL. Finalement, 

le courant potassique sortant mesuré dans des cellules HEK293, exprimant de 

hauts niveaux de la protéine HERG, a été diminué de 50% par le dropéridol à 

32,2 nmoVL. 



Le blocage significatif de IKr par le dropéridol explique la prolongation de 

l'intervalle QT observée chez des patients soumis à des concentrations 

thérapeutiques (1 0 a 400 nmoYL) du médicament. 
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Abstract 

Inriroducfcon: Torsades de pointes have been observed during treatment with 

droperidol, a butyrophenone neuroleptic agent. Our objectives were (1) to 

characterize the effects of droperidol on cardiac repolarization and (2) to 

evaluate effects of droperidol on a major tirne-dependent outward potassium 

current involved in cardiac repolafization, namely IKr 

Mktho& and resultk: Isolated, buffer-perfbsed guinea pig hearts (n=32) were 

stimulated at different pacing cycle lengths (150-250 msec) and exposed to 

dropendol at concentrations ranging fiom 10 to 300 nmoVL. Droperidol 

increased monophasic action potentid duration measured at 90% repolarization 

(MAPDW) in a concentration-dependent manner by 9.8*2.3 msec (7.3&0.7%) at 

10 nmoVL but by 32.7k3.6 msec (25.7*2.2%) at 300 nmol/L (250 msec cycle 

length). Increase in MAPDW was also reverse fkquency-dependent; as noted 

previously, droperidol 300 nmoYL increased M D m  by 32.7*3.6 msec 

(25.7*2.2%) at a pacing cycle length of 250 msec but by only 14.1A1.3 msec 

(13.6*2.3%) at a pacing cycle length of 150 msec. Patch-clamp experiments 

performed in isolated guinea pig ventricular myocytes demonstrated that 

droperidol decreases the tirne-dependent outward K+ current elicited by short 

depolarizations (250 msec; IK250) in a concentration-dependent manner. 

Estimated ICso for Iwo, which mostly underlies IK, was 28 nmoVL. Finally, 

HERG K' current elicited in HEK293 cells expressing high levels of HERG 

protein was decreased 50% by dropendol32.2 nmoVL. 

ConcItasiom: Potent block of Im by droperidol is likely to underiie QT 

prolongation observed in patients treated at therapeutic plasma concentrations 

(10-400 m o n )  of the h g .  
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Introduction 

Droperidol is a highly potent butyrophenone neuroleptic agent commonly 

used to decrease nausea and to prevent emesis. Its application for the treatment 

of agitated deiïriwn in critically ilI patients is also increasingl. However, in the 

recent years, lengthening of the QT interval and induction of major cardiac 

rhythm disturbances such as polymorphic ventricular tachycardia (torsades de 

pointes) have been noticed during treatment with droperidol at therapeutic 

dosages2? 

A wide variety of non-cardiovascular drugs, such as histamine-Hi receptor 

antagonists, macrolide antimicrobials and the gastrointestinal prokinetic agent 

cisapride have been associated with QT prolongation and induction of torsades 

de p~intes '~~~.  Lately, it has been show that dmgs such as terfinadine, 

astemizole, erythromycin and cisapride can modulate potassium cwents 

involved in cardiac repolarization, including the rapid component of the delayed 

rectifier (Ik)1G21. Blockade of IG is weli hown as the major pharmacological 

effect of Class III antiarrhythmic agents such as dofetilide, a dmg associateci 
22-25 with QT prolongation and proarrhythmic events such as torsades de pointes 

Extrapolation of the currently known electrophysiological mechanisrns 

associated with drug-induced torsades de pointes to the clinical observation of 

droperidol-induced caràiac toxicity suggests that th is  agent would modulate 

cardiac repolarization. Indeed, studies using rabbit Purkinje fibers have 

demonstrated that low concentrations of droperidol (0.01 to 0.3 pM) prolong 

action potential duration (APD) in a reverse-fkequency and dose-dependent 

manne? LOW-concentration droperidol exerts typical class III antiarhythmic 

h g  properties, giving an explanation to the lengthening of cardiac 

repolatization obsewed in humans during treatment with the dmg. On the other 



hand, the identification of specific ionic current(s) involved in these effects, has 

not been investigated yet. Therefore, the goal of the present studies was to 

evaluate (1) the action potential-lengthening effects of droperidol in isolated 

guinea pig hearts perfùsed in the Langendorff mode using a monophasic action 

potential signal measured at 90% repolarization (MAPDW) as an index of 

cardiac repolarization; and (2) the effects of droperidol on potassium currents 

involved in repolarization of guinea pig ventricular myocytes and of HEK.293 

cells expressing high levels of HERG (human ether-à-gogo-related gene) 

current, using the whole ceII configuration of the patch-clamp technique. 



Methods 

Experiments were performed in accordance with institutional guidelines 

of Laval University on animal use in research. Animals were housed and 

maintained in cornpliance with the Guide to the Care and Use of Expenhental 

Animals of the Canadian Council on Animal Care. 

Experiiments With Buîer-PerfuFed Guinea Pig Isolated Nearts 

Heart isolation, perfusion technique and electrophysiological 

measurements have been described previously21. In bief, hearts were perfiised 

at 37OC during a control period of 5 minutes to assess stability of the 

monophasic action potential signal. Monophasic action potential signals were 

recorded at a basic cycle length of 250 msec. Then, basic cycle length was 

changed to 225 msec, and the hearts were paced for 75 seconds before the 

monophasic action potential signal was recorded. The same procedure was 

repeated for cycle lengths of stimulation of 200, 175 and 150 msec. 

Thereafter, perfusion was perfonned with Krebs-Henseleit buffer containing 

dropendol 10, 30, 100 or 300 nmoVL for a penod of 15 minutes at a basic 

cycle length of 250 msec. Monophasic action potential signals were recorded 

again at basic cycle lengths of 250, 225, 200, 175 and 150 msec. Only one 

concentration of the drug was tested in each heart. Perfusion with Krebs- 

Henseleit buffer containing no drug was then restarted to assess reversibility 

of drug effects. 



Patch-Clamp &pm*rnents 

Guinea pig ventrztrzcuZar rnyacyte ptepuration, solutrutrom and electrophysiologi'cal 

Experiments were performed on single ventricula. myocytes obtained 

fiom adult guinea pig hearts as described previously? In brief, a small aliquot 

of dissociated cells was placed in a 0.5 mL chamber mounted on the stage of 

an inverted microscope (mode1 CK2, Olympus). Cells were allowed to adhere 

to the coverslip on the bottom of the chamber and were then superfùsed 

continuously with the extracellular solution containing (in mM) NaCl 145, 

KCI 4, MgCl? 1, HEPES 10 and glucose 5 .  Nisoldipine (Bayer Leverkusen, 

Germany) 0.2 pmoVL was added to eliminate the slow calcium inward curent 

and ca2' was omitted in the extracellular solution to shift IKs activation to 

positive potentials2'. The pH was adjusted to 7.35 with NaOH. The cells were 

prewamed at 30°C by a Peltier device (Medical System Corp., Greenvale, 

NY). Droperidol solutions of 10,30, 100 and 300 nmoUL were prepared daily 

by dissolving required amounts of droperidol (Sigma, St-Louis, MO) in 100 

mL of the extracellular solution. Complete replacement of extracellular 

solution contained in the chamber was achieved within 2 to 3 minutes when 

the superfiision rate was 2 mL/min. 

All currents were recorded in the whole cell, voltage-clamp configuration 

of the patch-clamp technique as described previously2'. The pipette solution 

contained (in mM) MgCh 2, CaC12 1, EGTA 11, MgATP 5, K a  5 and 

HEPES 10. The pH was a d j 4  to 7.2 with KOH and the h a 1  potassium 

concentration was h e d  at 505 mM with KCI. Effects of droperidol on the 

rapidly (IKJ and slowly (IKs) activating component of IK were studied in cells 



held at -40 mV (to inactivate INa and dep~larized by pulses lasting 250 msec 

(IKzso) or 5000 msec (IKsoo0) . Test potentials of depolarizing pulses varied 

between -20 and +50 mV. Ifi and Ik were measured firom the peak magnitude of 

tail current obtained on repolarization to -40 mV. 

NERG-trmfected MX293 cell prepration, solutions and electrophyssiollogical 

The HERG transfection protocol for HEK293 cells has been published27. 

HERG cDNA was subcloned into BamH 1 and EcoR 1 sites of the pCDNA3 

vector (Invitrogen, San Diego, CA), which was transfected into HEK293 cells 

using a lipofectamine method (Gibco). The stably transfected. cells were 

cultured in minimum essential medium (MEM) supplemented with 10Y0 feetal 

bovine serum and 400 pg/mL G-418. For electrophysiological shidy, the cells 

were harvested fiom the culture dish by trypsinization, washed twice with 

standard MEM medium, and stored in this medium at room temperature for 

later use. Cells were studied within 8 h of harvest. Cells were transferred to a 

0.5 mL bath mounted on the stage of an inverted microscope (Diaphot, Nikon) 

and were superfused with HEPES-buffered Tyrode solution containhg (in 

mM) 137 NaCl, 4 KCI, 1.8 CaC12, 1 MgC12, 10 glucose, and 10 HEPES (pH 

7.4 with NaOH). Solution exchanges were completed withùi 1 min. 

Membrane currents were recorded in whole ce11 configuration using suction 

pipettes 18; 28 and leak compensation was not used. The pipettes had inner 

diameters of 1-1.5 pm and, when fiIled with the intemal pipette solution, had 

resistances of 2-4 UR. The intemal pipette solution contained (in mM) 130 

KCI, 1 MgCl*, 5 EGTA, 5 MgATP, and 10 HEPES (pH 7.2 with KOH). An 

Axopatch ID patch-clamp amplifier was used to generate voltage-clamp 



protocols, acquire data, and analyse voltage and current signals. Droperidol 

solution was prepared daily by dissolving required amount of the h g  in the 

Tyrode solution perfising the cells. AU experiments were performed at room 

temperature (22-23OC). Effects of droperidol on the HERG current was 

studied in cells clamped at a holding potentid of -80 mV. Depolarizing steps 

were applied for 4 seconds to voltages between -60 and +50 mV in 10-mV 

increments. Cells were then repolarized at -50 mV for 5.7 seconds, before 

they get back to the holding potentid (-80 mV). 



Statistical Analyses 

B@er-perjhed aolated hemts 

Only hearts with reversal of droperidol effects on reperfusion with buffer 

containing no dnig were included in the analysis. Data on the magnitude of 

droperidol effects were analysed with a Student's paired-t test. Frequency- 

dependent effects were compared by conditionai Hoteliing's test? AU 

values are expressed as mean A S.E.M. Level of statistical significance was set 

at Pc.05. 

Guinea pig ventvrtvrcuIar myocytes mrd HERG-transfected -93 tells 

Data are presented as mean * S.E.M.. Concentration-dependent block of IK250 

and of HERG tail currents was tested by Hotelling's r2 test. Level of statistical 

significance was set at Pc.05. 



Results 

Ekperiments With B@m-Pemed Ouinea Pig lsolated HWS 

Experiments performed in bufEer-perf'used isolated guinea pig hearts 

(n=32; n=8 for each concentration tested) demonstrated that droperidol caused a 

concentration and reverse fkequency-dependent increase in MAPDw. Table 1 

shows that when hearts were exposed to droperidol 100 nmVL at decremental 

pacing cycle lengths of 250, 225, 200, 175 and 150 msec; =Dm was 

increased by 24.1I2.2, 22.4*2.0, 19.9I1.9, 18.5I2.8 and 15.7I3.5 msec, 

respectively. This reverse fiequency-dependent effect of the dnig was also 

concentration-dependent. In fact, when hearts were stimulated at a pacing cycle 

length of 250 msec, droperidol 10,30, 100 and 300 nmoVL increased M D w  

by 9.8S.3, 16.2k3.0, 24.1fl.2 and 32.7fi.6 msec, respectively. Typical 

examples of monophasic action potentials recorded at baseline and during 

perfusion of droperidol 300 nmoVL, at a pacing cycle length of 250 msec, are 

illustrated in Figure 1A. Data obtained in each heart tested for the increase in 

MAPDm at a pacing cycle length of 250 msec, using droperidol at 10, 30, 100 

and 300 nrnollL are show in Figure 1B. 

Patch-Clamp werirnents 

IsoZuted Guinea Pig VentricuZar *es 

Figure 2A shows activatùig and tail currents of IK elicited by a 250 msec 

pulse to O mV, followed by repolarization to -40 mV in a guinea pig ventricular 

myocyte perfiised under control conditions (BAS) and in the presence of 

droperidol (DROP) 30 nmoYL. Zn this cell, activating and tail currents recorded 

in control conditions were inhibited by droperidol30 nmol/L. Inhibition of IK250 



tail currwt was assessed by exposing myocytes (n=5 at each concentration) to 

droperidol 10, 30 or 100 nmoVL. Tai1 current amplitude was measured as the 

difference between the peak current recorded just &er the step to O mV and 

steady-state current recorded at 4 0  mV. Block of Iwo by droperidol was 

concentration-dependent. Figure 2B reports tail current amplitude plotted as a 

fimction of droperidol concentration. Data were fitted with the Hill equation, 

giving a half-maximal inhibitory concentration (ICsO) of 27.6 nmol/L, with a W 

coefficient of 1.23. Figure 3 shows a typical example of activating and tail 

currents of IK elicited by a 5000 mec pulse to +50 mV, followed by 

repolarization to -40 mV in a guinea pig ventricular myocyte perfused under 

control conditions (BAS) and in the presence of droperidol (DROP) 100 nmoVL. 

