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Résumé 

Rôle des fibres de Purkinje dans le substrat arythmogénique et la mort subite 

 Les arythmies ventriculaires conduisant à la mort subite ont été précédemment associées à 

un type de cellules spécialisées, les fibres de Purkinje (FP). Elles font partie du système  

de conduction cardiaque, et possèdent un rôle majeur dans l’impulsion électrique et l’activation 

synchrone des ventricules. Néanmoins, elles peuvent être impliquées dans des phénomènes  

pro-arythmogéniques à l’origine de l’initiation ou du maintien de la fibrillation ventriculaire 

(FV) au sein de structures normales ou dans le cas d’un large spectre de maladies cardiaques.  

 Cependant, les caractéristiques électrophysiologiques et structurelles des FP et  

les mécanismes sous-jacents des arythmies liées au Purkinje restent inconnus. Le système 

Purkinje semblerait jouer un rôle important de substrat de l’arythmie en raison de son impact 

sur l’hétérogénéité transmurale de repolarisation.  

 Six études décrivant les propriétés électrophysiologiques et les propriétés macro/micro-

structurelles de ventricules gauches de brebis et de ventricules gauches humains ont été 

développées en utilisant une combinaison de méthodes classiques et innovantes.  

 Les résultats ont permis de montrer que les FP, à travers leurs jonctions avec le myocarde, 

modulaient localement la durée du potentiel d'action et jouaient un rôle dans la dispersion  

de la repolarisation, révélant ainsi le rôle potentiel des FP dans le déclenchement et  

le maintien de la FV.  

 Ce travail ouvre de nouvelles perspectives thérapeutiques dans le traitement préventif  

de l'arythmie ventriculaire afin de lutter contre la mort subite d'origine cardiaque. 

 Mots clés : fibrillation ventriculaire, fibres de Purkinje, ventricule gauche de brebis et 

ventricule gauche humain, hétérogénéité de repolarisation, jonction Purkinje-muscle, substrat 

arythmique, cartographie optique, histologie.  
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Abstract 

Role of Purkinje fibers in arrhythmogenic substrate and sudden death 

 Arrhythmias that lead to sudden death have previously been associated with a specialized 

cell type, the Purkinje fibers (PF). They form the cardiac conduction system, and have a major 

role in the electrical impulse and synchronous activation of the ventricles. However, they may 

be involved in pro-arrhythmic phenomena causing the initiation or maintenance of ventricular 

fibrillation (VF) in structurally normal and a broad spectrum of cardiac diseases.  

 Nevertheless, electrophysiological and structural characteristics of PF and mechanisms 

underlying Purkinje-related arrhythmias are poorly understood. It is hypothesized that  

the Purkinje system plays an important role as a substrate for arrhythmias due to, in part,  

its impact on transmural repolarization heterogeneity.  

 Here within are six studies describing electrophysiological and macro/micro structural 

properties of sheep and human left ventricles using a combination of conventional and 

innovative methods.  

 Results showed that PF, through junctions with the myocardium, locally modulated  

the action potential duration and played a role in the dispersion of repolarization. Therefore, 

revealing a potential role for PF in both, trigger and maintenance of VF. 

 This work opens new therapeutic perspectives in preventive treatment of ventricular 

arrhythmia to fight against sudden cardiac death. 

 Keywords: ventricular fibrillation, Purkinje fibers, left ventricle of sheep or human, 

heterogeneity of repolarization, Purkinje-muscle junctions, arrhythmic substrate, optical 

mapping, histology. 

L’Institut de RYthmologie et de modélisation Cardiaque - INSERM U 1045  
Site Hôpital Xavier Arnozan - Avenue du Haut Lévêque - 33604 Pessac 

 



Table des matières 

- 7 - 
 

Table des matières 

Remerciements .................................................................................................................................. 2 

Résumé ................................................................................................................................................. 5 

Table des matières ........................................................................................................................... 7 

Abréviations ..................................................................................................................................... 10 

Introduction ..................................................................................................................................... 14 
1. Le cœur ........................................................................................................................................... 14 

1.1. Anatomie et fonction générale.................................................................................................... 14 
1.2. Structure et fonction de la paroi cardiaque ................................................................................. 15 
1.3. Propriétés contractiles des cardiomyocytes ................................................................................ 16 

2. Activité électrique du cœur ........................................................................................................ 18 
2.1. Conduction de l’activité électrique et système cardionecteur .................................................... 18 
2.2. Potentiel d’action ........................................................................................................................ 20 
2.3. Couplage excitation-contraction ................................................................................................. 22 
2.4. Propagation du potentiel d’action ............................................................................................... 23 

3. Les pathologies d’arythmies ventriculaires ............................................................................ 25 
3.1. Mécanismes à l’origine des arythmies ....................................................................................... 25 

3.1.1. Les évènements déclencheurs .............................................................................................. 25 
3.1.2. Les substrats arythmogéniques ............................................................................................ 27 
3.1.3. Le facteur modulateur .......................................................................................................... 30 

3.2. Les arythmies ventriculaires ....................................................................................................... 31 
3.3. La mort subite cardiaque ............................................................................................................ 32 

4. Les fibres de Purkinje ................................................................................................................. 33 
4.1. Structure et fonction complexes ................................................................................................. 34 
4.2. Electrophysiologie des cellules de Purkinje ............................................................................... 36 
4.3. Mécanismes pro-arythmogéniques ............................................................................................. 38 
4.4. Rôle dans les arythmies ventriculaires ....................................................................................... 42 

4.4.1. Déclenchement de l’arythmie .............................................................................................. 42 
4.4.2. Maintien de l’arythmie ........................................................................................................ 43 
4.4.3. Thérapie clinique ................................................................................................................. 44 

5. Contexte et objectif du travail de recherche .......................................................................... 46 

Méthodes ........................................................................................................................................... 49 
1. Modèle animal ............................................................................................................................... 49 

1.1. Préparation de l’animal .............................................................................................................. 49 
1.2. Prélèvement du cœur .................................................................................................................. 49 
1.3. Dissection du ventricule gauche ................................................................................................. 51 

2. Technique de la cartographie optique ..................................................................................... 51 
2.1. Principe de la technique ............................................................................................................. 51 

2.1.1. Principe de fluorescence ...................................................................................................... 52 
2.1.2. Mécanisme d’électrochromisme .......................................................................................... 53 
2.1.3. Potentiels d’action optiques ................................................................................................ 53 

2.2. Perfusion du ventricule gauche .................................................................................................. 54 
 



Table des matières 

- 8 - 
 

2.3. Système de perfusion de Langendorff ........................................................................................ 54 
2.3.1 Découplage de l’excitation-contraction ............................................................................... 56 
2.3.2 Sonde potentiométrique ........................................................................................................ 56 

2.4. Système d’imagerie .................................................................................................................... 56 
2.5. Protocole expérimental ............................................................................................................... 58 
2.6. Traitement des données .............................................................................................................. 58 

3. Technique de microélectrode ..................................................................................................... 59 
3.1. Principe de la technique ............................................................................................................. 59 
3.2. Système d’enregistrement .......................................................................................................... 59 
3.3. Protocole expérimental et traitement des données ..................................................................... 61 

4. Technique d’histologie ................................................................................................................ 61 
4.1. Principe de la technique ............................................................................................................. 61 
4.2. Fixation et inclusion en paraffine ............................................................................................... 61 
4.3. Coupes microscopiques .............................................................................................................. 63 
4.4. Coloration au trichrome de Masson ........................................................................................... 63 
4.5. Montage des lames ..................................................................................................................... 64 

5. Technique de clarification optique ........................................................................................... 64 
5.1. Principe de la technique ............................................................................................................. 64 
5.2. Fixation et marquage fluorescent ............................................................................................... 66 
5.3. Clarification optique et acquisition des données ........................................................................ 67 

6. Cœurs humains ............................................................................................................................. 68 

7. Analyse statistique ........................................................................................................................ 68 

Résultats ............................................................................................................................................ 72 
1. Influence de la jonction Purkinje-muscle sur l’hétérogénéité transmurale  

de repolarisation ........................................................................................................................... 73 
1.1. Contexte et objectif .................................................................................................................... 73 
1.2. Article 1 : Influence of the Purkinje-muscle junction on transmural repolarization  

heterogeneity .............................................................................................................................. 74 
1.3. Conclusion .................................................................................................................................. 99 

2. Influence de la séquence d’activation sur l’hétérogénéité transmurale de la durée  
du potentiel d’action dans le myocarde sain et ischémique de brebis ............................ 100 
2.1. Contexte et objectif .................................................................................................................. 100 
2.2. Article 2 : Influence of the activation sequence on the transmural action potential duration 

heterogeneity in the healthy and ischemic sheep myocardium ................................................ 101 
2.3. Conclusion ................................................................................................................................ 124 

3. Implication des jonctions Purkinje-muscle lors de la fibrillation ventriculaire .......... 125 
3.1. Contexte et objectif .................................................................................................................. 125 
3.2. Résultats préliminaires ............................................................................................................. 126 

3.2.1. Localisation des jonctions Purkinje-muscle ...................................................................... 126 
3.2.2. Influence des jonctions Purkinje-muscle sur la fibrillation ventriculaire ......................... 127 
3.2.3. Impact de l’ablation des jonctions Purkinje-muscle sur la fibrillation ventriculaire ........ 129 
3.2.4. Fibrillation ventriculaire avant et après ablation des jonctions Purkinje-muscle ............ 132 
3.2.5. Analyse de l’activité focale et des « rotors » de la fibrillation ventriculaire avant  

et après ablation ................................................................................................................ 132 
3.3. Discussion et conclusion .......................................................................................................... 134 



Table des matières 

- 9 - 
 

4. Structure compartimentée de la bande modératrice fournissant un substrat  
de macro-réentrée pour la tachycardie ventriculaire ........................................................ 135 
4.1. Contexte et objectif .................................................................................................................. 135 
4.2. Article 3 : Compartmentalized structure of the moderator band provides a substrate for 

macroreentrant ventricular tachycardia .................................................................................... 136 
4.3. Résultats complémentaires ....................................................................................................... 164 

4.3.1. Différence de structure entre le ventricule gauche de brebis et le ventricule gauche  

humain ............................................................................................................................... 164 
4.3.2. Résultats préliminaires de la reconstruction en trois dimensions de la paroi libre  

du ventricule gauche de brebis et du ventricule gauche humain....................................... 167 
4.4. Conclusion ................................................................................................................................ 169 

5. Modulation de l’hétérogénéité transmurale de la durée du potentiel d’action  
par la flécaïnide chez l’homme ................................................................................................ 170 
5.1. Contexte et objectif .................................................................................................................. 170 
5.2. Résultats préliminaires ............................................................................................................. 171 

5.2.1. Données cliniques des donneurs ........................................................................................ 171 
5.2.2. Donneur n°1 : femme de 67 ans ........................................................................................ 172 
5.2.3. Donneur n°2 : homme de 74 ans ....................................................................................... 172 
5.2.4. Donneur n°3 : homme de 70 ans ....................................................................................... 175 
5.2.5. Gradients transmuraux des trois donneurs ....................................................................... 175 

5.3. Discussion et conclusion .......................................................................................................... 176 

6. Substrat électrophysiologique du syndrome de repolarisation précoce  
chez l’homme ............................................................................................................................... 177 
6.1. Contexte et objectif .................................................................................................................. 177 
6.2. Résultats ................................................................................................................................... 178 