Activating and tail currents recorded in control conditions were only slightiy 

reduced by dropendol100 nmoVL (n=6). 

HERG-trîmsfected HEK293 cells 

Figure 4 (left panel) shows HERG currents elicited by a 4 sec step fiom a 

holding potential of -80 mV to +20 mV, followed by repolarization to -50 

mV for 5.7 sec, in a HERG-transfected HEK293 ce11 perfused under control 

conditions and in the presence of droperidol 500 nrnol/L. For control 

conditions, depolarizing steps activated a tirne-dependent outward current that 

increased in amplitude with more positive voltage steps to reach a maximum 

at voltages near O mV. Depolarking steps to more positive voltages resulted in 

inward rectification typical of Ifi, as previously reported for HERG current in 
20; 27 these cells . After the repolarizing step to -50 mV, an outward tail current 

was recorded. Tai1 current amplitude increased with depolarizing steps fiom 

-60 to +10 mV and was then superimposed on further depolarizing steps to 



+50 mV. Droperidol 500 moYL suppressed both the outward and tail 

cwents, as shown in left panel. The mean decrease in HERG tail-cument peak 

amplitude in 5 cells exposed to the same concentration of droperidol was 

98.6%. Figure 4 (right panel) shows that block of HERG current by droperidol 

was concentration-dependent. HERG tail-current peak amplitude, normalized 

to control, is plotted as a f'unction of droperidol concentration (with 

concentrations of 5, 20, 100 and 500 nmoVL studied). Data were fitted with 

the Hill equation, giving a half-maximal inhibitory concentration (ICSo) of 

32.2 nmoYL, with a Hill coefficient of 1.39. 



Discussion 

Results obtained in this study clearly indicate that droperidol possesses 

direct cardiac electrophysiological effects on a major ionic current involved in 

cardiac repolarization. Patch-clamp experiments revealed signifïcant block of IKr 

in guinea pig ventricula. myocytes and of HERG in HEK293 cells at low 

concentrations of droperidol. Moreover, exposure of isolated, buffer-perfused 

guinea pig hearts to droperidol was associated with a concentration and reverse 

fiequencydependent lengthening of action potential duration. Our results 

provide an explanation for QT interval prolongation observed during treatment 

with the dmg. They also suggest that even at low plasma concentrations, 

droperidol blocks Ifi. Conversely, we showed that droperidol ody exerts a 

modest eEect on I&, probably not clinically relevant. 

In isolated guinea pig ventncular myocytes, the estimated ICS0 for 1- 

following a test pulse to O mV was 27.6 nmoyL. It has previously been shown 

that tirnedependent outward current activated by short (250 msec) pulses to low 

depolarking potentials (O mV), and more importantly, the tail current elicited 

under these conditions with repolarization, represents mainly I= ; whereas 

current activated by long (5000 msec) pulses to high depolarizing potentials 

(+50 mV) represents mainly I ~ ~ ~ .  In HEK293 cells, the estimated ICso for 

HERG tail current was 32.2 nmoVL. These values are within the same range as 

the IC5* of dofetilide (3 1.5 nmoYL) for I& making droperidol a vexy potent 

blocker of this current. 

Interestingly, in the majority of bperidol cardiac toxicity case reports, 

patients were treated with mdti-dmg regimem, including histamine receptor 

antagonists2;'? In the mcent years, some groups have proposed that combined 



block of b and h would prolong action potential duration much more than 

block of b alone3'. It was also hypothesized that one would only have to block 

both components concomitantly at 55% or more, in order to elicit early 

afterdepolarizati~ns32. We have shown, in a canine model, that the diuretic agent 

indaparnide, a weak blocker of I ~ ~ ~ ,  can facilitate action potential prolonghg 

effect of the class III antiarrfiythmic agent &sotalol, in normokalernic anirnal~~~. 

It was also shown that the general anesthetic thiopental, a selective blocker of 

36 , significantly increases the effect of the IK, blocker erytbromycin on 
19; 37 MAPDm . 

Recent studies have demonstrated that both components of IK are present 

in human atrial and ventricular tissues3-. Both of them could therefore be 

involved in dnig action, leading to lengthening of the QT interval. Several 

studies perfonned recently have demonstrated that cardiac potassium c m n t s  

may also be the target of non-antiarrhythmic agents 17-21; 33; 41-44 . Since &opend01 

has been shown to be a potent blocker of IK, this may give an eqlanation to the 

unherdded nature of proarrhythmic events observed in patients during combined 

dmg therapy with droperidol and non-antiarrhythmic agents. 

In conclusion, results obtained in this study demonstrated that droperidol 

has direct cardiac electrophysiological effects. The drug significantly blocks 

HERG current and the rapid component of the delayed rectifier potassium 

current to which it corresponds (IG), providing an explanation to the observed 

conceniration and reverse tiequency-dependent prolongation of cardiac 

repolarization (Class III effect). Effects were observed at dmg concentrations 

achieved during intravenous administration of therapeutic doses. (10-400 

r~rnol/L)~~-~'. Clinical awareness is warranteci in susceptible patients, particularly 

those with genetic (congenital long QT and potentially other inherited 



amhythmic syndromes) and those receiving rnult i-hg regirnens includuig 

droperidol and other dmgs modulating cardiac potassium currents. 
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Table 1. Mean MAPDm prolongation ( I S  .E.M.) d e r  a 15-minute 

droperidol perfusion, at various pacing cycle lengths. 



Figure legends 

Figure 1. Panel A shows recordings of monophasic action potential signals 

during the baseline penod (Control) and after 15 minutes of 

exposure to droperidol 300 nmoVL (pacing cycle length of 250 

msec). Panel B shows the effects of droperidol on monophasic 

action potential duration (MAPD) determined in isolated, buffer- 

perfûsed guinea pig hearts, at a pachg cycle length of 250 msec. 

MAPD at 90% repolarization (MAPDW) was measured at baseline 

(Ctrl) and during perfusion of droperidol (Dro) 10, 30, 100 or 300 

nmoYL (n=8 at each concentration). 

Figure 2 Panel A shows recordings of membrane currents elicited by short 

pulses (hso) to O mV at baseiine (BAS) and during exposure to 

droperidol (DROP) 30 nmoi/L. Panel B shows nonnalized taii 

current amplitude recorded at -40 mV following a test pulse to O 

mV. Control data and data obtained at three concentrations of 

droperidol (n=5 cells/concentration) are shown. The estimated ICso 

for the tail current is 27.6 nmol/L (Hill coefficient 1.23). 

Figure 3 Figure 3 shows recordings of membrane currents elicited by long 

pulses to +50 mV at baseline (BAS) and during exposure to 

droperidol (DROP) 1 O0 nmoyL. 



Figure 4 Left panel shows outward and tail currents by HERG channels, 

elicited by a 4 sec step to +20 mV, in a HERG-transfected 

HEK293 cell perfùsed under control conditions and in the presence 

of droperidol 500 nmoyL. Right panel illustrates HERG tail- 

current peak amplitude, normalized to control, plotted as a function 

of droperidol concentration. Estimated ICSo is 32.2 nmol/L (Hill 

coefficient 1.3 9). 
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CHAPITRE 3 

SILDENAFIL (VIAGRA) PROLONGS CARDIAC REPOLARIZATION 
BY BLOCKING THE RAPID COMPONENT OF TEE DELAYED 

RECTIFIER POTASSIUM CURRENT 



Résumé 

Plusieurs cas de morts subites ont été rapportés avec l'utilisation du sildénafil 

chez des patients prédisposés aux événements cardiaques ischémiques. Bien 

que des épisodes d'ischémie aiguë puissent expliquer quelques-uns de ces 

décès, nous avons proposé que le sildénafil puisse posséder des effets 

électrophysiologiques cardiaques inattendus, pouvant prédisposer certains 

patients à la pro-arythmie. 

Des expériences ont été effectuées sur 10 cœurs isolés de cobaye. Elles ont 

démontré une prolongation de la repolarisation cardiaque inversement 

proportionnelle à la fréquence de stimulation, par le sildénafil 30 pmol/L. La 

durée du potentiel d'action s'est accrue de 1 5% (1 1 7h3 à 1 M I 2  msec) sous 

l'effet du sildénafil30 pmoVL a un cycle de stimulation de 250 msec, mais de 

seulement 6% (99*2 à 105*2 msec) a un cycle de stimulation de 150 msec. 

Les expériences effectuées sur des cellules HEK293 transfectées avec le gène 

HERG (n=30) ont démontré un blocage concentrationdépendant de la 

composante rapide du courant potassique rectifiant retardé (IKr) : le courant 

d'activation est diminué de 50% à une concentration de sildénafil de 100 

pmoVL. Cet effet a été confirmé en utilisant des cellules CHO (Chinese 

hamster ovary) transfectées avec le gène HERG, lesquelles n'expriment aucun 

courant endogène interférant avec IK. 

Le sildénafil possède des effets électrophysiologiques cardiaques directs 

similaires à ceux des antiarythmiques de classe III. Ces effets peuvent être 

observés à des concentrations pouvant être atteintes lorsque l'élimination du 

médicament est compromise; en présence d'insuffisance rénale ou hépatique, 



durant la coadministration d'un autre substrat/iibiteur du CYP3A, ou après 

un surdosage. Ces observations ofEent une nouvelle explication potentielle à 

la mort subite suite à l'utilisation du sildénafil. 
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Abstract 

Buckgrowih Several cases of unexpected death have been reported with 

sildenafil in patients predisposed to ischemic cardiac events. Although acute 

episodes of ischemia could account for some of these deaths, we hypothesized 

that sildenafil may have unsuspected electrophysiological effects predisposing 

some patients to proarrhythmia. 

Mertrods and Resulrs: Studies were undertaken in 10 isolated guinea pig 

hearts which demonstrated prolongation of cardiac repolarization in a reverse 

use-dependent manner by sildenafil 30 pM. Action potential duration 

increased 15% fkom baseline 1 17I3 to 134h2 msec with sildenafil during 

pacing at 250 msec cycle length, while a 6% increase fiom 99I2 to IOS*~ 

msec was seen with pacing at 150 msec cycle length. Experiments in E R G -  

transfected HEK293 cells (n=30) demonstrated concentration-dependent block 

of the rapid component (IG) of the delayed rectifier potassium current: 

activating ctment was 50% decreased at 100 pM. This effect was confhmed 

using HERG-transfected CHO cells, which exhibit no endogenous I~-iike 

current. 

Conclusions: Sildenafïl possesses direct cardiac electrophysiological efEects 

similar to Class III antianhythmic drugs. These effects are obseved at 

concentrations that may be found in conditions of impaired drug elimination 

such as rend or hepatic insufEciency, during CO-administration of another 

CYP3A substrate/inhibitor or after drug overdose, and offer a new potential 

explanation for sudden death during sildenanl treatment. 



Kq words : Proarrhythmia, b blockers, sildenafïl 



Condensed abstract 

Several cases of unexpected death have been reported with sildenanl 

use. Although some of these deaths were assumed to be due to acute ischemia, 

we tested whether sildenafil possesses electrophysiological effects 

predisposing to promhythmia. Sildenafïl prolonged cardiac repolarization in 

isolated hearts, and voltage-clamp experiments in HERG-transfected HEK293 

or CHO cells demonstrated concentration-dependent block of IK, These 

effects were observed at concentrations that may be found in conditions of 

impaired drug elimination or in case of dnig overdose. 



Introduction 

The dmg sildenafil citrate is a successful tool in the treatment of 

impotence through a selective inhibition of the phosphodiesterase V that 

inactivates cGMP, the mediator of smooth muscle relaxation in the corpus 

cavem~sum'~. 

As impotence is a common problem among patients with cardiac 

disease, sildenafil is increasingly prescribed by cardiologists3. Several deaths 

have been reported in patients taking sildenafil, but it was generally assumed 

that they were related to an underlying disease, e.g. ischemia, and not to a 

specific drug e f fe~ t~ .~ .  

We investigated whether unexpected electrophysiological effects of 

sildenafii on cardiac repolarization might provide an altemate explanation for 

an increased risk of sudden death. We therefore determined action potential- 

prolonging effects of sildenafil in isolated hearts and characterized the effects 

of the drug on IG, using the patch-clamp technique. 



Methods 

Experiments were performed in accordance with our institutional 

guidelines on animal use in research. Animals were housed and maintained in 

cornpliance with the Guide to the Care and Use of Ekperiimenal Animals of 

the Canadian Council on Animal Care. 

Experiments with isolated hearts 

Experiments with isolated guinea pig hearts were pedonned as 

described previously5. The hearts were perfbsed with Krebs-Henseleit b e e r  

during a control penod of 10 minutes, followed by 15 minutes with buffet 

containing 30 ph4 of sildenafil dissolved in 100 pL of dimethylsulfoxide 

(DMSO). Perfusion with buffer containing no cimg was then restarted during a 

10-minute washout period. Monophasic action potentials fiom the left 

ventticle were recorded every 60 seconds during 3 seconds, at basic pacing 

cycle lengths (BCL) of 250,200 and 150 msec. 

Patch-clam p experiments 

Experiments were perfomed on HERG-transfected HEK293 cells. 

Preparation and harvesting of the HEK293 cells were done as descnbed by 

Zhou et al!. Membrane currents were recorded in whole ce11 configuration 

using suction pipettes. The composition of superfusion and intemal pipette 

solutions were described by Zhou et do6. Sildenafil solutions of 1-100 ph4 

were prepared daily by dissolving required amounts of the drug in 100 pL of 

DMSO. The same volume of DMSO was added in baseline and washout 

bufTer solutions. HERG gene was also transiently tranfected in CHO cells as 

described by Bérubé et al.'. Recordings of currents and composition of 



superfusion and intemal pipette solutions were described by Bémbé et al.'. Al1 

voltage-clamp experiments were performed at 22-23 OC. 



Statistical analysis 

Data are presented as meansSEM. Isolated heart data on the magnitude 

of sildenafil effects were analyzed with a student's paired t-test. In the patch- 

clamp experirnents, concentration-dependent block of HERG activating 

current was tested by Hotelling's Z'?-test. A P value < 0.05 was considered 

statistically significant. 



Results 

Experhnents with isolated hearts 

Examples of monophasic action potentials recorded at baseline and 

during perfusion with sildenafil30 pM at a BCL of 250 msec are illustrateci in 

Figure 1A. Experiments in isolated hearts (n=10) showed an increase in 

monophasic action potential duration measured at 90% repolarization 

(MAPDW) during perfusion with sildenafil30 p M  (Figure 1B): At a BCL of 

250 msec, MAPDw increased fiom 117I3 msec at baseline to 134*2 msec 

after 15 minutes of dmg perfbsion (P<0.05), decreasing back to 126I4 msec 

after 10 minutes of washout (Pc0.05 versus sildenafil). At the shortest BCL of 

150 msec, MAPDW increased nom 99I2 at baseline to 105*2 msec after 

sildenafïl perfusion (Pc0.05), retuming to baseline after washout (99I2 msec). 

Thus, sildenafil was associated 4 t h  a 15% increase in MAPDw at the longest 

BCL and with a 6% increase at the shortest BCL. Such reverse use-dependent 

characteristics are typically seen with IIEr blockers. 



Patch-clamp experiments 

The mechanism of the action potential-prolonging effect of sildenafil 

was elucidated by the patch-clamp experiments in HEK293 and in CHO cells. 

Figure 2A shows currents elicited in a HERG-transfected HEK293 cell 

perfùsed under control conditions, after 15 minutes of sildenafil 30 pM and 

after 20 minutes of washout. In this cell, sildenafil 30 pM caused a 40% 

reduction of the activating current, whereas the reduction of the tail current 

was =25%. 

To ascertain that the effects of sildenafil were not due to a modulation 

of a HEK293 ce11 endogenous current, we confirmed the inhibitory effects of 

sildenafil in HERG-transfected CHO cells, which exhibit no IK-like 

endogenous currents8. Figure 2B shows currents elicited in a HERG- 

transfected CHO ce11 perfused under control conditions, after 15 minutes of 

sildenafil 30 p M  and after 20 minutes of washout. In this cell, sildenafil 30 

pM caused a =500/0 reduction of the activating current, and a 44Y0 reduction 

of the tail current. Sildenafil 30 pM had no effect on HERG channel 

activation, deactivation nor inactivation kinetics. 

In HERG-transfected HEK.293 cells, block of activating currents was 

assessed with sildenafil concentrations ranging f b m  1 to 100 pM and the data 

were fitted to the Hill equation, giving an estimated ICS0 of 100 p M  (Figure 

2C). 



Discussion 

Our results indicate that sildenafil can prolong cardiac repolarization by 

blocking Ik. In fact, we have shown that sildenanl30 plkl caused a clinically 

relevant 15% prolongation of cardiac repolarization, which is comparable to 

the effect of cisapride 100 nM under the same conditionss. It has been shown 

that IKr block may lead to ûiggered ventricular arrhythmias and sudden deathg. 

These results provide a new potential explanation for sudden death during 

sildenafil treatment. 

Inhibition of HERG curent was demonstrated in both HEK293 and 

CHO ce11 lines. In HEK293 cells, the estimated ICzo for IK, was 100 pM. 

Plasma concentrations of sildenafil after treatment with single doses of 25-100 

mg are around 1 -'O. As sildenafil is a strong lipophilic h g ,  relevant tissue 

concentrations are probably higher. However, based on our results, several 

fold higher plasma concentrations than these encountered in clinical practice 

would be required before significant Il(r block occurred. Drug metabolism 

studies have demonstrated that CYP3AYs are the principal enzymes involved 

in the biotransformation of sildenafill0. Thus, one could expect an important 

rise in sildenafil plasma levels when it is CO-administered with CYP3A 

inhibitors (macrolides, imidazoles) or other CYP3A substrates (many cardiac 

drugs such as calcium antagonists and statins). Indeed, a 20-fold increase in 

cisapride plasma concentrations (another inadvertent IK, blocker that is a 

CYP3A4 substrate) was reported d u ~ g  CO-administation with fluconazole 

and erythromycinl l. 

The cardiovascular effects of sildenafil in randomized, controlled 

clinical trials were minor, although patients with underlying heart disease 



1,1412 were generally excluded fkom these shidies . From Apnl 1998 through 

mid-November 1998, the FDA has been able to document 130 cases of death 

in US patients using sildenafil. 62% of them died of cardiovascular events 

(mostly MI or cardiac arrest), while the cause of death was unmentioned or 

unknown for 37% of patients10. Therefore, care should be taken when 

prescribing sildenafiI to patients with cardiac disease4. Care should also be 

taken with patients at risk for irnpaired dmg elhination and is M e r  

emphasized by these new hdings. Since sildenafil can block IK, caution is 

also needed during CO-administration with other IKr blockers like Class III 

dmgs and other compounds such as erythomycin, antihistamines and 
5,13,14 cisapride . Moreover, the present hdings with sildenafil should also 

remind the whole concem of acquired long QT syndrome as a ccdrug-revealed" 

form of silent congenital long QT syndrome, observable under the effect of a 

growing list of dmgs. 



Conclusions 

Sildenafil blocks IK, and prolongs cardiac repolarization at 

concentrations that may be seen after h g  overdose or in the presence of 

impaired drug elimination. Clinical attention to QT prolongation and triggered 

ventricular tachyarrhythmias is warranted in patients with hepatic or rend 

insufficiency or suffering f?om the long QT syndrome and in patients on 

multi-hg regimens. 
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Figure legends 

Figure 1 

Panel A shows monophasic action potential signals recorded at basehe 

and after 15 minutes of sildenafl30 pM at a BCL of 250 msec. Panel B 

shows serial changes in MAPDw at BCL of 250, 200 and 150 msec in 

hearts (n=10) sequentially perfused with baseline, sildenafil30 pM and 

washout buffer. BCL= basic cycle length. 

Figure 2 

Panel A shows activating and tail currents elicited by a 4-second step to 

+20 mV in a ERG-transfected HEK.293 ce11 under control conditions, 

d e r  15 minutes of sildenafïl 30 pM, and afier a 20-minute washout 

period. Panel B shows activating and tail currents elicited by a 1.25- 

second step to O mV in a HERG-transfected CHO celi under control 

conditions, after 15 minutes of sildenafil30 pM, and after a 20-minute 

washout period. Panel C shows HERG activating current amplitude, 

measured at +20 mV in HEK293 cells (n=30), normalized to control, 

plotted as a function of sildenafïl concentration. 
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CHAPITRE 4 

DOMPERIDONE SHOULD NOT BE CONSIDERED A NO-RISK 
ALTERNATIVE TO CISAPFUDE IN TEIE TREATMENT OF 

GASTROINTESTINAL MOTILITY DISORDEN 



Résumé 

Plusieurs cas de prolongation de l'intervalle QT et de tachyarythmies 

ventriculaires ont été rapportés suite à l'utilisation de la dompéridone, un 

. agent antiémétique favorisant la motilité gastro-intestinale, disponible dans 

plusieurs pays dont le Canada, mais encore sous évaluation aux États-unis. 

Bien que des désordres électrolytiques tels l'hypokaliémie puissent être 

responsables de certains de ces cas d'arythmies, nous avons proposé que la 

dompéridone puisse posséder certaines propriétés électrophysiologiques 

inattendues, prédisposant certains patients à la pro-arythmie. 

Des expériences effectuées sur 9 cœurs isolés de cobaye ont démontré que la 

dompéridone 100 nmoVL produit une prolongation de la repolarisation 

cardiaque inversement proportionnelle à la fiéquence de stimulation. La durée 

du potentiel d'action s'est accrue de 27% par rapport au niveau de base sous 

l'effet de la dompéridone 100 nmoyL (de 114*3 à 145*2 msec) à un cycle de 

stimulation de 250 msec, et de 9% (de 97k2 à 106*3 msec) à un cycle de 

stimulation de 150 msec. Des expériences effectuées sur des cellules CHO 

(Chinese hamster ovary) transfectées avec le gène HERG (Human ether-à-go- 

go-related gene) (n=32) ont démontré un blocage concentration-dépendant de 

la composante rapide du courant potassique rectifiant retardé (Iio). Le courant 

de queue a été réduit de 50% par la dompéridone à 162 nmoVL. 

La dompéridone possède des effets électrophysiologiques cardiaques 

similaires à ceux du cisapride et des antiarythmiques de classe III. Ces effets 

sont observés à des concentrations thérapeutiques du médicament. La 

dompéridone ne devrait donc pas être considérée comme une alternative sans 



risque au cisapride, un médicament récemment retiré des marchés canadien et 

américain. 
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Abstract 

Background: Several cases of QT prolongation and ventricular 

tachyarrhythmia have been reported with domperidone, a gastrokinetic and 

antiemetic agent available worldwide but still under investigation in the U.S.. 

Although electrolyte disturbances such as hypokalemia could account for 

some of these events, we hypothesized that domperidone may have 

unsuspected electrophysiological effects predisposing some patients to 

proarrhythmia. 

Methods and Results: Studies were undertaken in 9 isolated guinea pig hearts 

which demonstrated reverse use-dependent prolongation of cardiac 

repolarization by domperidone 100 nM. Action potentiai duration increased 

27% fiom baseline 1 14I3 to 145I2 msec with domperidone 100 nM during 

pacing at 250 msec cycle length, while a 9% increase fiom 97*2 to 1 0 a 3  

msec was seen with pacing at a cycle length of 150 msec. Experiments in 

HERG-tnuisfected CHO cells (n=32) demonstrated concentration-dependent 

block of the rapid component (Ik) of the delayed rectifier potassium current: 

tail current was decreased by 50% at 162 nM. 

Conclusions: Domperidone possesses cardiac electrophysiological effects 

similar to those of cisapride and Class III antiarrhythmic drugs. These effects 

are observed at clinically relevant concentrations of the h g .  Thetefore, 

d o m d o n e  should not be considered as a no risk alternative to cisapride, a 

dnig that was recently withdrawn fkom the U.S. market. - 
Kq, words : Roarrhythmia, gastrokinetics, domperidone 



Condensed abstract 

Several cases of QT prolongation, ventricular tachyarrhythmia and 

cardiac arrest have been reported with domperidone use. Although some of 

these events were associated with hypokalemia, we hypothesized that 

domperidone could possess electrophysiological effects predisposing to 

proarrhythmia. Using an isolated heart model, we demonstrated that 

domperidone prolongs cardiac repolarization. Furthemore, voltage-clamp 

experiments in HERG-transfected CHO cells demonstrated concentration- 

dependent block of a major cardiac potassium charnel &). These effects 

were observed at clinically relevant concentrations of the h g .  



Introduction 

Dompendone (Motilium@) has been marketed worldwide since 1978, 

but is still under investigation in the United States. It is a unique compound 

with both gastrokinetic and antiemetic activities. Chemically distinct fiom 

cisapride, domperidone is a peripheral dopamine2-receptor antagonist that 

might appear as an attractive safer alternative to cisapride, a dmg that was 

recently withdrawn £kom the U.S. market, due to hg-related proarrhythmic 

events. 1'3 

However, QT prolongation, Iife-threatening ventricular 

tachyarrhythmias and even cardiac arrests have also been reported following 

use of domperidone."' It was generally assumed that these adverse effects 

were related to an underlying electrolytic disturbance, e.g. hypokalemia, and 

not to a specific dmg effect. s;7-9 

We investigated whether unexpected electrophysiological effects of 

domperidone on cardiac repolarization might also provide an explanation for 

some of the observed proarrhythmic events. We therefore determined action 

potential-prolonging effects of domperidone in isolated hearts and 

characterized the effects of the dnig on a major cardiac potassium current, 

namely Ib, using the whole ce11 patch-clamp technique. 