6.2.1. Données cliniques des donneurs ........................................................................................ 178 
6.2.2. Différence d’expression des ARNs transmuraux ............................................................... 179 
6.2.3. Facteurs de repolarisation précoce ................................................................................... 181 
6.2.4. Facteurs d’activation tardive ............................................................................................ 182 
6.2.5. Absence de remodelage structurel ..................................................................................... 183 

6.3. Discussion et conclusion .......................................................................................................... 186 

7. Résultats en cours ....................................................................................................................... 187 
7.1. Contexte et objectif .................................................................................................................. 187 
7.2. Résultats préliminaires ............................................................................................................. 187 
7.3. Conclusion ................................................................................................................................ 189 

Discussion et perspectives ......................................................................................................... 191 
4.1. Résumé des travaux .................................................................................................................. 191 
4.2. Discussion ................................................................................................................................ 192 
4.3. Limites et perspectives ............................................................................................................. 195 
4.4. Conclusion générale ................................................................................................................. 198 

Références bibliographiques .................................................................................................... 200 

Annexes ............................................................................................................................................ 207 
Annexe 1 : Données supplémentaires de l’article 1 ........................................................................ 207 
Annexe 2 : Données supplémentaires de l’article 2 ........................................................................ 225 
Annexe 3 : Données supplémentaires de l’article 3 ........................................................................ 235



Abréviations 

- 10 - 
 

Abréviations 

- A - 
aA après ablation 
ADNc acide désoxyribonucléique complémentaire 
APD durée de potentiel d’action 
ARN acide ribonucléique 
AT temps d’activation 
ATPase adénosine triphosphatase 

- B - 
BM bande modératrice 
Bpm battements par minutes 
BU bloc unidirectionnel 

- C - 
CaCl2 chlorure de calcium 
Cav(L) canaux calciques voltage-dépendants de type L 
Cav(T) canaux calciques voltage-dépendants de type T 
CP cellules de Purkinje 
CTL contrôle 
CV cellules ventriculaires 
Cx connexines 

- D - 
DAD post-dépolarisation tardive 
ΔF changement de la fluorescence 
ΔF/F0 changement d’intensité de la fluorescence normalisée 
DS donneur sain 

- E - 
EAD post-dépolarisation précoce 
ECG électrocardiogramme 
ERS syndrome de repolarisation précoce 

- F - 
FD fréquence dominante  
FLECA flécaïnide 
FP fibres de Purkinje 
FV fibrillation ventriculaire 



Abréviations 

- 11 - 
 

- I - 
INa courant sodique entrant 

Ito courant potassique transitoire sortant 
ICa(L) courant  calcique de type L entrant 
IK courant potassique retardé sortant 
IK1 courant potassique à rectification entrante 
If  courant funny 
IP3R récepteurs à l’inositol triphosphate 
IR indice de régularité 
IV intraveineuse 

- K - 
KCl chlorure de potassium 
Kv canaux potassiques voltage-dépendants 

- L - 
LA activation tardive 

- M - 
MgCl2 chlorure de magnésium 

- N - 
NaCl chlorure de sodium 
NaHCO3 bicarbonate de sodium 
NaH2PO4 dihydrogénophosphate de sodium 
NAV nœud auriculo-ventriculaire 
Nav canaux sodiques voltage-dépendants 
NS nœud sinusal 

- P - 
PA potentiel d’action 
PAE potentiel d’action électrique 
PAO  potentiel d’action optique 
PBS tampon phosphate salin 
PBST tampon phosphate salin et 0,3 % de triton X-100 
PM potentiel membranaire 
PMJ jonction Purkinje-muscle 



Abréviations 

- 12 - 
 

- R - 
RyR2 récepteurs à la ryanodine de type 2 
RyR3 récepteurs à la ryanodine de type 3 
RS réticulum sarcoplasmique 

- S - 
SCC système de conduction cardiaque 
SCD mort subite cardiaque 
SD écart-type 
SERCA réticulum sarco/endosplamique calcium-ATPase 
SL sarcolemme 

- T - 
Tubules T tubules transverses 
TV  tachycardie ventriculaire 

- V - 
VD ventricule droit 
VF amplitude normalisée de la dérivée maximale de la 
 dépolarisation du potentiel d’action 
VG ventricule gauche 
Vmax dépolarisation maximale du potentiel d’action 



 

 

 

Introduction 



Introduction 

- 14 - 
 

Introduction 

1. Le cœur 

Le cœur est un organe musculaire creux qui permet la circulation du sang à travers 

l’ensemble de l’organisme afin d’assurer un apport permanent en oxygène, nutriments et 

hormones indispensables à la vie. 

1.1. Anatomie et fonction générale 

Le cœur se trouve dans la cage thoracique, derrière le sternum entre les poumons et au-dessus 

du diaphragme. Sa taille correspond à environ 1,5 fois la taille d’un poing et son poids est 

d’environ 250-300 g (Arnold 1899). 

 Le cœur est composé de quatre cavités, deux oreillettes dans sa partie supérieure et deux 

ventricules dans sa partie inférieure, respectivement séparés par des septums inter-auriculaire 

et inter-ventriculaire (figure 1).  

 

Figure 1 : Coupe transversale de la face antérieure du cœur avec la circulation systémique en rouge 

et la circulation pulmonaire en bleu. Le sens de la circulation est indiqué par les flèches.  

Adapté de http://recap-ide.blogspot.fr/2013/11/anatomie-cardio-vasculaire.html. 
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La communication entre les oreillettes et les ventricules est également contrôlée par un système 

de valves : la valve mitrale qui se situe entre l’oreillette et le ventricule gauche, constituant  

le « cœur gauche », et la valve tricuspide qui sépare l’oreillette et le ventricule droit, formant  

le « cœur droit ». De plus, les communications du ventricule gauche avec l’aorte et du ventricule 

droit avec l’artère pulmonaire se font, respectivement, par les valvules aortique et pulmonaire 

(figure 1). Le rôle de ces valves et valvules est d’empêcher le reflux du sang pour lui permettre 

de circuler à sens unique dans le cœur (Bell 1811). 

Le cœur fonctionne comme une pompe cardiovasculaire générant une phase de contraction, 

la systole, et une phase de relaxation, la diastole, permettant la circulation du sang dans tout 

l’organisme. Le cœur gauche est responsable de la circulation systémique, ou grande 

circulation, dont la fonction est de recueillir le sang riche en oxygène, sortant des poumons par 

les veines pulmonaires, et de le transporter à tous les organes du corps, par l’intermédiaire  

de l’aorte. La circulation pulmonaire ou petite circulation est assurée par le cœur droit dont  

le rôle est de recevoir le sang pauvre en oxygène de l’ensemble de l’organisme, entrant par  

les veines caves, et de l’amener au contact des alvéoles pulmonaires, par l’intermédiaire  

de l’artère pulmonaire (figure 1). Une fois ré-oxygéné, le sang retourne dans la circulation 

systémique. 

La pression artérielle est nettement plus élevée dans la circulation systémique expliquant 

ainsi une plus grande épaisseur de la paroi libre du ventricule gauche comparée à celle  

du ventricule droit.  

1.2. Structure et fonction de la paroi cardiaque 

 La paroi du cœur est composée de trois différentes couches : l’épicarde, le myocarde et 

l’endocarde (figure 2). L’épicarde, couche externe, est constitué d’un mésothélium et d’un tissu 

conjonctif. Il est au contact du liquide péricardique qui permet de diminuer les forces  

de frottement lors de la contraction cardiaque. Le myocarde, couche moyenne la plus épaisse, 

est essentiellement formé de cellules musculaires cardiaques, les cardiomyocytes, entourées 

d’un tissu conjonctif. Il s’agit de la partie active du cœur qui va permettre la contraction. 

L’endocarde, couche interne, est composé d’un endothélium reposant sur du tissu conjonctif.  

Il est au contact direct avec le sang et permet son passage à travers les cavités cardiaques avec 

peu de résistance. 
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Figure 2 : Composition de la paroi du cœur.  

Adapté de http://biologyonline.us/Online%20A&P/AP%201/Northland/AP1lab/Lab%2010/63.htm. 

Un autre type de tissu est en relation avec la paroi du cœur, le tissu vasculaire. 

Essentiellement composé d’un endothélium, il constitue son propre réseau d’artères coronaires 

dont la fonction est d’alimenter le myocarde en oxygène et nutriments (Baroldi et al 1956). 

1.3. Propriétés contractiles des cardiomyocytes 

Les cardiomyocytes sont des cellules rectangulaires mesurant environ 100-150 µm de long 

et 20-35 µm de large. Ces cellules forment des fibres musculaires en se liant les unes aux autres 

par l’intermédiaire des disques intercalaires. Ces disques sont composés de jonctions 

spécialisées, les desmosomes qui permettent de maintenir les cellules attachées durant  

la contraction et, les jonctions communicantes permettant le passage d’ions et de petites 

molécules. Les cardiomyocytes contiennent un ou deux noyaux en leur centre, de nombreuses 

mitochondries et surtout des myofibrilles (figure 3) (Forbes & Sperelakis 1985). Le sarcomère, 

segment entre deux bandes Z successives, est l’unité de base des myofibrilles, il est composé 

de protéines contractiles, l’actine et la myosine, organisées respectivement en filaments fin et 

épais (figure 3). L’agencement des filaments de myosine et d’actine est responsable de l’aspect 

strié du muscle cardiaque (Gordon et al 2000, Huxley 1969).  
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Figure 3 : Organisation du muscle cardiaque. 

Adapté de https://opentextbc.ca/anatomyandphysiology/chapter/19-2-cardiac-muscle-and-electrical-activity/. 

Le glissement des filaments de myosine par rapport aux filaments d’actine entraine  

le raccourcissement des sarcomères à l’origine de la contraction. Ce glissement est dépendant 

d’une augmentation de calcium intracellulaire (d’un facteur 50) qui va permettre de lever 

l’inhibition de la liaison actine-myosine en libérant les sites actifs de l’actine. 
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Plus précisément, le calcium va venir se lier à la troponine C de l’actine, générant  

un changement de conformation du complexe troponine-tropomyosine, ce qui va activer 

l’adénosine triphosphatase (ATPase) des têtes de myosine et permettre ainsi la libération 

d’énergie nécessaire au glissement de la myosine sur l’actine (figure 4) (Gordon et al 2000, 

Huxley 1969). Cette augmentation de calcium est dépendante de l’activité électrique du cœur. 

 

Figure 4 : Interaction entre les filaments d’actine et de myosine dépendante de la libération  

de calcium pour la contraction. Adapté de http://histoblog.viabloga.com/texts/le-tissu-musculaire-strie--2008-. 

2. Activité électrique du cœur 

2.1. Conduction de l’activité électrique et système cardionecteur 

Avant toute contraction cardiaque, le cœur génère un influx électrique qui va se propager 

selon un trajet précis afin d’avoir une contraction synchronisée. 

L’onde électrique est initiée au sein du nœud sinusal (NS), situé dans la partie supérieure  

de l’oreillette droite, et se propage à l’ensemble des oreillettes avant de converger vers le nœud 

auriculo-ventriculaire (NAV), localisé dans le septum auriculo-ventriculaire et faisant le lien 

entre les oreillettes et les ventricules. L’activité électrique est ensuite conduite à l’apex  

des ventricules par le faisceau de His, situé dans le septum inter-ventriculaire, qui se sépare en 

deux branches, droite et gauche, avant de se diviser en un réseau très dense de fibres de Purkinje.  

Ces fibres insérées dans le myocarde ventriculaire transmettent l’onde électrique à l’ensemble 

des ventricules (figure 5) (Nerbonne & Kass 2005). 
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Figure 5 : Système de conduction du cœur.  