Methods 

Experiments were performed in accordance with our institutional 

guidelines on animal use in research. Animals were housed and maintained in 

cornpliance with the Guide to the Care and Use of Experirnental Animals of 

the Canadian Council on Animai Care. 

Experiments with isolated hearts 

Experiments with isolated guinea pig hearts were performed as 

described previously.12 The hearts were perfùsed with Krebs-Henseleit buffer 

during a control penod of 10 minutes, followed by 15 minutes with buffer 

containing 100 n M  of domperidone dissolved in 1 mL of dimethylsulfoxide 

(DMSO). Perfusion with b a e r  containing no dmg was then restarted during a 

10-minute washout period. The same concentration of DMSO (0.1% v/v) was 

also present in baseline and washout buffer solutions. Monophasic action 

potentials fiom the left ventricle were recorded by a pressure-maintained 

caîheter every 60 seconds during 3 seconds, at basic pacing cycle lengths 

(BCL) of 250,200 and 150 msec. 

Patch-clamp experiments 

Experiments were performed on HERG-transfected Chinese Hamster 

Ovary (CHO) cells. Preparation and harvesting of the CHO cells were done as 

described previously.13 Membrane currents were recorded in whole ce11 

configuration using suction pipettes. The composition of superfusion and 

intemal pipette solutions were also descnbed previously. l4 Domperidone 

solutions of 30 nM to 1 p M  were prepared daily by dissolving required 

amounts of the dmg in 100 pL of DMSO. The same concentration of DMSO 



(0.1% V/V) was also present in baseline and washout buffer solutions. AU 

voltage-clamp experiments were performed at 22-23°C. 



Data are presented as meansISEM. Magnitude of dompendone effects 

for isolated heart data were analyzed with a student's paired t-test. In the 

patch-clamp experiments, concentration-dependent block of HERG tail 

current was tested by Hotelling's p-test. A P value c0.05 was considered 

statistically significant. 



Results 

Experïrnents with isolated hearts 

Examples of monophasic action potentials recorded at baseline and 

during perfusion with domperidone 100 n M  at a BCL of 250 msec are 

illustrated in Figure 1A. Experiments in isolated hearts (n=9) showed an 

increase in monophasic action potentiai duration measured at 90% 

repolarization (MAPDm) during perfusion with domperidone 100 n M  (Figure 

1B): At a BCL of 250 msec, MAPDw increased fiom 114*3 msec at baseline 

to 145*2 msec after 15 minutes of drug perfusion (P<O.OS), decreasing back 

to 1 3 6I2 msec after 10 minutes of washout (P<0.05 versus domperidone). At 

a BCL of 200 msec, MAPDw increased fkom 1 l m 2  msec at baseline to 13W3 

msec d e r  15 minutes of drug perfiision (P<0.05), decreasing back to 1 l e 3  

msec after 10 minutes of washout (P<0.05 versus domperidone). Findly, at 

the shortest BCL of 150 msec, MAPDw increased from 97*2 at baseline to 

106*3 msec after dompendone pefision (P<0.05), retuniing to baseline afier 

washout (9-4 msec). Thus, domperidone was associated with a 27% increase 

in MAPDw at the longest BCL and with a 9% increase at the shortest BCL. 

Such reverse use-dependent characteristics are typically seen with Ifi blockers. 



Patch-clamp experiments 

The mechanism underlying action potential-prolonging effects of 

domperidone was investigated by conducting patch-clamp experiments in 

CHO cells. Figure 2A shows cwents elicited in a HERG-transfected CHO 

ce11 perfused under control conditions (baseline), after 15 minutes of 

domperidone 300 nM and afker a 20-minute washout period. In this cell, 

domperidone 300 n M  caused a 59% reduction of the tail current. Similar 

experiments were conducted in a total of 32 cells (n=8/concentration). Block 

of tail currents was assessed with dompendone concentrations ranging f?om 

30 n M  to 1 pM and the data were fitted to the Hill equation, giving an 

estimated ICSo of 162 n M  (Figure 2B). Decrease of tail current was 126% at 

30 nM, 35*4% at 100 nM, 65*4% at 300 n M  and 95*1% at 1 jM= 



Discussion 

Our results indicate that domperidone can prolong cardiac 

repolarization in a reverse rate-dependent manner by blocking Tb In fact, we 

have shown that domperidone 100 n M  caused a significant prolongation of 

cardiac repolarization (~25030%). It has been shown that excessive b block 

may lead to triggered tachyarrhythmias and sudden death.15 These results 

provide a new explmation for QT prolongation and ventricular 

tachyarrhythmia during domperidone treatment. 

Inhibition of HERG current was demonstrated in CHO cells. The 

estimated ICSo for h was 162 nM. Pharmacolcinetic studies have show that 

mean plasma concentration of dompendone in healthy subjects was 2 1 nglmL 

(49 KIM) following 14 days of domperidone 30 mg/& which was similar to the 

mean plasma concentration of 18 ng/mL (42 nM) observed following the first 

dose? However, mean Cm, values achieved 30 minutes after 10 and 60 mg 

oral doses of domperidone were 23 and 80 ng/mL (54 and 188 nM), 

re~~ec t ive l~ .~ '  Therefore, reduction of the In current and delayed cardiac 

repolarization are expected to be seen in patients treated with recommended 

doses of domperidone (1 0-20 mg TID-QI.). 

Similar electrophysiological properties have been extensively described 

recently with cisapride, another gastrokinetic drug. This h g  had to be 

withdrawn from the U.S. market due to unacceptable cardiac t o x i ~ i t ~ . ~ ; ~ ' ' ~  AS 

cisapride was one of the overall most prescribed drugs in the U.S. and 

definitely the most prescribed in its therapeutic ciass, its withdrawn will cause 

a rapid shift towards alternative therapies. 



With both gasîrokinetic and antiemetic activities, domperidone provides 

short-term relief of dyspepsia, diabetic gastroparesis or gastroesophageal 

reflux, and prevents nausea and vomiting associated with chemotherapy and 

antiparkinsonian drugs. ' 
Unlike metoclopramide, another prokinetic dopamine-receptor 

antagonist, domperidone does not readily cross the blood-brain barrier, and 

reports of CNS adverse effects, such as dystonic reactions, are rare.' 

Moreover, in the management of diabetic gastropathy, domperidone's 

antiemetic activity distinguishes it fkom cisapride. 

Because of its "apparent" favorable safety profile, domperidone might 

appear as an appealing safet alternative to cisapride. In view of the present 

findings and considering previous reports on domperidone cardiac toxicityye' * 
it should not be the case. Clinical attention should be directed towards QT 

prolongation and proarrhythmic events when domperidone is admuiistered, as 

it was with cisapride. Since domperidone can block Iay caution is also needed 

during CO-administration with other IK, blocken like Class III drugs and other 

compounds such as antimicrobials, antihistamines and neuroleptics. 1 8-2 1 

Domperidone should be one of the next compound to add to the growing list 

of dmgs associated with acquired long QT syndrome. 



Conclusions 

Domperidone is a potent Ifi blocker. It prolongs cardiac repolarization 

at clinically relevant dmg concentrations, and should not be considered as a no 

risk alternative to cisapride. Therefore, clinical attention to QT prolongation 

and triggered ventricular tachyarrhythmias should be warranted when 

prescnbing domperidone, particularly in patients with hepatic or rend 

insufficiency or suffering fiom the long QT syndrome and in patients on 

rnulti-dmg regirnens. 



Benoit Drolet is the recipient of studentships f?om the Heart and Stroke 

Foundation of Canada and f?om the Fonds pour la Formation de Chercheurs et 

l'Aide à la Recherche (FCAR). Dr Rousseau is the recipient of a scholarship 

fiom the MRC/Canadian Hypertension Society. Dr Daleau is the recipient of a 

scholarship fiom the Fonds de la Recherche en Santé du Québec (FMQ). Dr 

Turgeon was the recipient of a scholarship fiom the Joseph C. Edwards 

Foundation. The authors also thank Michel Blouin, Lynn Atton and Chantal 

de Montigny for technical assistance. 



References 

Barone JA. Domperidone: A peripherally acting dopamine2-receptor 

antagonist. Ann Phannacother 1999;3 3 :429-440. 

Bran S, Murray WA, Hirsch IB, et al: Long QT syndrome during hi&- 

dose cisapride. Arch Intern Med 1995; 155:765-768. 

Lewin MB, Bryant RM, Fenrich AL, et al: Cisapride-induced long QT 

interval. J Pediatr 1996; 128:279-28 1. 

Bmera E, Villamayor R, Roca E, et ai: QT interval prolongation and 

ventricular fibrillation with i.v. domperidone. Cancer Treat Rep 

1986;70(4):545-546. 

Osborne RJ, Slevin ML, Hunter RW, et al: Cardiac arrhythmias during 

cytotoxic chemotherapy: role of domperidone. Hum Toxicol 

l985;4(6):6 17-626. 

Cameron HA, Reyntjens AJ, Lake-Bakaar G, et al: Cardiac arrest after 

treatment with intravenous domperidone. Br Med J 1985;290: 160. 

Quinn N, Parkes D, Jackson Gy et al: Cardiotoxicity of dornperidone. 

Lancet 1985;2:724. 

Osborne RJ, Slevin ML, Hunter RW, et al: Cardiotoxicity of 

intravenous dompendone. Lancet l985;2:385. 

Roussak JB, Carey P, Parry H. Cardiac arrest after treatment with 

intravenous dompendone. Br Med J 1984;289: 1 579. 

Giaccone G, Berletto O, Calciati A. Two sudden deaths during 

prophylactic antiemetic treatment with high doses of domperidone and 

methylprednisolone. Lmcet l984;Z: 1336.1 337. 

Joss RA, Goldhirsch A, Brunner KW, et al: Sudden death in a cancer 

patient on hi& dose domperidone. Lancet 1 982; 1 : 10 19. 



12. Drolet B, Khalifa M, Daleau P, et al: Block of the rapid component of 

the delayed rectifier potassium current by the prokinetic agent cisapnde 

underlies hg-related lenghtening of the QT interval. Circulation 

1 998;97:204-2 1 0. 

13. Bérubé Jy Chahine M, Daleau P. Modulation of HERG potassium 

channel properties by extemal pH. Pflzïgees Arch 1 999;43 8:4 1 9-422. 

14. Zhou 2, Gong Q, Ye B, et al: Properties of HERG channels stably 

expressed in HEK 293 cells studied at physiological temperature. 

Biophys J l998;74:230-241. 

15. Priori SG. Exploring the hidden danger of noncardiac drugs. J 

Cardiovasc Electrophysiol lW8;g: 1 1 14- 1 1 16. 

16. Huizing G, Brouwers JRBJ, Westhuis P. Plasma drug concentration 

and prolactin release after acute and subchronic oral administration of 

domperidone and metoclopramide. In: Merkus F, ed. The s e m  

concentration of drugs. Amsterdam: Excepta Medica, l98O:î7 1-277. 

17. Heykants J, Hendriks R, Meuldermans W, et al: On the 

phannacokinetics of domperidone in animals and man. IV. The 

pharmacolcinetics of intravenous domperidone and its bioavailability in 

man following intramuscular, oral and rectal administration. Eur J h g  

Metab Pharmacokinet 198 1 ;6:6 1-70. 

18. Daleau P, Lessard E, Groleau MF, et ai: Erythromycin blocks the rapid 

component of the delayed rectifier potassium current and lenghtens 

repolarization of guinea pig ventricular myocytes. Circulation 

1995;91:3010-3016. 



1 50 

Khalifa M, Drolet B, Daleau P, et al: Block of potassium currents in 

guinea pig ventricular myocytes and lengthening of cardiac 

repolarization in man by the histamine Hl-receptor antagonist 

diphenhydrarnine. J Phannacol khp mer 1999;288:858-865. 

Drolet B, Vincent F, Rail J, et al: Thioridazine lengthens repolarization 

of cardiac ventricular myocytes by blocking the delayed rectifier 

potassium current. JPharmacol Ekp ï%er 1999;288: 1261- 1268. 

Drolet B, Zhang S, Deschênes D, et al: Dropendol lengthens cardiac 

repolarization due to block of the rapid component of the delayed 

rectifier potassium current. J Cardiovarc Electrophyiol 1999; 10: 1597- 



Figure legends 

Figure 1 

Panel A shows monophasic action potential signals recorded at baseline 

and after 15 minutes of domperidone 100 n M  at a BCL of 250 msec. 

Panel B shows serial changes in MAPDw at BCL of 250,200 and 150 

msec in hearts (n=9) sequentialiy perfused with baseline, domperidone 

100 n M  and washout buffer. BCL= basic cycle length. 