Adapté de https://medlineplus.gov/ency/imagepages/18052.htm. 

Le système cardionecteur nécessaire à l’initiation et à la conduction de l’activité électrique 

est composé de cellules nodales (dans le NS, le NAV et le tronc du faisceau de His) et de cellules 

de Purkinje (dans les branches du faisceau de His et le réseau de Purkinje). Les cellules nodales 

organisées en amas et les cellules de Purkinje en ligne, sont riches en glycogène,  

elles contiennent un noyau central et un cytoplasme pauvre en myofibrille. Leur taille diffère 

de celle des cardiomyocytes, par exemple, les cellules de Purkinje possèdent un diamètre  

de 30-40 µm contre 15-25 µm pour les myocytes ventriculaires (Ter Keurs & Boyden 2007).  

Ces cellules sont également responsables de la contraction rythmique du cœur grâce à leur 

capacité à générer spontanément l’activité électrique aussi appelé potentiel d’action. Le NS 

possède la fréquence intrinsèque la plus élevée (60-100 battements par minutes (bpm))  

du système de conduction, lui donnant ainsi un rôle de pacemaker (Ter Keurs & Boyden 2007, 

Tse 2016). 
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2.2. Potentiel d’action 

Le potentiel membranaire (PM) d’une cellule cardiaque est déterminé par l’ensemble  

des courants ioniques au travers de la membrane cellulaire. Les canaux ioniques, protéines 

transmembranaires à travers la membrane plasmique, sont responsables du passage  

des différents ions comme le sodium, le potassium, le calcium ou encore le chlore. Le PM peut 

être défini en deux états principaux : le potentiel de repos (PR) et le potentiel d’action (PA) qui 

alternent au cours du cycle cardiaque. Le PR correspond à un équilibre des courants ioniques 

et possède une valeur d’environ - 80 mV. 

Le PA d’un cardiomyocyte ventriculaire se décompose en cinq phases successives.  

La phase 0 représente une phase rapide de dépolarisation (~ 1 ms) ou le PM, suite à  

une activation externe, atteint le seuil d’activation des canaux sodiques voltage-dépendants qui 

vont générer un courant entrant INa. La phase 1 est une phase de repolarisation précoce ou  

les canaux sodiques vont être inactivés et les canaux potassiques voltage-dépendants vont être 

activés et produire un courant transitoire sortant Ito. La phase 2 correspond à une phase  

de plateau avec activation des canaux calciques voltage-dépendants de type L (Cav(L)) créant 

un courant entrant ICa(L) qui va maintenir une phase de dépolarisation. La phase 3 correspond à 

la repolarisation terminale avec activation des canaux potassiques voltage-dépendants générant 

un courant retardé sortant IK. La phase 4 correspond au PR avec activation des canaux 

potassiques à rectification entrante (responsable du courant entrant IK1) pour un retour à un PM 

entre - 60 et - 90 mV. Pour les cardiomyocytes cette phase est stable contrairement aux cellules 

nodales qui vont présenter une phase lente de dépolarisation diastolique spontanée liée à 

l’activation d’un courant If (médié par des canaux HCN (activés par l'hyperpolarisation, 

modulés par les nucléotides cycliques et non sélectifs aux cations)) (figure 6 A) (Nerbonne & 

Kass 2005).  

Contrairement aux cardiomyocytes ventriculaires, les PAs des cellules nodales ne présentent 

pas de phase 1 et 2 et leur phase 0 résulte de l’entrée de calcium (ICa(L)). Cela correspond à 

l’activité automatique de ces cellules pacemakers qui se traduit par le déclenchement  

d’un nouveau PA (Nerbonne & Kass 2005, Tse 2016) (figure 6 A). Les canaux calciques 

voltage-dépendants de type T (Cav(T)) sont également présents dans les cellules nodales et 

participent avec le courant If à la phase de dépolarisation spontanée (Nerbonne & Kass 2005).  
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Figure 6 : A. Potentiels d’action dans les différentes régions du cœur. Les différentes phases  

du potentiel d’action sont numérotées de 0 à 4. VD : ventricule droit, VG : ventricule gauche.  

B. Electrocardiogramme de surface. D’après Nerbonne & Kass 2005. 

La forme et la durée du PA varient en fonction des régions du cœur car l’expression  

des canaux ioniques y est différente (Nerbonne & Kass 2005) (figure 6 A).  

LE TRACE ELECTROCARDIOGRAPHIQUE 

La propagation de l’activité électrique au sein du cœur peut être enregistrée à l’aide d’un 

électrocardiogramme (ECG) qui utilise des électrodes placées à la surface de l’organisme.  

Le tracé électrocardiographique se décompose en différentes ondes et intervalles, qui sont 

caractéristiques de l’activité électrique des différentes régions du cœur (figure 6 B).  
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L’onde P correspond à la dépolarisation et la contraction des oreillettes (la repolarisation n’étant 

pas visible), l’intervalle PR représente le temps de conduction auriculo-ventriculaire plus 

précisément, la dépolarisation du NAV et du faisceau de His et ses branches. Le complexe QRS 

correspond à la dépolarisation et la contraction des ventricules, le segment ST représente  

la phase 2 de plateau du PA et, l’onde T correspond à la repolarisation et la relaxation  

des ventricules. L’intervalle QT (dépolarisation et repolarisation des ventricules) représente  

la durée moyenne du PA ventriculaire (figure 6 B). En clinique, l’ECG est utilisé dans  

le diagnostic des troubles du rythme cardiaque. 

2.3. Couplage excitation-contraction 

 Le couplage excitation-contraction cellulaire est initié en réponse à la propagation du PA  

le long des tubules transverses (tubules T) des cardiomyocytes. Les tubules T correspondent à 

des invaginations de la membrane plasmique ou sarcolemme des cellules cardiaques et 

permettent au PA de se propager rapidement à l’intérieur de la cellule. La propagation du PA 

entraine une dépolarisation membranaire qui va activer les Cav(L) (phase 2 du potentiel d’action) 

et permettre ainsi l’influx de calcium extracellulaire à l’intérieur de la cellule (figure 7)  

(Kleber & Rudy 2004, Ter Keurs & Boyden 2007).  

 

Figure 7 : Couplage excitation-contraction.  

SL : sarcolemme. Adapté de Ter Keurs & Boyden 2007. 
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Cet influx entraine la libération de calcium intracellulaire contenu sous forme de réserve dans 

le réticulum sarcoplasmique (RS), via l’activation de récepteurs à la ryanodine de type 2 (RyR2). 

Il se produit alors une augmentation du calcium cytosolique, ce phénomène est connu sous  

le nom de « calcium-induced calcium release ». Le calcium ainsi libéré va permettre de lever 

l’inhibition de la liaison actine-myosine entrainant le raccourcissement des sarcomères à 

l’origine de la contraction (figure 7) (Cf. Introduction 1.3) (Kleber & Rudy 2004, Ter Keurs & 

Boyden 2007). 

La relaxation se produit lorsque la concentration en calcium intracellulaire diminue.   

Cette diminution est générée en majorité via l’activation d’une pompe calcique SERCA 

(réticulum sarco/endoplasmique calcium-ATPase) qui va permettre la recapture du calcium  

du cytoplasme vers le RS. Le reste du calcium intracellulaire est extrudé de la cellule 

essentiellement par l’échangeur sodium/calcium (NCX) (figure 7) (Ter Keurs & Boyden 2007). 

2.4. Propagation du potentiel d’action 

L’activité électrique qui prend naissance dans les cellules pacemakers du NS va être 

transmise à l’ensemble du myocarde grâce aux jonctions communicantes des cellules 

cardiaques permettant le couplage des cellules entre elles. Ces jonctions communicantes ou 

encore appelées jonctions Gap sont composées de six protéines transmembranaires,  

les connexines, constituant le connexon et qui en s’associant aux connexines voisines vont 

former des pores à travers les membranes plasmiques afin d’assurer la continuité électrique 

entre les cellules (figure 8 A). La composition en connexines (Cx) est différente suivant  

la région cardiaque considérée, entrainant ainsi des différences de vitesse de propagation  

de l’activité électrique dans l’ensemble du cœur. Par exemple, les oreillettes (0,6 m/s) sont 

essentiellement composées de Cx40 et de Cx43, contrairement au NS (0,03 m/s) et au NAV 

(0,05 m/s) seulement composés de Cx45 (figure 8 B) (Desplantez et al 2007, Kleber & Rudy 

2004, Severs 2000). 

A l’échelle cellulaire la transmission du PA s’effectue de manière linéaire alors qu’au niveau 

tissulaire, les cellules possèdent deux types de conduction : longitudinale et transversale.  

Ces conductions résultent de la forme allongée des cellules qui leur confèrent une architecture 

anisotrope. Par ailleurs, la propagation de l’activité électrique s’effectue deux à trois fois plus 

vite dans le sens longitudinal que dans le sens transversal, car c’est aux extrémités des cellules 

que l’on retrouve préférentiellement localisées les jonctions Gap (Kleber & Rudy 2004). 
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Figure 8 : A. Jonctions Gap au niveau d’un disque intercalaire. D’après Severs 2000.  

B. Expression des connexines cardiaques. D’après Severs et al 2008. 
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3. Les pathologies d’arythmies ventriculaires 

Notre étude ne concernant que les ventricules, seuls les troubles du rythme ventriculaire vont 

être détaillés. 

3.1. Mécanismes à l’origine des arythmies 

D’après le triangle de Coumel, il y a toujours trois principaux composants nécessaires pour 

la génération d’une arythmie : le facteur déclencheur, le substrat arythmogénique, et le facteur 

modulateur dont le plus commun est le système nerveux autonome (figure 9) (Farre & Wellens 

2004). 

 

Figure 9 : Triangle de Coumel. 

3.1.1. Les évènements déclencheurs 

L’AUTOMATISME ANORMAL 

En condition normale, l’automatisme du cœur est généré par les cellules nodales du NS. 

Cependant, un dérèglement de l’activité spontanée de l’ensemble du réseau de conduction,  

à savoir, le NS, le NAV, le His et le Purkinje, peut survenir et être à l’origine d’un automatisme 

anormal pouvant induire l’émergence d’arythmies (figure 10). Ce dérèglement peut se produire 

en condition physiologique par le système sympathique mais également en condition 

pathologique comme l’ischémie. En effet, une réduction ou une augmentation des courants 

ioniques tels que le courant If ou le courant ICa(T), peut avoir pour conséquence de venir moduler 

la pente de dépolarisation spontanée des cellules pacemakers et engendrer des changements  

de la fréquence cardiaque (Ter Keurs & Boyden 2007, Tse 2016). 
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LES POST-DEPOLARISATIONS PRECOCES ET TARDIVES 

Les post-dépolarisations précoces (ou EADs pour « Early After Depolarisations ») et 

tardives (ou DADs pour « Delayed After Depolarisations) dépendent du PA précédent pour leur 

génération et correspondent à des oscillations du PM. Les EADs sont générées durant le PA et 

correspondent à des oscillations du PM durant la phase 2 de plateau ou la phase 3  

de repolarisation, tandis que, les DADs se produisent après la repolarisation du PA (figure 10).  

  

Figure 10 : Phénomènes déclencheurs de l’arythmie. D’après Schmitt et al 2014. 

Les EADs sont observées lors de prolongement de la durée du PA et sont générées lors  

de fréquences de stimulation lentes. Les EADs correspondent à une re-dépolarisation  

de la membrane au lieu de la repolarisation attendue et sont principalement dues à une 

réactivation des Cav(L).  

Les DADs se déclenchent après repolarisation de la membrane et sont générées lors  

de fréquences de stimulations rapides. Les DADs correspondent à une surcharge calcique 

intracellulaire qui va entrainer l’extrusion de calcium et l’entrée d’un courant dépolarisant 

sodique (Iti) par l’échangeur NCX (Ter Keurs & Boyden 2007, Tse 2016).  
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Pour qu’une arythmie persiste et soit soutenue, l’évènement déclencheur doit également 

initier l’auto-entretien de la propagation du PA arythmique. Un changement dans les propriétés 

de conduction du tissu cardiaque est donc une condition obligatoire pour qu’un tel évènement 

se produise, aussi connu sous le nom de substrat. 

3.1.2. Les substrats arythmogéniques 

LA REENTREE 

La réentrée est caractérisée par le fait qu'une impulsion électrique ne s'éteint pas après  

une première activation complète, mais persiste et réactive le tissu cardiaque précédemment 

excité.  

Deux substrats sont nécessaires à la réentrée : un bloc unidirectionnel (BU) de conduction et 

une zone de conduction suffisamment lente. Le BU correspond à un bloc de la conduction 

transitoire dans une direction, le long d’un groupe de fibres myocardiques. La présence  

d’un BU fonctionnel est liée à l’hétérogénéité des périodes réfractaires des fibres voisines  

(phase de repolarisation de la cellule au cours de laquelle la cellule ne peut pas réagir à  

une nouvelle stimulation) : certaines sont capables de conduire des dépolarisations prématurées 

alors que d’autres non. Prenons par exemple, dans un tissu normal la propagation des signaux 

électriques à vitesse égale le long de deux branches. Si ces deux branches sont connectées,  

les signaux vont rencontrer le tissu réfractaire dans la branche commune et ne progresseront 

pas (figure 11 A) (Kleber & Rudy 2004, Tse 2016).  

 

Figure 11 : Propagation du signal électrique en condition normal (A) et en condition de réentrée (B). 

D’après Schmitt et al 2014. 
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Cependant, dans le cas d’un BU au sein de la branche 2, le signal ne peut se propager que dans 

la branche 1. Si la branche commune n’est pas réfractaire, le signal peut alors se propager  

de manière rétrograde au sein de la branche 2 et venir ré-exciter la branche 1 (figure 11 B).  

Il en résulte ainsi une conduction asymétrique en forme de boucle à travers laquelle la même 

activité électrique peut à nouveau se propager et ré-exciter les zones qu’elle vient juste  

de traverser (Kleber & Rudy 2004, Tse 2016). 

Une condition supplémentaire pour l'apparition d'une réentrée est la présence d'une 

conduction  lente. L’influx doit être suffisamment retardé pour permettre à des régions situées 

en aval de l’activation de récupérer leur excitabilité (Kleber & Rudy 2004, Tse 2016).  

Les périodes réfractaires courtes favorisent donc le phénomène et permettent des réentrées plus 

rapides. 

La réentrée peut être unique et ne générer qu'un battement réciproque ou se pérenniser et 

déclencher ainsi une arythmie.  

L’HETEROGENEITE DE REPOLARISATION 

L’hétérogénéité électrique au sein du myocarde ventriculaire a été décrite dans plusieurs 

espèces animales et est considérée comme un facteur important des propriétés électriques 

intrinsèques du cœur (Antzelevitch et al 1991, Clark et al 1993, Fedida & Giles 1991).  

Les variations régionales de la durée du PA (ou APD pour « action potential duration ») sont 

peut-être la meilleure forme de caractérisation de l'hétérogénéité électrophysiologique dans  

le cœur. En effet, il a été démontré qu’il existait des différences d’APD au travers de l’épaisseur 

ventriculaire (Antzelevitch & Fish 2001, McIntosh et al 2000, Nabauer et al 1996). De telles 

variations de l’APD sont dues à une différence d’expression des canaux ioniques (Nerbonne & 

Kass 2005) et servent à coordonner le temps de repolarisation homogène du tissu afin de 

maintenir un fonctionnement normal du cœur.  

Cependant, au niveau tissulaire cette hétérogénéité intrinsèque de l’APD peut être modulée 

par des interactions électrotoniques entre les cellules (Laurita et al 1996). En effet, chaque 

cellule peut être influencée par la charge électrotonique des cellules avoisinantes. De telle sorte 

que, les cellules qui vont se repolariser de manière plus tardive vont pouvoir générer un courant 

électrotonique entrant aux cellules voisines qui se repolarisent plus tôt.  
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Dans un tissu homogène, cela se traduit par un prolongement de l’APD au niveau des cellules 

activées en premier puis par une diminution graduelle de l’APD en s’éloignant du site  

de stimulation (figure 12) (Boukens et al 2015, Cherry & Fenton 2011, Myles et al 2010). 

 

Figure 12 : Interactions électrotoniques entre les cellules modulant la durée du potentiel d’action  

au sein du tissu (traits en pointillés). Les traits pleins représentent le profil cellulaire intrinsèque. 

De telles interactions électrotoniques peuvent conduire à une modulation aiguë des gradients 

d’APD, il a notamment été démontré que chez certaines espèces, les interactions électrotoniques 

pouvaient complètement masquer le gradient intrinsèque transmural de l’APD (Walton et al 

2013). Ainsi, l’effet électrotonique est cardioprotecteur car il homogénéise la repolarisation et 

peut contribuer à une hétérogénéité normale de repolarisation. Cependant, lors de l’absence  

de cet effet, une activité anormale durant l’activation par le NS peut survenir et peut être à 

l’origine d’une hétérogénéité anormale de repolarisation. Cette dispersion de repolarisation peut 

être une source potentielle d’arythmogénèse (Glukhov et al 2010, Kuo et al 1983) pouvant 

servir de base pour un BU. 
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3.1.3. Le facteur modulateur 

Le système nerveux autonome possède un rôle important dans le maintien de la performance 

cardiovasculaire car il régule la fréquence cardiaque (effet chronotrope), la force de contraction 

(effet inotrope), la vitesse de conduction (effet dromotrope) et l’excitabilité (effet bathmotrope) 

du cœur, et ce, via le système sympathique et le système parasympathique.  

L’innervation du système sympathique trouve son origine le long des structures vasculaires 

de l’épicarde puis pénètre dans le myocarde sous-jacent proche des vaisseaux coronaires pour 

se terminer à l’endocarde. Il existe un gradient dans l’innervation sympathique entre  

les oreillettes et les ventricules et, de la base au sommet du cœur : les oreillettes sont plus 

densément innervées que les ventricules qui possèdent malgré tout un réseau sympathique,  

le plus important à la base (Vaseghi & Shivkumar 2008). Le système sympathique génère une 

stimulation excitatrice via ses récepteurs α et β (majoritairement β1). Ses médiateurs sont  

la norépinéphrine et l’épinéphrine. La stimulation sympathique entraine des effets 

chronotropes, inotropes, dromotropes et bathmotropes positifs via l’activation des Cav(L) 

augmentant le calcium cytosolique et via l’augmentation de la pente de dépolarisation 

diastolique des cellules pacemakers, pouvant donner naissance à des automatismes anormaux. 

L’innervation du système parasympathique forme un plexus de nerfs à la base du cœur, 

connu sous le nom de plexus cardiaque. Après avoir croisé le NAV le long de la surface  

du cœur, les fibres parasympathiques plongent à travers la paroi ventriculaire dans l’endocarde 

avant de se terminer dans le myocarde. Les neurones parasympathiques sont distribués  

de manière plus hétérogène à travers le cœur que les neurones sympathiques. La densité  

de l'innervation parasympathique dans le NS et le NAV est considérablement plus élevée que 

dans le tissu auriculaire ou ventriculaire. L’innervation parasympathique du ventricule est rare, 

tandis que les fibres parasympathiques auriculaires se situent au niveau supérieur et postérieur 

de l'oreillette (Vaseghi & Shivkumar 2008). Le système parasympathique entraine des effets 

chronotropes, inotropes, dromotropes et bathmotropes négatifs en tentant de s’opposer aux 

effets du système sympathique. Cependant, il reste sans effet en absence de stimulation 

sympathique. Son médiateur est l’acétylcholine et ses récepteurs sont muscariniques (M2).  
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3.2. Les arythmies ventriculaires 

Au sens le plus large, l’arythmie décrit tous les types de rythmes cardiaques anormaux allant 

de la simple palpitation transitoire aux fibrillations dévastatrices. Les arythmies ventriculaires 

se distinguent en trois groupes. 

L’EXTRASYSTOLE VENTRICULAIRE 

L’extrasystole ventriculaire est une contraction prématurée, ponctuelle et non entretenue  

de l’un des deux ventricules (figure 13). Elle est provoquée par une activation électrique 

ectopique naissant en-dessous de la bifurcation du faisceau de His, au niveau du myocarde 

ventriculaire ou du système His-Purkinje. Elle peut être bénigne, elle est reportée chez 27%  

des individus en bonne santé, ou pathologique et peut dégénérer en tachycardie ou fibrillation 

ventriculaire. Sa prévalence augmente avec l’âge et les maladies cardiaques (John et al 2012, 

Sadek & Marchlinski 2014). 

LA TACHYCARDIE VENTRICULAIRE 

La tachycardie ventriculaire (TV) correspond à un rythme cardiaque rapide supérieur à 100 

bpm. Elle est, pour le plus souvent, la conséquence de certaines pathologies, telles que 

l’ischémie aiguë du myocarde, les cardiomyopathies ou encore les syndromes génétiques 

d’arythmie. La TV peut être monomorphe ou polymorphe selon la morphologie simple ou 

multiple du QRS (figure 13).  

 

Figure 13 : Arythmies ventriculaires sur des tracés électrocardiographiques.  

Les flèches rouges identifient l’extrasystole. D’après Sadek & Marchlinski 2014. 
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Les torsades de pointes sont une forme particulière de la TV, le plus souvent associées à  

un intervalle QT long. Elles sont caractérisées sur l’ECG, par des complexes ventriculaires 

rapides et polymorphes, tournant autour de la ligne de base (John et al 2012, Sadek & 

Marchlinski 2014). La TV peut également être soutenue ou non soutenue suivant sa durée.  

Au-delà de 30 secondes, elle est considérée comme soutenue, la contraction du ventricule 

devient alors désorganisée et inefficace, pouvant aboutir à une fibrillation ventriculaire avec  

un risque important de mort subite (John et al 2012, Sadek & Marchlinski 2014). 

LA FIBRILLATION VENTRICULAIRE 

La fibrillation ventriculaire (FV) est un évènement rare mais de plus grave conséquence car 

elle est mortelle au-delà de quelques minutes. Il s’agit d’un orage électrique qui va engendrer 

une contraction rapide, chaotique et désorganisée des ventricules (figure 13). Le cœur ne va 

plus être capable de pomper le sang à travers les ventricules, il s’en suit une chute rapide de la 

pression sanguine, accompagnée d’une perte de conscience immédiate pouvant mener à la mort 

de l’individu. La FV est le plus souvent la conséquence de pathologies cardiaques comme 

l’infarctus aigu du myocarde, l’hypertrophie du myocarde, l’insuffisance cardiaque ou encore 

les syndromes génétiques d’arythmie (Chan & Sy 2016, Sadek & Marchlinski 2014). 