Figure 2 

Panel A shows activating and tail currents elicited by a 4-second step to 

+20 mV in a HERG-transfected CHO ce11 under control conditions 

(baseline), after 15 minutes of domperidone 300 nM, and &et a 20- 

minute washout period. Panel B shows HERG tail current amplitude, 

measured at +20 mV in CHO cells (n=32), normalized to control, 

plotted as a function of domperidone concentration. 
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CHAPITRE 5 

VITAMIN K MODULATES CARDIAC ACTION POTENTIAL BY 
BLOCKING SODIUM AND POTASSIUM ION CHANNELS 



Résumé 

Des cas de défaillances cardiovasculaires, syncopes et morts subites ont été 

observés suite à l'administration rapide intraveineuse de vitamine K. Nos 

objectifs étaient de caractériser les effets de la vitamine K sur les potentiels 

d'action cardiaques et d'évaluer les effets de la vitamine K sur les courants 

sodique et potassiques; IN, IK, et Ib. 

Des cœurs isolés de cobaye (n=21) ont été stimulés à un cycle de 250 msec et 

soumis à des concentrations de vitamine K variant de 1,15 à 4'6 pmol/L (2,s à 

10 mg/L). La durée du potentiel d'action monophasique mesurée à 90% de 

repolarisation (MAPDgO) n'a pas été significativement réduite (-1,6*0,3 msec; 

P>0,05; N.S.) à 1, iS  pmol/L, mais augmentée de 6,5*0,4 msec (P<0,05) à 2,3 

pmoVL. La MAPDw n'était pas mesurable à 4'6 pmoYL, à cause de 

l'inexcitabilité observée. Des expériences de patch-clamp sur des myocytes 

ventriculaires de cobaye ont démontré une réduction de -50% de INa par la 

vitamine K à 10 pmol/L et une diminution concentration-dépendante du 

courant potassique induit par de courtes dépolarisations (250 msec; IK250). La 

CIso estimée pour IK250, représentant principalement IK, est 2,3 pmoVL. La 

vitamine K bloque de façon beaucoup moins puissante le courant potassique 

induit par de longues dépolarisations (5000 msec; IKSOo0), représentant 

principalement IG, avec une CI50 estimée supérieure à 100 pmoÿL. 

Des concentrations thérapeutiques (-1,s pmoUL) de vitamine K intraveineuse 

modulent le potentiel d'action cardiaque en bloquant les courants ioniques 

impliqués dans la dépolarisation et la repolarisation cardiaques. 
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Abstract 

Bockgound Cardiovascular collapses, syncopes and sudden deaths have been 

observed following the rapid administration of i.v. vitamin K. Our objectives 

were to characterize the effects of vitamin K on cardiac action potentids and to 

evaluate effects of vitamin K on sodium and potassium currents, namely IN., IKr 

and b. 
Methoh and Resulb Guinea pig hearts (n=21) were paced at a cycle length of 

250 msec and exposed to vitamin K at 1.15-4.6 pmoyL (2.5-10 mg/L). 

Monophasic action potential duration measured at 90% repolarization (MAPDrn) 

was not significantly reduced (- 1.6I0.3 mec, -0.05 N.S.) at 1.15 poYL but 

increased by 6.5M.4 msec (Pc0.05) at 2.3 pmol/L. MAPDW was not 

meamrable at 4.6 pmol/L, due to inexcitability. Patch-clamp experiments in 

ventncular myocytes demonstrated a 4 0 %  reduction in IN= by vitamin K 10 

pmoVL and a concentration-dependent reduction of the K+ current elicited by 

short depolarizations (250 msec; IKZSO). Estimated ICso for ImO, mostly 

representing Ik, was 2.3 poVL. Vitamin K was Iess potent to block the K+ 

current elicited by long depolarizations (5000 msec; IKSm), mostly representing 

IKS, with an estimated ICso over 100 poi/L. 

Conclrrsons Therapeutic concentrations (* 1.5 p o l / L )  of i.v. vitamin K 

modulate cardiac action potentiai by blocking ionic currents involved in cardiac 

depolarization and repolarization. 



Key words potassium currents sodium current vitamin K. cardiac 

arrhythmia 



Introduction 

Vitamin K serves as a necessary cofactor in the gamma-carboxylation for 

coagulation factors II, W, IX and X, and for proteins C and S (1-2). In the 

absence of vitamin K, coagulation factors lack carboxy1ated glutarnic acid 

residues, which leads to prolongation of the prothrombin time due to deficiency 

of the clotting system. 

Adverse reactions following i.v. administration of vitamin K were 

observed early after its introduction to the U.S. market in 1960. Nevertheless, it 

was not until1963 that the degree of risk associated with i.v. use of the dnig was 

M y  recognized when five cases of serious side effects, including one death, 

were reported. These reactions have included facial flushing, altered sensations 

of taste, diaphoresis, chest pain, dyspnea, cyanosis, respiratory and cardiac arrest 

(3-7). To avoid adverse reactions with i.v. administration, some chicians have 

recomended diluting the dmg and infùsing it slowly at a rate no greater than 5 

mgmin (3;7). However, even with these precautions, severe reactions, including 

another death, have been reported between 1976 and 1997 (4;5;8;9). 

Since the initial report of death associated with i.v. administration of 

vitamin K, severe reactions and cardiovascular collapse were assumed to be 

secondary to an anaphylactoid response. In two cases, however, cardiovascular 

collapse followed vitamin K administration in which an anaphylactic effect was 

unlikely (4; 8). 

Interestingiy, a wide variety of dmgs, such as Class 1 and III 

antiarrhythmics, histamineeHi receptor antagonists, antimicrobials, neuroleptics 

and the gastmintestinal pkinetic agent cisapride have been associated with 

proarrhythmia (10-18). Lately, it has been shown that these dmgs can modulate 

the cardiac depolarking sodium current andor potassium currents involved in 



cardiac repolarization, including the rapid component of the delayed rectifier 

(I=) (19-29). Blockade of IN, and b is well known as the major 

pharmacological effect of Class Ia antiarrhythmic agents such as quinidine, a 

drug associated with proarrhythmic events (23;24;30;3 1). 

Therefore, the goal of the present studies was to evaiuate (1) the action 

potential-modulating effects of vitamin K in isolated guinea pig h e m  perfused 

in the LangendorEmode using a monophasic action potential signai measured at 

90% repolarization (MAPDm) as an index of cardiac repolafization; and (2) the 

effects of vitamin K on sodium and potassium currents invoived respectively in 

depolarkation and repolarization of guinea pig ventricular myocytes, using the 

whole cell configuration of the patch-clamp technique. 



Methods 

Experiments were performed in accordance with institutional guidelines 

of Laval University on animal use in research. Animals were housed and 

maintained in cornpliance with the Guide to the Care and Use of Exprimental 

Animals of the Canadian Council on Animal Care. 

Experiments With Buffer-Perfused Guinea Pig Isolated Hearts 

Heart isolation and perfusion technique have been described previously 

(21). In brïef, hearts were perfused at 37OC during a control period of 5 minutes 

to assess stability of the monophasic action potential signal. Monophasic action 

potential duration measured at 90% repolarization (MAPDm) was detennined by 

using a multi-steps process in which time-dependent windows were searched for 

the relevant data. The four factors required for each beat to determine MAPDW 

were: 1) Baseline (0%): average of the last 20 msec segment of data preceding 

the ne* Pace pulse. 2) Peak depolarization (100Y0): 5 msec average of peak 

located between dV/dt max and dV/dt max + 60 msec. This eliminates false 

peaks as a result of a preceding spike in less fiitered data or an EAD's peak 

occurring in the same data. 3) MAPDgO start tirne: search backwards in time 

fkom dV/dt max to locate 10Y0 above baseline value. 4) MAPDW end t h e :  

search forward fkom peak depolarization to locate 10% above baseline value. AU 

beats in a 3-second data segment were analysed using the above procedure and a 

statistical analysis provided averages and S.D. values. Monophasic action 

potentid signals fkom the left ventricle were recorded at a basic cycle length of 

250 mec. Thereafter, perfusion was perfomed with Krebs-Henseleit b e e r  

containkg vitamin K 1.15,2.3, or 4.6 p o Y L  (2.5'5 or 10 mg&) for a period of 

15 minutes at a basic cycle length of 250 msec. Only one concentration of the 



h g  was tested in each heart. Perfusion with Krebs-Henseleit bufTer containing 

no drug was then restarted to assess reversibility of drug effects. 

Patch-Clamp ExpeRments 

Guinea pig ventn0cular myocyte preparufioon, soIufr0ns and 

elech.ophysiological nreaswements for po fassium repol&ng cutrenb 

Experiments were performed on single ventricular myocytes obtained 

fkom adult guinea pig hearts as described previously (21). Cells were 

superfused continuously with the extracellular solution containing (in mM) 

NaCl 145, KC1 4, MgC12 1, HEPES 10 and glucose 5. Nisoldipine (Bayer 

Leverkusen, Germany) 0.2 pmoVL was added to eliminate the slow calcium 

inward current and ca2+ was omitted in the extracellular solution to shift Ih 

activation to positive potentials (32). The pH was adjusted to 7.35 with NaOH. 

The cells were prewarmed at 30°C by a Peltier device (Medical System Corp., 

Greenvale, NY). Vitamin K solutions of 1, 3, 10, 30 or 100 p o V L  were 

prepared daily by dissolving required amounts of phytonadione injectabe 

solution (1 0 mg/mL, Sabex Inc., Boucherville, QC, Canada) in 100 mL of the 

extracellular solution. Complete replacement of extracellular solution 

contained in the chamber was achieved within 2 to 3 minutes when the 

superfision rate was 2 mL/min. 

AU currents were recorded in the whole cell, voltage-clamp 

configuration of the patch-clamp technique at 30°C as described previously 

(2 1). The pipette solution contained (in mM) MgCl, 2, CaC12 1, EGTA 1 1, 

MgATP 5, KtATP 5 and HEPES 10. The pH was adjusted to 7.2 with KOH 

and the h a 1  potassium concentration was fixed at 505 mM with KCI. Effects 

of vitamin K on the rapidly (I=) and slowly (IG) activathg component of IK 

were studied in cells held at -40 mV (to inactivate I d  and depolarized by 



pulses la~ting 250 msec (IaO) or 5000 msec OKSWO). Test potentiais of 

depolarizing pulses varied between -20 and +50 mV. Il(r and Ia were 

measured fkom the peak magnitude of tail current obtained on repolarization 

to -40 mV. 

Guinea pig venhicuiar myocyte preparation, solutions and 

elecfropkysioIogicaI meus~~ements for the sodium depolurizing current 

Experirnents were perfomed on single ventricular myocytes obtained 

fiom adult guinea pig hearts as described previously (21). Cells were 

superfused continuously with the extracellular solution containing (in mM) 

CsCl 132.5, NaCl 20, MgClz 1, CaClz 1, HEPES 20 and glucose 11. (pH 

adjusted to 7.35 with CsOH). 

AU cunents were recorded in the whole ceil, voltage-clamp configuration 

of the patch-clamp technique at 17OC as described previously (22). The pipette 

solution contained (in mM) CsF 13 5, NaCl 5, HEPES 5, EGTA 10, MgATP 5. 

The pH was adjusted to 7.2 with CsOH. EEects of vitamin K on the magnitude 

of peak rNa current was studied in cells held at -120 mV and depolarized by 

pulses lasting 30 msec. Test potentials of depolarking pulses varied between -70 

and O mV. IN. was measured fkom the peak magnitude of the inward current. 



Statistical Anaiyses 

BHer-perfksed iiofated hemts Only hearts with reversal of vitamin K effects 

on reperfusion with buf%er containing no h g  were included in the analysis. 

Data on the magnitude of vitamin K effects were analysed with a Student's 

paired-t test. AU values are expressed as mean * S.E.M. Level of statistical 

significance was set at PeO.05. 

Guinen pig ventricufar myotyfes Data are presented as mean * S.E.M.. 

Concentration-dependent block of Iwo and IKsooo tail currents was tested by 

Hotelling's T' test (33). Data on the magnitude of vitamin K effects on peak 

INa current was evaluated with an analysis of variance (ANOVA). Level of 

statistical significance was set at R0.05. 



Results 

Ehperiments With Buffer-Perfmed Guinea Pig lsolated alearts 

Experiments performed in buffer-pemised isolated guinea pig hearts (n=7 

for each of the three concentrations tested) demonstrated that vitamin K caused a 

concentration-dependent effect on MAPD90. At a pacing cycle length of 250 

msec, MAPDW was not significantly reduced fkom 127.x2.9 to 125.6a3.2 

(P0.05, N.S.) with vitamin K 1.15 poVL (2.5 mg&,), but increased fiom 

122.5*2.5 to 129.W2.5 (P<0.05) with vitamin K 2.3 p o V L  (5 mg/L). lMAPDW 

was not measurable when vitamin K 4.6 poVL (10 mgL) was used due to 

conduction block in al1 of the hearts tested. Clear reductions in action potential 

amplitudes observed at low concentration vitamin K (1.15-2.3 p o V L )  are also 

consistent with these conduction blocks observed at higher concentration (4.6 

pmoVL). Examples of monophasic action potentials recorded at baseline and 

during perfusion of vitamin K 1.15 and 2.3 poVL, at a pacing cycle length of 

250 mec, are illustrated in Figure 1. 