3.3. La mort subite cardiaque 

La mort subite cardiaque (ou SCD pour « sudden cardiac death ») représente un problème 

majeur de santé publique, affectant environ 350 000 personnes en Europe et 350 000 personnes 

aux Etats-Unis chaque année. Son taux de mortalité représente environ 20% de la mortalité 

totale et est supérieur à celui du cancer du sein, du poumon et du colon-rectum réunis. Les décès 

par SCD sont liés aux maladies cardiovasculaires avec notamment une prévalence de plus de 

50% pour les pathologies coronaires sachant que 50 à 85% de ces décès sont attribués à  

des troubles du rythme tels que la TV et la FV. Ce type de décès peut également survenir  

dans le cas de TV ou FV idiopathiques, à savoir, sans pathologie cardiaque connue  

(Marsman et al 2014, Tung & Albert 2013). Néanmoins, l’incidence de la SCD a légèrement 

diminué au cours de ces dix dernières années grâce à l’utilisation de médicaments  

anti-arythmiques et l’implantation de défibrillateurs cardiaques. Il est important de noter que  

la SCD constitue souvent le premier symptôme et que peu de patients y survivent, ce qui rend 

son étude très compliquée tout comme son dépistage.  
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Ainsi, l’étude des mécanismes sous-jacents à ces troubles du rythme représente un véritable 

enjeu pour l’identification des patients à risque et pour le développement de thérapies cliniques 

afin de lutter contre la SCD.  

Ces arythmies conduisant à la SCD ont, par ailleurs, été précédemment associées aux fibres 

de Purkinje (Boyden et al 2010, Dosdall et al 2008, Haissaguerre et al 2002a, Scheinman 2009). 

4. Les fibres de Purkinje 

Johannes Evangelista Purkinje, un anatomiste et physiopathologiste tchèque, est le premier 

dans le milieu du XIXème siècle à avoir scrupuleusement décrit ces désormais bien connues 

fibres de Purkinje, qu’il a identifié tout d’abord comme des fibres cartilagineuses (Silverman et 

al 2006). Il faudra attendre soixante ans pour que le lien soit fait avec la fonction de conduction 

dans le cœur par Sunao Tawara, qui étudiait le NAV. Il a décrit le système de conduction 

cardiaque ressemblant à un arbre, avec des branches et des racines, qui se connectent au muscle 

ventriculaire par le biais de ramifications terminales (figure 14). Il a ainsi prouvé que les fibres 

de Purkinje étaient en réalité ces ramifications terminales (Boyden et al 2010, Scheinman 2009, 

Silverman et al 2006). 

 

Figure 14 : Branches et ramifications terminales du système de conduction (en rouge) de l’endocarde 

du ventricule gauche (A) et du ventricule droit (B). D’après Tanaka et al 2005. 
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4.1. Structure et fonction complexes 

Pour permettre la connexion des branches du faisceau de His avec le myocarde ventriculaire, 

les fibres de Purkinje vont ainsi former une arborisation distale. Ce système complexe 

représente 2% de la masse totale du ventricule. Il s’agit d’un réseau très vaste avec  

une architecture très variée en trois dimensions. Les fibres de Purkinje sont localisées  au niveau 

sous endocardique mais également au sein de la cavité ventriculaire sous forme de fibres libres 

(ou « free-running ») en dehors du myocarde et au contact direct du sang. Par ailleurs, 

l’architecture du réseau de Purkinje varie selon les espèces, les fibres sont localisées 

essentiellement sous l’endocarde chez l’homme, le lapin et le chien alors que chez le mouton 

et le cochon elles traversent toute l’épaisseur du myocarde. Cependant, pour toutes les espèces 

les fibres de Purkinje possèdent un rôle vital dans la conduction de l’activité du NAV à 

l’ensemble du muscle ventriculaire (Ono et al 2009).  

Au niveau cellulaire, les fibres de Purkinje correspondent à un long assemblage de cellules 

isolées des autres myocytes par du tissu conjonctif constitué de fibres de réticuline (figure 15).  

 

Figure 15 : Microphotographies à la lumière blanche de la région de l’endocarde ventriculaire  

chez le mouton (A) et l’homme (B) imprégnée dans de l’argent pour l’identification des fibres de 

réticuline. M : myocytes ventriculaires, PS ou P : cellules de Purkinje. D’après Ono et al 2009. 
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L’architecture de ces cellules diffère selon les espèces, elles sont de forme ovale et connectées 

entre elles sur leur longueur (disques intercalaires) et leur largeur chez le mouton et le cochon 

(figure 15 A) alors qu’elles sont de forme cylindrique et connectées seulement sur leur longueur 

chez l’homme et le chien (figure 15 B). Chez le mouton, les cellules de Purkinje sont plus larges 

que les myocytes ventriculaires alors que cela reste moins évident chez l’homme (figure 15) 

(Ono et al 2009). Par ailleurs, ces cellules possèdent des myofibrilles, reflétant leurs propriétés 

contractiles, mais en quantité plus faible que les myocytes ventriculaires. Les principales 

caractéristiques utilisées pour les différencier de ces derniers sont l’absence de tubules T 

(invagination du sarcolemme) permettant la propagation du PA jusqu’au cœur de la cellule,  

(Cf. Introduction 2.3) et une densité importante en glycogène leur permettant ainsi de résister à 

l’ischémie (Ono et al 2009, Tanaka et al 2005). 

 De nombreux marqueurs moléculaires ont été mis en évidence pour l’identification  

des cellules de Purkinje et plus généralement du système de conduction cardiaque (SCC)  

(figure 16).  

 

Figure 16 : Reconstruction tridimensionnelle du système de conduction. A. Tomographie à projection 

optique d’un cœur de souris. Adapté de Miquerol et al 2010. B. Microtomographie aux rayons X d’un 

cœur de lapin. D’après Stephenson et al 2012.  FH : faisceau de His, FP : fibres de Purkinje, S : 

septum. 
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Notamment par la création de souris transgéniques à travers lesquelles l'ensemble du SCC 

ventriculaire peut être visualisé par immunomarquage de la connexine 40 couplée à l'activité 

d'un gène rapporteur à la GFP (protéine fluorescente verte) (figure 16 A) (Miquerol et al 2010). 

L’utilisation d’agents de contraste comme l’iodure de potassium (qui possède une forte affinité 

pour le glycogène des fibres de Purkinje) associée à la technique de microtomogaphie aux 

rayons X permet également de visualiser spécifiquement le SCC tout en préservant la structure 

anatomique du cœur (figure 16 B) (Stephenson et al 2012). 

Cependant, l’étude des propriétés électriques des cellules de Purkinje constitue une meilleure 

distinction (Boyden et al 2010, Ono et al 2009, Scheinman 2009, Ter Keurs & Boyden 2007). 

4.2. Electrophysiologie des cellules de Purkinje 

La propagation du PA au sein des cellules de Purkinje est environ trois fois plus rapide que 

dans les myocytes ventriculaires (2,3 m/s contre 0,75 m/s), conférant ainsi au Purkinje  

ses propriétés de système cardionecteur. Cette différence de vitesse de conduction est due à  

une différence d’expression des connexines (Cx) au niveau des jonctions Gap. Contrairement 

aux myocytes ventriculaires, les cellules de Purkinje possèdent en plus de la Cx43, la Cx40 qui 

génère une plus grande conductance (Boyden et al 2010, Desplantez et al 2007, Scheinman 

2009). 

Le PA des cellules de Purkinje présente également des caractéristiques différentes du PA 

ventriculaire (figure 17).  

 

Figure 17 : Potentiels d’action d’une cellule de Purkinje et d’un myocyte ventriculaire chez le lapin. 

Les différentes phases du potentiel d’action sont numérotées en rouge.  

D’après Dumaine & Cordeiro 2007. 
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En effet, il possède une phase 0 de dépolarisation plus rapide, une phase 1 de repolarisation 

précoce plus prononcée, une phase 2 de plateau plus négative, une durée de PA bien plus longue 

ainsi qu’une amplitude de PA plus importante (figure 17). Cette différence de PA peut 

s’expliquer par une expression différente des canaux et courants ioniques entre ces deux types 

cellulaires. Les courants INa et Ito sont notamment plus importants chez les cellules de Purkinje 

que chez les myocytes ventriculaires, contrairement aux courants IK1 et ICa(L) qui sont moins 

présents (Boyden et al 2010, Nerbonne & Kass 2005, Scheinman 2009). 

Par ailleurs, la libération de calcium est différente chez les cellules de Purkinje. Ces dernières 

étant dépourvues de tubules T, le relargage de calcium ne se fait pas seulement par les RyR2.  

Il a été démontré chez le chien que cette libération se fait par diffusion et qu’elle est gouvernée 

par un système à trois couches utilisant trois canaux différents sensibles au calcium (figure 18).  

 

Figure 18 : Mécanisme de la libération du calcium chez une cellule de Purkinje de chien.  

D’après Stuyvers et al 2005. 
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La première couche contient les récepteurs à l’inositol triphosphate (IP3R), elle est localisée 

directement sous le sarcolemme et chevauche la frontière extérieure de la seconde couche,  

elle-même composée de RyR3 et plus éloignée du sarcolemme. Le centre de la cellule contient 

très peu d’IP3R et pratiquement pas de RyR3. La troisième couche de libération du calcium 

contient les RyR2. La densité de RyR2 est la plus élevée dans le centre de la cellule.  

La combinaison IP3R-RyR3 génère une libération locale de calcium (1) sous le sarcolemme qui 

va déclencher la libération de calcium par d’autres RyR3 (2). Cette libération par les RyR3 va 

se propager jusqu’aux RyR2 puis va les activer. Les RyR2 vont alors libérer une grande quantité 

de calcium activant à la fois les RyR2, les RyR3 et les IP3R, générant ainsi une vague calcique 

à l’intérieur de la cellule (3) (figure 18) (Stuyvers et al 2005, Ter Keurs & Boyden 2007).  

Le mécanisme de propagation du PA chez les cellules de Purkinje rend donc ces cellules bien 

plus sensibles aux variations de calcium. 

Ainsi, les différentes caractéristiques du PA ou encore les différents mécanismes  

de libération du calcium font que ces cellules peuvent être le lieu de phénomènes  

pro-arythmogéniques. 

4.3. Mécanismes pro-arythmogéniques 

Les fibres de Purkinje faisant partie du SCC, possèdent elles aussi un automatisme normal. 

Ce dernier étant supprimé par celui du NS car la pente de dépolarisation diastolique spontanée 

est plus faible chez les cellules de Purkinje. Cependant, ces cellules peuvent également 

présenter un automatisme anormal lié à un dysfonctionnement de la libération de calcium par  

le RS pouvant conduire à une surcharge calcique et générant une activité ectopique (Boyden et 

al 2010, Dobrzynski et al 2013, Ter Keurs & Boyden 2007).  

Les post-dépolarisations précoces (EADs) et tardives (DADs) sont aussi très répandues chez 

les cellules de Purkinje. Cependant, les EADs se produisent plus souvent car elles sont plus 

facilement induites par des agents pharmacologiques qui prolongent la durée de leur PA, qui 

est déjà intrinsèquement long, ce qui permet la réactivation des Cav(L) (Deo et al 2010, 

Dobrzynski et al 2013, Ter Keurs & Boyden 2007). A l’inverse, les myocytes ventriculaires 

couplés aux cellules de Purkinje, possèdent un PA plus court et deviennent ré-excitables plus 

tôt. Ainsi, les cellules de Purkinje qui se trouvent toujours en phase de repolarisation sont 

susceptibles de développer des EADs qui peuvent se propager au muscle ventriculaire et 

déclencher des extrasystoles (Dobrzynski et al 2013).  
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Une synchronisation de plusieurs cellules de Purkinje présentant des EADs est nécessaire pour 

la génération d’arythmie à l’échelle de l’organe. Des études sur des souris transgéniques ont 

par ailleurs démontré que le système de Purkinje était une source importante d’arythmies 

focales dans la TV polymorphe catécholaminergique, suggérant ainsi, que le Purkinje pourrait 

être à l’origine des DADs générées par une surcharge calcique de RyR2 défectueux lors  

de la stimulation adrénergique (Cerrone et al 2007). 

Le système de Purkinje joue également un rôle dans la réentrée, il est essentiel à sa mise en 

place mais peut également conduire à la création de réentrées intra-myocardiques (Berenfeld & 

Jalife 1998). 

LES JONCTIONS PURKINJE-MUSCLE 

Les jonctions des fibres de Purkinje avec le myocarde ventriculaire (ou PMJs pour 

« Purkinje-muscle junctions ») ont été bien identifiées visuellement et 

électrophysiologiquement mais n’ont jamais pu être isolées. Il s’agit de cellules de transition 

possédant des propriétés électriques communes aux cellules de Purkinje et aux myocytes 

(figures 19). 

 

Figure 19 : Jonction d’une fibre de Purkinje (P) avec le muscle ventriculaire (V) chez le lapin.  

T : cellules de transition. D’après Tranum-Jensen et al 1991. 
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En histologie, ces cellules sont plus petites que les cellules de Purkinje et possèdent plus  

de glycogène que les cellules ventriculaires (Martinez-Palomo et al 1970, Tranum-Jensen et al 

1991). Ces jonctions se situent au niveau de sites sous-endocardiques où il y a activation  

du ventricule avec un certain délai. Le rôle des PMJs est d’activer le myocarde ventriculaire 

tout en le protégeant d’une activation rétrograde (en sens inverse) grâce au PA long des cellules 

de Purkinje. Cependant, le délai de conduction compris entre 3 et 12 ms ne prévient pas 

parfaitement de la conduction rétrograde de durée plus courte de 1 ms (Tranum-Jensen et al 

1991). Cette asymétrie de conduction couplée à une excitation exacerbée de la jonction peut 

donc générer des blocs unidirectionnels antérogrades permettant seulement la conduction 

rétrograde et prédisposant ainsi à la formation de réentrées (Myerburg et al 1972, Tranum-

Jensen et al 1991). 

 Myerburg et al ont très bien décrit ce phénomène à travers un modèle théorique  

du mécanisme de déclenchement (figure 20). 

 

Figure 20 : Modèles théoriques de fonctionnement normal et anormal du mécanisme  

de déclenchement. D’après Myerburg et al 1970. 



Introduction 

- 41 - 
 

Trois fibres distales de Purkinje y sont représentées (notées A, B et C) et sont connectées au 

myocarde ventriculaire. Les lignes et flèches discontinues représentent la propagation  

d’une impulsion électrique prématurée à travers le système de conduction et le muscle. Au cours 

d’une situation normale où les jonctions des trois fibres possèdent la même période réfractaire 

de 250 ms, soit l’impulsion prématurée se produit après l’impulsion normale à 260 ms et toutes 

les jonctions peuvent conduire l’impulsion (A), soit l’impulsion prématurée se produit trop tôt 

durant les périodes réfractaires des jonctions et la conduction de l’impulsion ne peut se faire 

(B). Cependant, si les fibres B et C se trouvent dans leur période réfractaire durant l’impulsion 

à 240 ms, elles vont créer un bloc de la conduction (C) mais la fibre A qui possède une période 

réfractaire plus courte va pouvoir contourner ce bloc et venir dépolariser le myocarde. Enfin,  

il y a la situation où la fibre A se trouve dans une période réfractaire anormalement longue, 

l’empêchant d’être traversée par l’impulsion prématurée (D) (Myerburg et al 1970). 

Myerburg et al ont également démontré une augmentation progressive de la durée  

du potentiel d’action (APD) du Purkinje jusqu’à la partie distale de la fibre avant de diminuer 

à nouveau dans les sites d’insertion avec le muscle (Myerburg et al 1970). Ce changement brutal 

d’APD peut s’expliquer par un chargement électrotonique de la masse ventriculaire. La fibre 

de Purkinje représente un câble de conduction en deux dimensions qui doit délivrer son courant 

dans le muscle ventriculaire qui est une structure en trois dimensions. Ainsi, au sein  

de la jonction, la résistance membranaire doit être suffisamment importante pour permettre 

l’activation du muscle ventriculaire (Scheinman 2009, Tranum-Jensen et al 1991).  

Cette différence d’APD au niveau de la jonction va augmenter l’hétérogénéité de repolarisation 

ce qui peut être suffisant dans certaines pathologies pour induire un bloc de conduction. 

Par ailleurs, un découplage du myocarde peut se produire dans certaines maladies cardiaques 

telles que l’infarctus du myocarde ou l’ischémie. Ce découplage peut être à l’origine  

de la propagation de l’activation à travers des jonctions qui sont normalement quiescentes et 

peut alors venir générer des réentrées (Morley et al 2005). 
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4.4. Rôle dans les arythmies ventriculaires 

4.4.1. Déclenchement de l’arythmie 

Les premières études utilisant un modèle de tachycardie ventriculaire (TV) après un infarctus 

chez le chien, ont permis de démontrer que les fibres de Purkinje survivaient à une ischémie 

aiguë et se trouvaient impliquées à la fois dans le déclenchement et dans la réentrée de la TV 

(Friedman et al 1973, Scheinman 2009). 

Les études cliniques ont également pu démontrer que l’origine des ectopies lors  

de la fibrillation ventriculaire (FV) provenait du réseau Purkinje et constituait un déclencheur 

important des arythmies ventriculaires chez l’homme et ce, dans un large spectre de pathologies 

cardiaques. La cartographie clinique est difficile en raison de la nature létale de ces arythmies. 

Cependant, un premier rapport par Haïssaguerre et al, a démontré que le battement d’initiation 

de la FV (ici de la torsade de pointe) était identique aux battements précédents prématurés 

provenant du réseau de Purkinje du ventricule droit ou du ventricule gauche (figure 21). 

 

Figure 21 : A. Initiation de la fibrillation ventriculaire. B-C. Electrogrammes endocavitaires  

des ventricules droit (B) et gauche (C) au niveau de la source de déclenchement des extrasystoles.  

* et flèches : battements prématurés. D’après Haissaguerre et al 2002a. 
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Cela a ainsi permis de localiser les sources de déclenchement comme étant les sites ou se 

trouvait l’activation électrique la plus précoce, mais aussi de montrer que la plupart d’entre eux 

provenaient du réseau de Purkinje (93% contre 7% du muscle ventriculaire) et plus précisément 

des fibres distales (Haissaguerre et al 2002a, Haissaguerre et al 2002b). Dans des pathologies 

telles que l’infarctus du myocarde, les Purkinje ont aussi pu être identifiées comme étant  

la source à l’origine de l’initiation des TVs/FVs chez presque tous les patients. Les cellules  

de Purkinje responsables se trouvaient dans la zone bordante de l’infarctus (Marrouche et al 

2004, Szumowski et al 2004). 

4.4.2. Maintien de l’arythmie 

Le rôle des fibres de Purkinje dans le maintien de l’arythmie est peu documenté. Cependant, 

des expériences d’ablations chimiques des cellules de Purkinje par application d’une solution 

de Lugol (composée de diiode et de iodure de potassium ayant une forte affinité pour  

le glycogène des fibres de Purkinje) ont montré une augmentation du seuil d’induction  

de la FV, un ralentissement de la FV ou encore un arrêt prématuré de la FV (Tabereaux et al 

2007). Il a également été montré, durant la FV, la présence d’un gradient de vitesse d’activation 

avec l’endocarde qui s’active plus rapidement que l’épicarde en condition contrôle, alors que 

pour un cœur traité avec le Lugol, ce gradient est perdu (Dosdall et al 2008) (figure 22).  

Des études récentes sur des cœurs isolés de chien ont également pu démontrer que l’activité  

du Purkinje était présente dans 84% des FVs induites, avec une fréquence de fibrillation 

significativement plus élevée au début de l’expérimentation lorsque l’activité du Purkinje était 

présente (Huang et al 2014). 
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Figure 22 : Enregistrements à partir de six électrodes d’une aiguille plongée dans un cœur de chien 

contrôle ou traité toutes les 2 minutes au Lugol durant la fibrillation ventriculaire.  

Endo : endocarde, Epi : épicarde. D’après Dosdall et al 2008. 

4.4.3. Thérapie clinique 

Les médicaments qui réduisent l’APD ou qui limitent la dépolarisation spontanée (comme 

le vérapamil ou la lidocaïne) peuvent être utilisés dans le traitement des arythmies liées au 

réseau de Purkinje (Harken et al 1987, Tsuchiya et al 2001). 

Actuellement, l’implantation d’un défibrillateur constitue la première indication dans  

le traitement des arythmies potentiellement mortelles, alors que, l’ablation par radiofréquence 

est réservée aux patients résistants aux médicaments et aux multiples chocs par défibrillateur, 

sans ignorer que seuls les patients ayant peu de sources arythmogènes ont une forte probabilité 

de réussite au niveau de l’ablation. L’ablation s’effectue dans les zones de conduction lente ou 

au niveau des premiers sites d’activation par le Purkinje (Chan & Sy 2016, Dobrzynski et al 

2013, Haissaguerre et al 2002b, Knecht et al 2009, Marrouche et al 2004, Szumowski et al 

2004).



 

 

   

Tableau 1 : Principaux courants ioniques et protéines impliqués dans la modulation du potentiel membranaire des fibres de Purkinje.  

La description des nombreuses protéines responsables de l’activité électrique du cœur, ne faisant pas l’objet de cette étude, n’a pas été traitée mais  

elle est illustrée dans Nerbonne & Kass 2005. NA : non applicable.
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5. Contexte et objectif du travail de recherche 

Les maladies cardiovasculaires représentent la première cause de mortalité dans le monde 

industrialisé. Chaque année, en Europe tout comme aux Etats-Unis, 350 000 décès par mort 

subite sont dénombrés, avec un taux de mortalité représentant 20% de la mortalité totale.  

Ce type de décès peut survenir chez des patients avec ou sans pathologies cardiaques connues. 

Cependant, les maladies cardiovasculaires, et notamment, les pathologies coronaires 

augmentent la prédisposition à un arrêt cardiaque, avec une prévalence de plus de 50%, en 

favorisant l’apparition de troubles du rythme. En effet, 50 à 85% des décès par mort subite sont 

attribués à des troubles du rythme tels que la TV et la FV (Marsman et al 2014, Tung & Albert 

2013). Ces dernières correspondent à un rythme cardiaque rapide pouvant s’établir dans  

le temps voir même dégénérer pour la FV, engendrant ainsi une contraction rapide et 

désorganisée des ventricules mortelle au-delà de quelques minutes (Chan & Sy 2016, John et 

al 2012). 

Les arythmies ventriculaires conduisant à la mort subite ont été précédemment associées à 

un type de cellules spécialisées, les fibres de Purkinje. Ces fibres font partie du système  

de conduction cardiaque, et possèdent un rôle majeur dans l’impulsion électrique et l’activation 

synchrone du muscle ventriculaire (Boyden et al 2010, Scheinman 2009, Silverman et al 2006). 