Pagch-Clamp Ekperiments 

Repolari'rtgpotassium cuwenfs 

Figure 2A shows activating and tail currents of IK elicited by a 250 msec 

pulse to O mV, followed by repolarization to -40 mV in a guinea pig ventricular 

myocyte perfused under control conditions (Baseline) and in the presence of 

vitamin K 10 pol/L. Under these conditions, IKt represents the major 

cornpanent of 1- activating and tail currents (34). In this cell, activating and 

tail cufients recorded mder control conditions were significantly reduced by 



vitamin K 10 pmoYL. Inhibition of Imo tail current was assessed by exposing 

myocytes (n=10 at each concentration) to vitamin K 1,3 ,  10,30 or 100 p o y L .  

Tail current amplitude was measured as the difference between the peak current 

recorded just after the step to O mV and steady-state current recorded at 4 0  mV. 

Block of 1- tail current by vitamin K was concentration-dependent. Figure 2B 

reports tail current amplitude plotted as a f'unction of vitamin K concentration. 

Data were fitted with the Hill equation, giving a half-maximal inhibitory 

concentration (IC50) of 2.6H.3 p o V L ,  with a Hill coefficient of 0.93. Figure 

3A shows a typical example of activating and tail currents of IK elicited by a 

5000 msec pulse to +50 mV, followed by repolarization to -40 mV in a guinea 

pig ventricular myocyte perfused under control conditions (Baseline) and in the 

presence of vitamin K 10 pmoYL. Under these conditionsy IK, represents the 

major component of IKSm activating and tail currents (34). Activating and taii 

c m n t s  recorded under control conditions were only modestiy reduced by 

vitamin K 10 pmoVL. Inhibition of IKsm tail current was assessed by exposing 

myocytes (n=10 at each concentration) to vitamin K 1,3, 10,30 or 100 po l /L .  

Tai1 current amplitude was measured as the ciifference between the peak current 

recorded just after the step to +50 mV and steady-state current recorded at 4 0  

mV. Block of IKSm tail current by vitamin K was concentration-dependent. 

Figure 3B reports tail current amplitude plotted as a hct ion of vitamin K 

concentration. Data were fitted with the Hill equation, giving an estimated haW 

maximal inhibitory concentration (IC50) over 100 pmoVL, with a Hill coefficient 

of 0.83. The exact ICso was not detennined due to lack of clinicai relevance for 

such high concentrations of the dmg. 



DepolaaiPg sodium ciment 

Figure 4A illustrates a typical example of sodium current recordings 

elicited by a 30 msec pulse to -40 mV fiom a holding potential of -120 mV 

under control conditions, after 10 minutes of e x p o m  to vitamin K 10 POE, 

and after a 15-minute washout period in a guinea pig ventncular myocyte. 

Vitamin K caused a significant decrease in peak INa in all ceils (n=5) exposed to 

the dmg. Figure 4B shows the current-voltage relation for INa (mem+S.E.M. for 

5 cells) under control conditions and in the presence of vitamin K 10 pmoVL. 

The dmg produced statistically significant reductions in peak INa at voltages 4 0  

and -30 mV (P<0.05). 



Discussion 

Results obtained in this study clearly indicate that vitamin K possesses 

direct cardiac electrophysiological effects on major ionic cmnts involved in 

cardiac depolarization and repolarization. Patch-clamp experiments revealed 

block of INa and Ib in guinea pig ventricular rnyocytes at clinicdy relevant 

concentrations of vitamin K. Moreover, exposure of isolated, buffer-perfused 

guinea pig hearts to vitamin K was associated with concentrationdependent 

Class Ia eEects on action potential. Our results provide an explanation for 

cardiovascular collapses and syncopes observed during treatment with the dnig. 

In isolated guinea pig ventricular myocytes, the estimated ICsO for Iwo 

following a test pulse to O mV was 2.6M.3 poVL. It has previously been 

shown that time-dependent outward current activated by short (250 msec) pulses 

to low depolarizing potentids (O mV), and the tail current elicited under these 

conditions with repolarization, represents mainly IG ; whereas current activated 

by long (5000 msec) pulses to high depolarizing potentids (+50 mV) represents 

mainly IK, (34). Vitamin K 10 prnoVL also reduced by d o %  the inward peak 

sodium cment following a test pulse to 4 0  mV. Sodium current block by 

vitamin K was voltage-dependent, the effect of the drug being more important 

and statisticaliy significant at voltage -30 and 4 0  mV (P<0.05). 

In guinea pig isolated hearts, vitamin K 1.15 p o V L  causes a small 

reduction of M D w ,  likely to be due to sodium current block, whereas vitamin 

K 2.3 poVL slightly prolongs MAPDW, suggesting a progressive 

concentration-dependent blocking effect on potassium cments, in addition to 

sodium current block. In every experiments with vitamin K 4.6 p o Y L  (n=7), 



conduction block occurred, preventing us fiom measuring lMAPDW and 

appreciating the effect of a stronger block of potassium currents on cardiac 

repolarization. Obviously, these conduction blocks are consistent with the 

reductions of action potential amplitudes obsenred at lower (1.15-2.3 pol /L)  

concentration of the dmg and are strongly suggestive of an important blocking 

effect on the sodium current at higher concentrations of vitamin K, such as 

demonstrated in isolated myocytes with the patch-clamp technique. 

In conclusion, results obtained in this study demonstrated that vitamin K 

has direct cardiac electrophysiological effects. The drug significantly blocks the 

cardiac sodium current (INa) and the rapid component of the delayed rectifier 

potassium current (IKi), providhg an explanation to the observed 

electrophysiological effects on the action potential (Class Ia effect). EEects were . 

observed at dmg concentrations achieved during intravenous administration of 

therapeutic doses ( 4 . 5  poVL)  (35). Clinical awareness is warranted in 

susceptible patients such as those suiTering h m  congenital long QT syndrome, 

for whom a smaii effect on cardiac repolarization may be clinically relevant. 

Moreover, these resdts remind the growing concem about patients who are 

especially sensitive to sodium channel blockade, such as those with a Bmgada- 

like ECG pattern and idiopauiic VTNF, and who would be at exceptiondy high 

risk fkom a potent sodium channel blocker. 
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Figure legends 

Figure 1 Figure 1 shows recordings of monophasic action potential signds 

during a baseline period (Control; upper panels) and after 15 

minutes of exposure to vitamin K 1.15 p o Y L  (lower lefi panel) or 

2.3 pmoVL (lower right panel) at a pacing cycle length of 250 

msec. 

Figure 2 Panel A shows recordings of membrane currents elicited by short 

pulses (IK250) to O mV at baseline (BAS) and during exposure to 

vitamin K 10 pmoYL. Panel B shows normalized tail current 

amplitude recorded at 4 0  mV following a test pulse to O mV. 

Control data and data obtained at five concentrations of vitamin K 

(n=10 cells/concentration) are shown. The estimated ICso for the 

tail current is 2.6k0.3 pmol/L (Hill coefficient 0.93). 

Figure 3 Panel A shows recordings of membrane currents elicited by long 

pulses (IKsooo) to +50 mV at baseline (BAS) and during exposure to 

vitamin K 10 pmoVL. Panel B shows normalized tail current 

amplitude recorded at 4 0  mV following a test pulse to +50 mV. 

Control data and data obtained at five concentrations of vitamin K 

(n=10 cells/concenîration) are shown. The estimated ICS0 for the 

tail current is over 100 p o V L  (Hill coefficient 0.83). 



Figure 4 Panel A shows a typical example of sodium current recordings 

elicited by a 30 msec pulse to 4 0  mV fiom a holding potential of 

-120 mV under control conditions, after 10 minutes of exposure to 

vitamin K 10 p o V L  and after a 15-minute washout period in a 

guïnea pig ventricular myocyte. Panel B shows the current-voltage 

relation for INa (meanfS.E.M. for 5 cells) under control conditions 

and in the presence of vitamin K 10 pmoYL. 
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CHAPITRE 6 

PIMOZIDE (ORAPO) PROLONGS CARDIAC REPOLARIZATION BY 
BLOCKING TTnE RAPID COMPONENT OF THE DELAYED 
RECTIFIER POTASSIUM CURRENT IN NATIVE CARDIAC 

MYOCYTES 



Résumé 

Plusieurs cas de prolongation de l'intervalle QT et de tachyarythmies 

ventriculaires ont été rapportés suite à l'administration du pimozide, un 

puissant neuroleptique utilisé dans le traitement des tics moteurs et verbaux 

associés au syndrome Gilles de la Tourette. Afin d'élucider les mécanismes 

élecîrophysiologiques cardiaques à la base de ces observations cliniques, nous 

avons examiné les effets du pirnozide sur la durée du potentiel d'action 

monophasique mesurée i 90% de repolarisation (MAPDm) et sur les courants 

potassiques impliqués dans la repolarisation de myocytes ventriculaires isolés 

de cobaye. 

Des expériences effectuées sur 8 cœurs isolés de cobaye ont démontré une 

prolongation de la repolarisation cardiaque inversement proportionnelle à la 

fkéquence de stimulation sous l'effet du pimozide 100 nmollL. En fait, la 

durée du potentiel d'action s'est accrue de 24% (1 15*2 à 142I4 msec) sous 

l'effet du pimozide 100 nmoVL à un cycle de stimulation de 250 msec, mais 

de seulement 10Y0 (97I2 à 107*3 msec) à un cycle de stimulation de 150 

msec. Des expériences effectuées sur des myocytes ventriculaires isolés de 

cobaye (n=20) ont démontré un blocage concentration-dépendant de la 

composante rapide du courant potassique rectifiant retardé (I=) par le 

pimozide: le courant de queue est diminué de 50% à 15 nmol/L. 

Le pimozide possède des effets électrophysiologiques cardiaques similaires à 

ceux des antiarythmiques de classe III. Ces effets sont concentration- 

dépendants et observés à des concentrations thérapeutiques du médicament. 

Puisque le phozide est fortement métabolisé par le CYP3A4, une attention 



particulière devrait être portée afin d'éviter de potentielles interactions 

pharmacochétiques menant à de fortes concentrations de pimozide et à la pro- 

arythmie. 
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Abstract 

Background: Several cases of QT prolongation and ventricular tachyarrhythmia 

have been reported with pimozide, a potent neuroleptic useful in the 

management of motor and phonic tics associated with Tourette's syndrome. To 

M e r  elucidate the mechanism underlying these clinical observations, we 

examined the effects of pimozide on monophasic action potential duration 

(MAPDw) and on potassium currents involved in the repolarization of native 

isolated ventricular myocytes. 

Mellrods and Result~: Studies were undertaken in 8 isolated guinea pig hearts 

which demonstrated reverse rate-dependent prolongation of cardiac 

repolarization by pirnozide 100 nmoYL. Action potential duration increased 

24% fkom baseline 115*2 to 1 4 a 4  msec with pimozide 100 nmoi/L during 

pacing at 250 msec cycle length, while a 10% increase fkom 97*2 to 107*3 

msec was seen with pacing at a cycle length of 150 msec. Experiments in 

native isolated ventncdar myocytes (n=20) demonstrated concentration- 

dependent block of the rapid component &) of the delayed rectifier 

potassium current: tail current was decreased by 50% at 15 nmoVL. 

Conciusions: Pimozide possesses cardiac electrophysiological effects similar to 

those of Class III antiarrhythmic drugs. These effects are concentration- 

dependent and observed at recommended dosages of the h g .  Since pimozide is 

strongly metabolized by CYP3A4, special care should be taken to avoid 

potential phannacolcinetic interactions leading to high plasma levels of pimozide 

and proarrhythmia. 



Keywords pimozide potassium currents repolarization cardiac 

arrhythmia 



Introduction 

Pimozide (Orap@) is a neuroleptic agent that is the only alternative to 

haloperidol approved by the U.S. Food and Drug Administration (FDA) for the 

treatment of Tourette disorder and it is widely prescribed in other countries for 

the treatment of schizophrenia and various psychiatrie disorders (1). However, a 

number of reports have been published linking the use of pimozide with 

signincant prolongation of the QT interval and ventricdar arrhythmias (2-6). 

Some cardiotoxic events have been assocîated with high doses of the 

h g ,  or with the concomitant use of drugs which slow the metabolism of 

pimozide, such as macrolide antibiotics (43). However, the very low doses of 

pimozide required to produce QT interval prolongation (7.5 mg/day) (2), were 

suggesting a high afEnity interaction with one or more types of cardiac K' 

channels. As a matter of fact, Kang et al. recently showed that pimozide was a 

potent inhibitor of the HERG channel (rapid component of the delayed rectifier), 

displaying an ICSo value of 18 nmoVL. In contrast, pimozide (10 poVL) was 

found to have low affinity for both the KvLQTl/minK (slow component of the 

delayed rectifier) and the Kv 1.5 (ultra-rapid delayed rectifier) channels (7). 