Néanmoins, dans certains cas, ces cellules peuvent être le lieu de phénomènes  

pro-arythmogéniques (Boyden et al 2010, Dobrzynski et al 2013, Ter Keurs & Boyden 2007) 

et participent à l’initiation et au maintien de la TV et de la FV (Dosdall et al 2008, Haissaguerre 

et al 2002a). Cependant, les propriétés électrophysiologiques du réseau de Purkinje dans  

le muscle intact, et les mécanismes et sources arythmogéniques au sein du système de Purkinje, 

restent inconnus.  

Par conséquent, l’objectif de ce travail de thèse était de déterminer à la fois  

les caractéristiques électrophysiologiques et structurelles des fibres de Purkinje, mais 

également, de déterminer la fonction du réseau de Purkinje lors des arythmies ventriculaires, et 

ce, dans le cœur sain ou pathologique. L’hypothèse de recherche étant que le système  

de Purkinje constitue un véritable substrat de l’arythmie en jouant un rôle important dans  

la modulation de l’hétérogénéité transmurale de repolarisation. 

 



Introduction 

47 - 
 

Pour répondre à cette hypothèse, six études complémentaires ont été développées au cours 

de cette thèse. Les trois premières études ont fait appel à une technique de cartographie optique 

permettant d’obtenir des informations électriques sur du tissu cardiaque ex vivo. La première 

étude consistait à caractériser le modèle des fibres de Purkinje sur des ventricules de grand 

mammifère afin de définir le potentiel pro-arythmogénique des jonctions du Purkinje avec  

le myocarde. En ce qui concerne la seconde étude, il s’agissait de définir l’hétérogénéité 

transmurale qui existe entre l’endocarde et l’épicarde selon une activation normale ou ectopique 

sur des ventricules en condition contrôle et pathologique. La troisième étude consistait à 

déterminer l’implication des jonctions Purkinje-muscle lors de la fibrillation ventriculaire.  

Pour la quatrième étude, il s’agissait d’études tissulaires via des techniques d’histologie 

classiques ou plus novatrices dans le but de caractériser l’organisation du réseau de Purkinje au 

sein du myocarde ventriculaire. La cinquième et la sixième étude consistaient à reprendre 

l’ensemble des études précédentes mais cette fois-ci chez l’homme, afin d’obtenir des données 

translationnelles comparables au modèle de grand mammifère. 

Ces travaux de thèse ont ainsi permis d'améliorer les connaissances électrophysiologiques et 

structurelles des fibres de Purkinje à l’échelle tissulaire, mais également, d’approfondir 

l’implication du réseau de Purkinje dans les phénomènes d’arythmies ventriculaires. L’objectif 

étant d’ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques dans le traitement préventif des troubles 

du rythme ventriculaire afin de lutter contre la mort subite cardiaque. 
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Méthodes 

1. Modèle animal 

Nos études ont été réalisées sur des brebis adultes conformément à la directive 2010/63/UE 

du Parlement Européen et du Conseil du 22 septembre 2010 relative à la protection des animaux 

utilisés à des fins scientifiques, et au comité d'éthique local. Le cœur de brebis constitue  

un modèle d’étude proche du cœur humain, de par ses propriétés électrophysiologiques et 

structurelles similaires. 

1.1. Préparation de l’animal 

Une prémédication des brebis a tout d’abord été réalisée via une injection intramusculaire 

de kétamine (20 mg/kg) et d’acepromazine (1 mL/50 kg, Calmivet). Les animaux ont ensuite 

été anesthésiés par injection intraveineuse (IV) de pentobarbital sodique (10 mg/kg) puis 

maintenus sous isoflurane 2%, 100% O2, via une intubation trachéale et une ventilation 

mécanique avec une fréquence de 10-15 mouvements/minutes (10 mL/kg, Hallowell 2000, 

TEM-SEGA). Afin de prévenir la coagulation du sang, une injection d’héparine en IV (2 mg/kg) 

a également été réalisée. Enfin, une sternotomie médiane a été pratiquée sur ces brebis  

de manière à faciliter le prélèvement du cœur avant qu’elles ne soient euthanasiées par 

administration, en IV, d’une dose létale de pentobarbital sodique (40 mL/ à partir d’une solution 

stock de 50 mg/ml). 

1.2. Prélèvement du cœur 

Par la suite, le cœur a rapidement été excisé, canulé au niveau de l’aorte et perfusé avec  

une solution de cardioplégie froide (4°C), composée de (en mM) 110 NaCl, 1,2 CaCl2, 16 KCl, 

16 MgCl2, 10 NaHCO3, 10 glucose. De l’héparine (0,5 mL/L) a également été ajoutée à cette 

solution. La cardioplégie froide permet de stopper les contractions du cœur via  

une sur-dépolarisation du tissu, générée par un excès de potassium, le rendant ainsi inexcitable. 

Plusieurs lavages avec cette solution ont été réalisés afin de prévenir la formation de caillot et 

de préserver le tissu.



 

 
 

 

Figure 23 : Dissection du ventricule gauche (VG) de brebis. Cœur entier canulé par l’aorte, face postérieure (A) et face antérieure (B). C. Incision de l’artère 

pulmonaire (AP) jusqu’à l’apex. D-E. Incision sous l’artère circonflexe (AC) jusqu’à l’apex. F. Section du septum ventriculaire. G-H. Préparation 

expérimentale du VG antérieur (VGANT) coté endocardique (G) et épicardique (H). AIA : artère interventriculaire antérieure utilisée pour la canulation,  

FP : fibres de Purkinje, MP : muscle papillaire, VGPOST : VG postérieur. 
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1.3. Dissection du ventricule gauche 

 Une première incision a été réalisée au niveau de l’artère pulmonaire descendant le long  

du ventricule droit (proche du septum et passant par la valve pulmonaire) jusqu’à l’apex  

du cœur (figure 23 C). Une seconde incision a ensuite été effectuée le long de l’oreillette gauche 

au niveau de la base du cœur (proche du septum et suivant l’artère circonflexe), puis descendant 

le long du muscle papillaire antérieur (lieu d'insertion des cordages de la valve mitrale) jusqu’à 

l’apex du cœur (figure 23 D-E). Le septum ventriculaire a ensuite été sectionné laissant ainsi 

une préparation typique de la partie antérieure du ventricule gauche (VG) (11x6 cm, épaisseur 

de 1,5 cm) (figure 23 F-H).  

L’étude du VG représente un véritable enjeu de santé publique. Ce dernier étant impliqué 

dans la circulation systémique (Cf. Introduction 1.1), il constitue un risque plus élevé au 

développement de pathologies cardiaques graves telles que l’infarctus du myocarde. Son étude 

représente donc un réel impact pour la thérapie clinique. De plus, l’étude de la partie antérieure 

du VG a été privilégiée à celle du VG postérieur car c’est au niveau antérieur que se trouve le 

réseau le plus dense du Purkinje avec de nombreuses fibres libres accessibles (figure 23 F-G). 

2. Technique de la cartographie optique 

2.1. Principe de la technique 

 La cartographie optique est une technique très utilisée depuis les années 90 (Herron et al 

2012), qui permet d’enregistrer l’activité électrique d’un organe ou d’un tissu de manière  

non-invasive et ce, avec une très bonne résolution spatio-temporelle. Cette technique permet 

ainsi de contourner les limites de certaines méthodes cellulaires comme la microélectrode,  

à savoir, la difficulté d’obtenir des enregistrements en simultané de potentiels membranaires à 

différents sites (Attin & Clusin 2009, Efimov et al 2004). Le principe de la cartographie optique 

repose sur l’utilisation de sondes fluorescentes dites potentiométriques, c’est-à-dire, sensibles 

aux changements de potentiel membranaire (PM) des cellules. En effet, ces sondes sont 

constituées d’une structure chimique particulière qui leur permet de s’insérer au sein  

de la membrane plasmique et le changement de leurs propriétés optiques (variation d’intensité 

de fluorescence) est modulé par les variations du PM.  
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En pratique ces sondes possèdent une réponse dynamique rapide et l’émission de fluorescence 

est modulée sur l’échelle de temps du potentiel d’action (~ 1 ms) (Attin & Clusin 2009, Di 

Diego et al 2013, Efimov et al 2004, Herron et al 2012). 

2.1.1. Principe de fluorescence 

 Ce type de sonde possède les propriétés d’une molécule fluorescente, à savoir, qu’elle 

absorbe de l’énergie lumineuse (excitation) qu’elle restitue rapidement (<10-8 s) sous forme  

de lumière fluorescente (émission). Une fois l'énergie du photon absorbée, la molécule se trouve 

alors généralement dans un état électroniquement excité. Le retour à l'état fondamental peut 

alors se faire sous forme de fluorescence qui se caractérise par l'émission d'un photon  

de manière très rapide (Figure 24 A). Cependant, l’énergie émise est plus faible que l’énergie 

excitatrice car une partie se perd sous forme de chaleur. Cela se traduit par un déplacement  

du spectre d’émission vers des longueurs d’ondes plus élevées, aussi appelé déplacement  

de Stokes, facilitant ainsi la séparation et la détection du signal fluorescent (figure 24 B)  

(Loew 2015). 

 

Figure 24 : A. Diagramme d’énergie de Jablonsky. B. Déplacement de Stokes.  

Adapté de https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-center/protein-biology-

resource-library/pierce-protein-methods/fluorescent-probes.html. 
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2.1.2. Mécanisme d’électrochromisme 

 La plupart des sondes potentiométriques utilisées en cartographie optique reposent sur  

le mécanisme d'électrochromisme, c’est-à-dire que l’excitation de la sonde va induire une 

redistribution de ses charges parallèlement au champ électrique de la membrane.  

Plus précisément, lorsque la membrane est polarisée, les charges se déplacent dans la même 

direction que le champ électrique membranaire et lorsque la membrane est dépolarisée, elles se 

déplacent dans le sens inverse (figure 25 A). Il en résulte ainsi, un déplacement du spectre de 

fluorescence de la sonde qui est fonction de la variation de voltage de la membrane  

(figure 25 B). Ce déplacement correspond à une interaction directe entre le champ électrique 

de la membrane et l’état fondamental ou l’état excité de la sonde. Ce phénomène est également 

connu sous le nom d’effet Stark (Attin & Clusin 2009, Loew 2015). 

 

Figure 25 : A. Redistribution des charges de la sonde en fonction du champ électrique membranaire. 

D’après Miller et al 2012. B. Variation relative de la fluorescence (ΔF) en pourcentage suivant  

une longueur d’onde donnée. D’après Loew 2015. 

2.1.3. Potentiels d’action optiques 

 Les mesures optiques enregistrées correspondent donc à un changement de la fluorescence 

(ΔF) ou au changement d’intensité de la fluorescence normalisée (ΔF/F0) (figure 25 B)  

(Attin & Clusin 2009, Herron et al 2012). Le ΔF/F0 représente alors la dépolarisation  

du potentiel d’action (PA) durant son enregistrement.  



Méthodes 

- 54 - 
 

Cependant, ce ΔF/F0 ne reflète pas la valeur absolue du PM de repos car la fluorescence peut 

être affectée par une auto-fluorescence du tissu, un photo-blanchiment ou encore une perte  

de son signal au cours du temps (Attin & Clusin 2009). La détection de ce changement  

de fluorescence va donc permettre d’enregistrer des PAs optiques (PAOs). Il est important  

de noter que le PAO possède des différences importantes avec le PA électrique (PAE) comme 

le temps de dépolarisation (PAO : ~ 10 ms, PAE ~ 2 ms) et la morphologie du PA (la phase 1 

de repolarisation précoce disparait pour le PAO) (Di Diego et al 2013). L’enregistrement de ces 

PAOs nécessite le maintien sous perfusion du tissu cardiaque étudié ainsi que l’utilisation  

d’un système d’imagerie optique performant. 