Interestingiy, the K' channel-modulating effects of pimozide on native 

isolated cardiac myocytes as well as the effects of the dnig on monophasic 

action potential evaluated fiom isolated hearts have not been shown yet. 



Therefore, the goal of the present studies was to evaluate 1) the action 

potential-modulahg effects of pimozide in isolated guinea pig hearts perfused 

in the Langendorff mode using a monophasic action potential signai measured at 

90% repolarization (MAPDm) as an index of cardiac repoiarization; and 2) the 

effects of pirnozide on potassium currents involved in repolarization of guinea 

pig ventrïcular myocytes, using the whole cell configuration of the patch-clamp 

technique. 



Methods 

Experiments were performed in accordance with institutional guidelines 

of Laval University on animal use in research. Animals were housed and 

maintained in cornpliance with the Guide to the Care and Use of ExpdmentaZ 

Animals of the Canadian Council on Animal Care. 

Experiments With Buffer-Perfused Guinea Pig Isolated Hearts 

Experiments with isolated guinea pig hearts were performed as described 

previously (8). The hearts were perfused with Krebs-Henseleit bufTer during a 

control period of 10 minutes, followed by 15 minutes with buffer containing 100 

nmoK of phozide dissolved in 1 mL of dimethylsuifoxide (DMSO). Perfusion 

with b s e r  containing no dnig was then restarted during a 10-minute washout 

period. The sarne concentration of DMSO (0.1% v/v) was also present in 

baseline and washout buEer solutions. Monophasic action potentids fiom the 

left ventricle were recorded by a pressure-maintained catheter every 60 seconds 

during 3 seconds, at basic pacing cycle lengths (BCL) of 250, 200 and 150 

msec. Monophasic action potential duration measured at 90% repolarization 

(MAPDm) was detennined by using a multi-steps process in which time- 

dependent windows were searched for the relevant data. The four factors 

required for each beat to determine MAPDW were: 1) Baseline (OYO): average of 

the last 20 msec segment of data preceding the next Pace pulse. 2) Peak 

depolarization (100%): 5 mec average of peak located between dV/dt max and 

dV/dt max + 60 msec. This eliminates false peaks as a result of a preceding 

spike in less fïitered data or an EAD's peak occming in the same data. 3) 

M A P k  start tirne: search backwards in time fkom dV/dt max to locate 10?6 

above baseline value. 4) W D m  end time: search forward fkom peak 



depolarization to locate 10% above baseline value. AU b a t s  in a 3-second data 

segment were analysed using the above procedure and a statistical analysis 

provided averages and S.D. values. 

Patch-Clamp Experiments 

Guinea pig venfrrkular myocyte preparation, soIutr'o11~ and 

eIectrophysioIogicaI measwemen& 

Experiments were performed on single ventricular myocytes obtained 

fiom adult guinea pig hearts as described previously (8). Cells were 

superfused continuously with the extracellular solution containing (in mM) 

NaCl 145, KCl 4, MgCI2 1, HEPES 10 and glucose 5. Nisoldipine (Bayer 

Leverkusen, Germany) 0.2 p o Y L  was added to elimuiate the slow calcium 

inward current and ca2+ was omitted in the extracellular solution to shift Ib 

activation to positive potentials (9). The pH was adjusted to 7.35 with NaOH. 

The cells were prewarmed at 30°C by a Peltier device (Medical System Corp., 

Greenvale, NY). Pirnozide solution of 3-100 nmoVL was prepared daily by 

dissolving required amount of pimozide pure substance (Sigma, St-Louis, 

MO) in 100 pL of DMSO. The same concentration of DMSO (0.1 % v/v) was 

also present in baseline and washout extracellular solutions. Complete 

replacement of extracellular solution contained in the chamber was achieved 

within 2 to 3 minutes when the superfusion rate was 2 ml/min. 

Al1 currents were recorded in the whole cell, voltage-clamp 

configuration of the patch-clamp technique at 30°C as described previously 

(8). The pipette solution contained (in mM) MgCh 2, CaClz 1, EGTA 1 1, 

MgATP 5, &ATP 5 and HEPES 10. The pH was adjusted to 7.2 with KOH 

and the final potassium concentration was fïxed at 505 mM with KCl. Effects 

of pimozide on the rapidy (I=) and slowly (IKJ activating component of IK 



were studied in cells held at -40 mV (to inactivate INa) and depolarized by 

pulses lasting 250 msec (IKUO) or 5000 msec (IKSoo0). Test potentials of 

depolarizing pulses varied between -20 and +50 mV. b and IG were 

measured fiom the peak magnitude of tail current obtained on repolarization 

to -40 mV. 



Statistical Analyses 

B@ier-perfied isolated Aiearts Only hearts with reversal of phozide effects 

on reperfusion with buffer containhg no dmg were included in the analysis. 

Data on the magnitude of pimozide eEects were analysed with a Student's 

paired-t test. AU values are eqressed as mean * S.E.M. Level of statistical 

significance was set at P<0.05. 

Guifieu pig venfrIcuIar myocyfes Data are presented as mean * SEoMo. 

Concentration-dependent block of IK250 and IKcm tail currents was tested by 

Hotelling's S test (10). Level of statistical significance was set at P<0.05. 



Results 

EkperUnents Wifk Buffer-Perfwed Guinea Pig Istvlated Hearts 

Examples of monophasic action potentials recorded at baseline and during 

perfusion with pimozide 100 moYL at a BCL of 250 msec are illustrated in 

Figure 1A. Experiments in isolated hearts (n=8) showed an increase in 

monophasic action potential duration measured at 90% repolarization 

(MAPDw) during perfusion with pimozide 100 nmoyL. (Figure 1B): At a 

BCL of 250 msec, MAPD90 increased fiom 115*2 msec at baseline to 14B4 

msec after 15 minutes of drug perfusion (P<0.05), decreasing back to 135*4 

msec after 10 minutes of washout. At a BCL of 200 msec, MAPDW increased 

from 111h2 msec at baseline to 129I4 msec after 15 minutes of drug 

perfusion (P<0.05), decreasing back to 123*4 msec after 10 minutes of 

washout. Finally, at the shortest BCL of 150 msec, MA.PDw increased fkom 

97*2 at baseline to 107*3 msec after pimozide perfusion (P<0.05), returning 

towards baseline after washout (10-2 msec). Thus, pimozide was associated 

with a 24% increase in MAPDw at the Iongest BCL and with a 10% increase 

at the shortest BCL. Such reverse use-dependent characteristics are typically 

seen with I= blockers. 

Parch-CIanp E.ls,en*nten& 

Figure 2A shows activating and tail currents of IK elicited by a 250 msec pulse to 

O mV, foliowed by repolarization to -40 mV in a guinea pig ventricular myocyte 

perfused under control conditions (Baseline) and in the presence of pimozide 

100 nmoVL. Under these conditions, b represents the major component of 1- 

activathg and tail currents (1 1). In this cell, activating and tail currents recorded 



under control conditions were significantly reduced by pimozide 100 nmoVL. 

Inhibition of IK250 tail current was assessed by exposing myocytes (n=4 at each 

concentration) to pimozide 3, 10,30 or 100 nmoyL. Tail current amplitude was 

measured fiom the peak current recorded just after the step h m  O mV, back to 

4 0  mV. Block of ImO tail current by pimozide was concentration-dependent. 

Figure 2C reports tail current amplitude plotted as a fiinction of pimozide 

concentration. Data were fitted with the Hill equation, giving a half-maximal 

inhibitory concentration (ICS0) of 15 nmol/L, with a Hill coefficient of 0.95. 

Figure 2B shows a typical example of acfivating and tail currents of IK elicited 

by a 5000 msec pulse to +50 mV, followed by repolarization to -40 mV in a 

guinea pig ventricular myocyte perfùsed under control conditions (Baseline) and 

in the presence of pimoàde 100 nmoVL. Under these conditions, I* represents 

the major component of Im activating and tail currents (1 1). Activating and 

tail currents recorded under control conditions were only slightly reduced by 

pimozide 100 nmoVL. Tail current amplitude was measured h m  the peak 

current recorded just after the step fkom +50 mV, back to -40 mV. Figure 3A 

illustrates the W relationship of IK250 tail current measured at baseline and in 

rnyocytes exposed to 10 or 100 nmVL pimozide (n = 4 cells/concentration). 

Inhibition of ImO tail current was concentration-dependent but voltage- 

independent. Figure 3 B illustrates the W relationship of IK5000 tail current 

measured at baseline and in rnyocytes exposed to 10 or 100 nmol/L pimozide (n 

= 4 cells/concentration). Inhibition of IK5000 tail current was concentration- 

dependent but voltage-independent. 



Discussion 

Our results indicate that pimozide prolongs cardiac repolarization in a 

reverse ratedependent manner by a selective block of b. In fact, we showed, 

in isolated buffer-perfused hearts, that pimozide 100 nmoVL causes a 

significant prolongation of cardiac repolarization (=25%). We also showed in 

ventricular native myocytes that pimozide is a potent and selective blocker 

(ICSO of 15 nmoVL) of the rapid component of the delayed rectifier (I=). 

Kang et al. recently showed high a f i i t y  blockade @CH, of 18 nmoVL) 

of the HERG cardiac K+ channel by pimozide. In contrast, they also showed 

that pimozide (10 p o V L )  is a weak inhibitor of the KvLQTllminK channel 

(7). Our results are in complete agreement with these fïndings and provide 

M e r  explanations for QT lengthening and proarrhythmia observed during 

treatment with therapeutic concentrations (4-20 @mL or 9-43 nmoVL) of the 

h g  (12)- 

Moreover, concentration-dependent block of IG by pimozide explains 

cardiac toxkity obsewed in patients after overdosing. In other patients, the 

unheralded nature of pimozide-induced cardiac toxicity may be explained by 

increased plasma concentrations of the drug (due to either physiologically 

reduced clearance of phozide or inhibition of its metabolism by other drugs). 

Indeed, Flockhart et al. conducted a cornputer-assisted search of the 

FDA's Spontaneous Reporting System (SRS) between October 199 1 and May 

1995 to identiQ reports of adverse drug interactions during concomitant 

administration of pimozide and clarithromycin. For pimozide, the SRS search 

for cardiac arrhythmias revealed 39 unduplicated cases. The events included 

QTc prolongation, cardiac arrest, ECG abnormalities and syncope. Of the 



cardiovascuiar arrhythmic events documented, pimozide was the singular dmg 

suspect in 11 cases. For serious events reported, death was the outcorne in 10 

cases. Not al1 doses were in the high range (>IO mg/day), and positive 

dechallenge was noted in 18 cases (5). 

h g  metabolism studies have demonstrated that CYP3A4 is the principal 

enzyme involved in the biotransfomation of pimozide, catalysing its N- 

dealkylation (13). Interestingiy, clarithromycin, a known inhibitor of CYP3A's 

in the liver and the gut (4) was shown to be a strong inhibitor of this N- 

dealkylation (14). 0th- macrolide antibiotics as well as imidazole derivatives 

are well-known inhibitors of the cytochrome P450 system and more specifïcally, 

of CYP3A4 (15,16). Therefore, under conditions of decreased CYP3A4 activity, 

plasma concentrations of pimonde are expected to rise significantly. Indeed, a 

pimozide plasma concentration as high as 50 ng/mL (108 nmoYL) was measured 

in a case of fatal clarithromycin-pimoPde interaction (5). 

Cardiac toxicity observed d u ~ g  overdosing or limited clearance of the 

dmg supports the concept that arrhythmogenic effects of pimozide are 

concentration-dependent. Results obtained in this study are in agreement with 

this statement. In fact, we demonstrated a concentration-dependent decrease in a 

major current involved in cardiac repolarization, namely, Ik. Estimated ICS0 for 

b (15 nmoVL) is in the same range as the mean peak plasma concentration 

(Cm) of 10 nmol,L measured in patients during the administration of usual 

doses (6 mg) of pimozide alone (4). Consequently, as demonstrated by Desta et 

al., lengthening of cardiac repolarization and prolongation of the QT interval is 

to be expected in most patients treated with the dnig (4). 

In conclusion, results obtained in our study provide M e r  explanations 

for QT prolongation and ventricular tachyarrhythmia during pimozide 



treatment. Block of the rapid component of the delayed rectifier current &) 

and lengthening of MAPDw were obsewed at clinically relevant 

concentrations of the dmg. The degree of QT prolongation associated with 

pirnozide therapy appears to depend on plasma concentrations of the drug, on 

the individual biotransformation capacity (CYP3A4 activity), and on the 

coadministration with other drugs causing pharmacolcinetic (inhibition of 

CYP3A4) interactions. 
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Figure legends 

Figure 1 Panel A shows monophasic action potential signals recorded at 

baseline and after 15 minutes of pimozide 100 nmoYL at a BCL of 

250 msec. Panel B shows serial changes in at BCL of 

250, 200 and 150 msec in hearts (n=8) sequentialiy perfused with 

baseline, pimozide 100 nmoyL and washout buffer. BCL= basic 

cycle Iength. 

Figure 2 Panel A shows recordings of membrane currents elicited by short 

pulses (IK250) to O mV at baseline (BAS) and during exposure to 

pimozide 100 nmol/L: Panel B shows recordings of membrane 

currents elicited by long pulses (IKSWO) to +50 mV at baseline 

(BAS) and during exposure to pimozide 100 nmoVL. Panel C 

shows noxmalized tail current amplitude recorded at 4 0  mV 

following a test pulse to O mV. Control data and data obtained at 

four concentrations of pimozide (n=4 cells/concentration) are 

shown. The estimated ICSo for the tail current is 15 nmoVL (Hill 

coefficient 0.95). 

Figure 3 Panel A shows the current-voltage (14) relationship of IKzso 

measured at baseline and during exposure to pimozide 10 or 100 

nmoYL. Panel B shows the curent-voltage (1-V) relationship of 

IKSm measured at baseline and during exposure to pimozide 10 or 

100 nmoVL. Data are expressed as mean I S.E.M. 
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CHAPITRE 7 



Conclusion générale 

L'objectif de ces travaux de recherche consistait à démontrer et à évaluer le 

potentiel pro-arythmique de certains médicaments de diverses classes 

pharmacologiques. Leurs effets sur la dépolarisation et/ou sur la repolarisation 

cardiaque, ainsi que sur les courants ioniques qui en sont responsables, ont été 

mesurés. Pour ce faire, deux techniques électrophysiologiques 

complémentaires ont été utilisées. D'abord, au niveau cellulaire, la technique 

de voltage imposé butch-clamp) en configuration de cellule entière (whde 

ce20 a permis d'évaluer les effets de quelques-uns de ces médicaments sur le 

courant sodique cardiaque et/ou sur le courant potassique rectifiant retardé de 

myocytes ventriculaires isolés de cobaye. Cette même technique de voltage 

imposé a aussi été utilisée aiin d'évaluer l'effet de certains de ces 

médicaments sur le courant potassique sortant induit par l'expression du gène 

HERG, lorsque transfecté de façon transitoire ou stable dans des lignées 

cellulaires HEK293 ou CHO. Dans un deuxième temps, un modèle ex vivo de 

cœur isolé de cobaye, rétroperfusé par l'aorte selon la technique de 

Langendorff, a servi à déterminer l'effet de ces médicaments sur la 

dépolarisation et/ou sur la repolarisation cardiaque, par l'enregistrement et la 

mesure de potentiels d' action monophasiques. 

Dans le chapitre deux, nous avons évalué les effets du dropéridol, un puissant 

neuroleptique, sur la durée du potentiel d'action monophasique (MAPDw), à 

des cycles de stimulation décroissants. Nos résultats démontrent que le 

dropéridol augmente la MAPDw davantage aux cycles de stimulation longs 



par rapport aux cycles de stimulation courts 'merse-rate dependme); une 

caractéristique des antiarythmiques de classe III. Au niveau cellulaire, nous 

avons caractérisé les effets du dropéridol sur les deux composantes du courant 

potassique rectifiant retardé (IKr et IKs), a l'aide de myocytes ventriculaires 

isolés de cobaye. Nos résultats démontrent que le dropéridol inhibe 

sélectivement LKr de façon concentration-dépendante. Le bloc de h par ce 

médicament est beaucoup moins important. De plus, grâce à la collaboration 

d'un groupe américain, nous avons été en mesure de démontrer que le 

dropéridol inhibe de façon concentration-dépendante le courant potassique 

sortant généré par l'expression du gène E R G  dans des cellules HEK293. Ces 

résultats sont venus confirmer la puissante inhibition de b par le dropéridol, 

observée a l'aide de myocytes ventriculaires isolés de cobaye. 

Dans le chapitre trois, nous avons évalué les effets du sildénafil (ViagraO), sur 

la durée du potentiel d'action monophasique (MAPD90), à des cycles de 

stimulation décroissants. Nos résultats démontrent que le sildénafil, comme le 

dropéridol, augmente la MAPDw davantage aux cycles de stimulation longs 

par rapport aux cycles de stimulation courts (merse-rate dependence); une 

caractéristique des antiarythmiques de classe III. A l'aide de la technique de 

patch-clamp et d'une lignée cellulaire HEK293 transfectée avec le gène 

E R G ,  nous avons ensuite déterminé les effets du sildénafil sur le courant 

potassique sortant généré par l'expression de ce gène (Ifi). Nos résultats ont 

démontré que le sildénafil inhibe de façon concentration-dépendante le 

courant HERG exprimé dans des cellules HEK293. Afin d'exclure un possible 

effet confondant du sildénafïl sur un courant potassique endogène présent chez 

les cellules HEK293, nous avons confirmé l'effet inhibiteur du sildénafil sur le 

courant HERG, à l'aide d'une autre série d'expériences effectuées sur des 



cellules CHO transfectées avec HERG; ces dernières ne générant pas un tel 

courant endogène confondant, 

Nous avons ensuite, dans le chapitre quatre, décrit les effets sur la 

repolarisation cardiaque de la dompéndone, un antiémétique et modulateur de 

la motilité gastro-intestinale en voie de connaître un regain de popularité, suite 

au retrait du cisapride des marchés canadien et américain. En fait, nos résultats 

démontrent que la dompéridone, comme le cisapride, augmente la MAPDgO 

davantage aux cycles de stimulation longs par rapport aux cycles de 

stimulation courts (reverse-rate dependence); une caractéristique des 

antiarythmiques de classe III. De plus, à l'aide d'expériences de patch-clamp 

effectuées sur des cellules CHO transfectées avec le gène HERG, nous avons 

été en mesure de démontrer que la dornpéndone inhibe de façon puissante et 

concentration-dépendante le courant potassique sortant généré par 

l'expression de ce gène dans des cellules CHO. 

Dans le chapitre cinq, nous avons décrit les effets de la vitamine K, un agent 

antihémorragique, sur le potentiel d'action cardiaque et sur quelques-uns des 

courants ioniques qui en sont responsables. Nos résultats ont démontré qu'à 

faible concentration, la vitamine K n'a produit qu'une faible réduction non- 

significative de la MAPD90. Une plus grande concentration du médicament a 

pennis d'augmenter la M D w ,  quoique très modestement. Toutefois, de 

fortes concentrations de vitamine K ont conduit à l'inexcitabilité cellulaire. 

Des expériences de patch-clamp effectuées sur des myocytes ventriculaires 

isolés de cobaye ont démontré une réduction significative du courant sodique 

de dépolarisation cardiaque, et une diminution concentration-dépendante et 

relativement sélective de la composante rapide du courant potassique rectifiant 



retardé (IKr). De fait, l'effet inhibiteur de la vitamine K sur IK, s'est avéré 

beaucoup moins important. Nos résultats ont donc démontré les propriétés 

antiarythmiques de classe Ia de la vitamine K. 

Finalement, dans le chapitre six, nous avons évalué les effets du pimozide, un 

neuroleptique utilisé notamment dans le traitement du syndrome Gilles de la 

Tourette, sur la durée du potentiel d'action monophasique (MAPDW), à des 

cycles de stimulation décroissants. Nos résultats démontrent que le pimozide, 

comme le dropéndol, augmente la MAPDgO davantage aux cycles de 

stimulation longs par rapport aux cycles de stimulation courts (reverse-rate 

dependence); une caractéristique des antiarythmiques de classe III. Au niveau 

cellulaire, nous avons caractérisé les effets du pimozide sur les deux 

composantes du courant potassique rectifiant retardé (IKr et Ib), à I'aide de 

myocytes ventriculaires isolés de cobaye. Nos résultats démontrent que le 

pimozide inhibe sélectivement IK, de façon concentration-dépendante. Le bloc 

de IKs par ce médicament est beaucoup moins important. 

Ces études ont démontré qu'une variété de médicaments, de classes 

phamnacologiques très diverses, exercent des effets importants au niveau de la 

repolarisation cardiaque. On sait maintenant que le dropéridol, le sildénafil, la 

dompéridone et le pimozide possèdent des propriétés antiarythmiques de 

classe III, essentiellement par leur capacité à bloquer, à divers degrés, la 

composante rapide du courant potassique rectifiant retardé (IQ) et à prolonger 

la durée du potentiel d'action monophasique (MAPDW). 

Nous avons donc démontré, au point de vue pharmacodynamique, comment le 

dropéridol, le sildénafil, la dompéridone et le pimozïde peuvent être à 



l'origine, en clinique, de prolongations de l'intervalle QT et d'événements 

pro-arythmiques tels les torsades de pointes. Ces quatre médicaments étant 

fortement métabolisés par le CYP3A4 et susceptibles d'être administrés en 

concomitance avec d'autres substrats et/ou inhibiteurs de cet isoenzyme, une 

multitude d'interactions pharmacocinétiques et/ou pharmacodynamiques 

potentiellement dangereuses, voire fatales, semblent possibles. En attendant 

les progrès de la biologie moléculaire et de la phamiacogénétique dans 

l'identification de facteurs de risque permettant de prévenir la pro-arythmie 

médicamenteuse, la vigilance clinique et le jugement des médecins et 

pharmaciens semblent particulièrement de mise lors de l'administration de ces 

médicaments. 

En ce qui concerne le cas particulier de la vitamine K, étant souvent 

administrée d'urgence pour renverser une anticoagulation excessive à la 

watfarine, on ne peut certes en déconseiller l'utilisation dans un tel contexte. 

De plus, force est d'admettre que les alternatives sont limitées, voire 

inexistantes. On peut cependant suggérer d'administrer la vitamine K le plus 

lentement possible, et d'éviter la voie intraveineuse autant que 

puisque les effets électrophysiologiques cardiaques de ce 

semblent concentration-dépendants. 

faire se peut, 

médicament 

Le futur : prévision, prévention de la pro-arythmie médicamenteuse 

Malgré les récents progrès, il y a encore beaucoup de chemin à faire en ce qui 

concerne la génétique, la physiologie et le traitement des arythmies 

cardiaques. Panni les lacunes actuelles les plus évidentes, on retrouve: 

l'impossibilité d'identifier tous les gènes et toutes les variantes génétiques de 



susceptibilité aux arythmies dans la population générale, ainsi que d'utiliser 

des tests fiables, peu coûteux et rapides pour les identifier. La génomique et le 

projet génome humain ont déjà un impact majeur, et leur influence continuera 

de s'accroître dans l'avenir. Les premières études de génétique se faisaient 

souvent à l'aide de méthodes telles que le clonage positionnel, parce que de 

petites portions seulement du génome avaient été cartographiées, 

génétiquement ou physiquement, et que peu de gènes humains étaient définis. 

Les limites de la technologie disponible au cours de la dernière décennie 

ajoutaient à la difficulté de ces expériences. Ces premières études de 

génétique, par exemple, exigeaient l'utilisation de RFLP (restriction fiagrnent 

length polymorphisms) et de Southern blots. La situation est totalement 

différente aujourd'hui, et dans un fiitur rapproché, la génomique et le projet 

génome humain vont permettre d'atteindre de nouveaux sommets. Les cartes 

génétiques seront à la limite de la résolution, tous les gènes humains seront 

définis et disponibles dans des banques de données sur intemet, et les 

technologies génétiques, particulierement le séquençage de l'ADN, seront 

routinières, fiables et peu coûteuses. Les analyses de séquençage faciliteront 

grandement l'utilisation de tests génétiques efficaces sur de larges 

populations, en utilisant I'idormation existante concernant les gènes de 

sensibilité aux arythmies. La génomique fonctionnelle, actuellement limitée à 

des études d'expressions et d'interactions protéine-protéine, aura aussi un 

impact. On sait déjà, par exemple, que minK interagit avec KvLQT1, lorsque 

CO-exprimé dans des systèmes hétérologues. MiRPl en fait de même avec 

HERG. En fait, l'interaction de MiRPl avec HERG est particulièrement 

intéressante, notamment au point de vue pharmacologique. Elle augmente la 

sensibilité à l'effet de divers médicaments, d'un canal aux propriétés déjà 

singulières. Il semble que la relation structure-activité recherchée depuis si 



longtemps sur les médicaments bloquant sélectivement b se trouve davantage 

sur la structure de la protéine encodée par l'expression de HERG et de MiRP 1, 

que sur les médicaments eux-mêmes. Ce qui expliquerait, au moins en partie, 

pourquoi tant de médicaments aux structures apparemment si diverses, 

bloquent le courant Ifi de façon relativement sélective, dont le dropéridol, le 

sildénafil, la dompéridone, la vitamine K et le pimozide. Du côté 

pharmaceutique, l'avenir est donc dans la recherche de molécules dépourvues 

de cette caractéristique, qu'on peut désormais facilement identifier et 

quantifier. 