2.2. Perfusion du ventricule gauche 

 Après dissection, le VG a rapidement été canulé par l'artère coronaire interventriculaire 

antérieure (figure 23 H). Les coronaires sectionnées ont été ligaturées avec du fil de suture 

(Vicryl Plus 2-0 70 cm, Ethicon) afin de maintenir une bonne perfusion et pression artérielle au 

sein de la préparation. Puis, la qualité de la perfusion a été vérifiée par injection d’un colorant, 

le bleu de méthylène (Sigma-Aldrich). 

2.3. Système de perfusion de Langendorff 

 Le VG a ensuite été attaché sur un cadre afin de le placer dans une cuve transparente en 

plexiglass nécessaire aux expériences optiques. Puis, il a été immergé et perfusé dans  

un système de Langendorff à débit constant (20 mL/min), contrôlé par une pompe péristaltique 

(Minipuls® 3, Gilson), contenant une solution de bicarbonate pH 7,4 (composée de (en mM) 

130 NaCl, 24 NaHCO3, 1,2 NaH2PO4, 1 MgCl2, 5,6 glucose, 4 KCl et 1,8 CaCl2, à 80 mmHg 

(95% O2 et 5% CO2) et 37°C). La solution de bicarbonate reproduit les concentrations ioniques 

physiologiques permettant ainsi au cœur de se contracter à nouveau. Un système de circuit 

fermé relié à un bain marie a permis de surveiller et de maintenir continuellement  

les températures de perfusion et de surperfusion à 37 ± 0,5°C. Des électrodes ont été placées  

de part et d’autre du VG afin de contrôler le signal amplifié (DP-304A, Warner Instruments)  

de l'ECG sur un oscilloscope numérique (TDS 2022C, Tektronix). A l’aide d’un stimulateur 

(DG2A/DS3, Digitimer Ltd., UK), des stimulations basales entre 1 et 2 Hz ont été appliquées 

pour assurer la constance du rythme ventriculaire (figure 26). 
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Figure 26 : Schéma et dispositif utilisé au laboratoire du système de Langendorff perfusant  

le ventricule gauche pour la cartographie optique.  
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2.3.1 Découplage de l’excitation-contraction 

 Après une période d’environ 20 minutes de récupération et de stabilisation du tissu, durant 

laquelle le débit de perfusion et l’ECG ont été contrôlés, un découpleur de l’excitation-

contraction, blebbistatine (10 µM, Enzo Life Science), a été ajouté à la solution de bicarbonate. 

En inhibant les ATPases associées à l’isoforme de myosine de type II (responsable  

de la contraction), la blébbistatine maintient la myosine dans un état détaché de l’actine et 

bloque ainsi la contraction du ventricule (Cf. Introduction 1.3), sans avoir d’effet sur  

son activité électrique (Fedorov et al 2007, Glukhov et al 2010). Ce découplage est nécessaire 

pour l’acquisition optique car les contractions du VG peuvent générer des artéfacts. 

2.3.2 Sonde potentiométrique 

 Une fois les contractions du VG abolies (environ 30 minutes sont nécessaires à l’action  

de la blébbistatine), une sonde fluorescente et sensible au voltage, le di-4-ANBDQBS  

(10 µM, fournie par Leslie Lowe), a été ajoutée à la solution de bicarbonate. Son spectre 

d’excitation se trouve dans le rouge avec un pic à 660 nm et son émission se fait dans 

l’infrarouge (> 695 nm). Comparé à des sondes plus classiquement utilisées comme  

le di-4-ANEPPS (excitation : 532 nm, émission : 700 nm), le di-4-ANBDQBS, permet 

d’obtenir des informations sur une plus grande profondeur du tissu (3,9 mm contre 0,9 pour  

le di-4-ANEPPS) (Walton et al 2010, Walton et al 2009). Etant donné l’épaisseur du VG  

(Cf. Méthodes 1.3) cette propriété est importante pour nos études. De plus, cette sonde  

ne possède aucun effet électrophysiologique connu à ce jour et est de plus en plus utilisée dans 

les expériences de cartographie optique (Herron et al 2012, Walton et al 2014). 

2.4. Système d’imagerie 

 Les enregistrements des PAOs ont été réalisés via un système à deux caméras Micam Ultima 

CMOS (SciMedia USA Ltd, CA, USA), avec une résolution spatiale de 100 x 100 pixels.  

Ce système permet d’obtenir des enregistrements simultanés et synchronisés à partir  

de la surface endocardique et épicardique du VG, placé entre les deux caméras. Deux objectifs 

avec une distance focale de 25 mm et une ouverture maximale de 0,95 ont été disposés sur 

chaque caméra.  
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Deux LED de 660 nm (lumière d’excitation monochromatique) (Cairn Research Ltd, Kent, UK) 

ont été placées de chaque côté du VG pour illuminer les surfaces endocardiques et épicardiques. 

Grâce à la sonde di-4-ANBDQBS, une émission de fluorescence à partir de ces surfaces a été 

produite et enregistrée avec un filtre passe haut de 715 nm par les caméras (figure 27).  

Les signaux optiques ont été amplifiés, numérisés et visualisés pendant l'expérience à l'aide 

d’un logiciel spécialisé (BV_Analyze, Brainvision). Les PAOs ont été ainsi enregistrés avec 

des résolutions spatiales et temporelles de l’ordre de 1000 images/s et 700 µm/pixel 

respectivement. 

 

Figure 27 : Schéma et dispositif utilisé au laboratoire du système de cartographie optique.  

ENDO : endocarde, EPI : épicarde. 
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2.5. Protocole expérimental 

 Des stimulations de l’endocarde et de l’épicarde, de 2 à 5 ms de durée et d’amplitude variable 

(~ 25 mA), ont été réalisées à l’aide d'une électrode bipolaire en tungstène (World Precison 

Instruments), dans une gamme de fréquence allant de 1 à 3,5 Hz. Sachant que des fréquences 

de stimulation supérieures à 3,5 Hz pouvaient venir perturber la stabilité de la préparation en 

induisant des arythmies. 

 Puis, des stimulations également bipolaires des fibres libres de Purkinje, ont été effectuées à 

l’aide d’électrodes en fil d’argent (Phymep), dans une gamme de fréquence allant de 1 à 3 Hz. 

Ici, la limite de stimulation était fixée à 3 Hz en raison de la durée plus longue du PA chez  

les fibres de Purkinje (Cf. Introduction 4.2). En effet, ces dernières se retrouvaient dans leur 

période réfractaire et ne suivaient pas toujours la stimulation.  

2.6. Traitement des données 

 Le logiciel BV_Analyze (Brainvision) a été utilisé pour analyser les PAOs. Les signaux ont 

tout d’abord été normalisés à 25% puis, un filtre spatial (kernel 2,1 mm) et un filtre cubique 

(kernel 3 ms) ont été appliqués.  

 Les temps d’activation (ou AT pour « activation time ») optique ont été déterminés par  

le temps de la dérivée maximale durant la phase ascendante du PA (Walton et al 2012).  

Les durées de potentiel d’action (APDs) ont été définies comme la différence entre le AT et 80 

ou 90% de la repolarisation selon l’étude. La construction des cartes d’AT et des cartes d’APD 

a été générée via l’utilisation de programmes personnalisés (Pv-Wave 9.5, Rogue Wave 

Software, Inc). Un intervalle de 5 ou 10 ms a été choisi pour les isochrones, ces derniers reliant 

les pixels de même AT ou APD. 

 La mesure des APDs a été réalisée de manière différente en fonction des études. En général, 

les APDs ont été mesurées de façon globale afin de s’affranchir le plus possible du bruit et 

d’obtenir une moyenne de l’activité électrique sur la surface étudiée de la préparation.  

Les APDs ont également été mesurées localement aux origines d’activation (car c’est ici que 

l’effet électrotonique est le plus prononcé) ou suivant l'origine du « breakthrough », sur chaque 

surface (endocardique et épicardique) et en fonction du site de stimulation (endocardique, 

épicardique ou fibres de Purkinje).  
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Le « breakthrough » correspond à l’émergence de l’activité électrique sur la surface non 

stimulée. Les origines d’activation ont pu être identifiées à l’aide des cartes d’AT.  

 La mesure des différentes APD en fonction des différentes fréquences testées a permis  

de générer des courbes de restitution selon les différents sites de stimulation. Les cartes 

d’activation épicardiques ont permis de calculer les vitesses de conduction longitudinales et 

transversales via l’utilisation d’un programme, nommé ORCA, implémenté dans MATLAB 

(Doshi et al 2015). Cette mesure est plus compliquée sur l’endocarde de par sa trabéculation et 

n’a pas été effectuée ici.  

3. Technique de microélectrode 

3.1. Principe de la technique 

 Afin de pallier aux limites de la cartographie optique, à savoir, l’impossibilité d’obtenir  

des renseignements provenant directement du Purkinje, le signal de ce dernier étant noyé par 

celui du muscle ventriculaire, la technique de microélectrode a été mise en place. Cette méthode 

permet l’enregistrement de PAs au sein d’une seule cellule in situ. En effet, la microélectrode 

permet de se placer à l’intérieur d’une cellule sans déchirer sa membrane et de mesurer  

le potentiel membranaire de cette cellule. Son principe repose sur la mesure de la différence  

de potentiel entre deux électrodes, une électrode intracellulaire et une électrode de référence. 

L’électrode intracellulaire est généralement en verre avec un diamètre d’ouverture inférieur à 

0,1 µm et elle est remplie d’une solution conductrice de chlorure de potassium (KCl).  

Sa résistance doit être comprise entre 15 et 30 MΩ. Toutes les expériences ont été réalisées 

dans les mêmes conditions que la cartographie optique, jusqu’à l’ajout de blébbistatine  

(Cf. Méthodes 2.3.1). L’absence de contraction étant primordiale pour l’enregistrement  

des PAs. 

3.2. Système d’enregistrement 

 Après stabilisation du VG, les PAs ont été enregistrés à l’aide d’une microélectrode 

fabriquée avec une étireuse horizontale (DMZ-Universal Puller, Zeitz-Intruments, Germany) à 

partir d’un capillaire de verre en borosilicate, de 1 mm de diamètre interne et de 0,58 mm  

de diamètre externe (1B100f-4, World Precison Instruments).  
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La microélectrode a été au préalable remplie avec une solution de 3 M de KCl (au moins  

3 heures avant). Elle a ensuite été placée sur la tête de l’amplificateur (Digitimer NL100AK, 

Neurolog System), lui-même relié à un boitier amplifiant dix fois le signal électrique  

(Digitimer NL102G, Neurolog System) puis connectée à l’ordinateur par l’intermédiaire  

d’un système d’acquisition (PowerLab® 8/35, ADInstruments). La microélectrode a par la suite 

été plongée dans la solution de bicarbonate de façon à régler les différents paramètres du signal 

électrique à l’aide du boitier d’amplification (figure 28). La mesure de sa résistance (~ 20 MΩ) 

a tout d’abord été effectuée par injection d’un courant de 1 nA à 150 Hz, ce même courant a 

également servi à régler la compensation de la capacitance cellulaire. Pour terminer, la ligne  

de base a été corrigée en mettant la trace à 0 avant le contact avec le tissu. 

 

Figure 28 : Dispositif de microélectrode utilisé au laboratoire. 



Méthodes 

- 61 - 
 

3.3. Protocole expérimental et traitement des données 

 Des stimulations basales de l’endocarde entre 1 et 2 Hz, de 2 à 5 ms de durée et d’amplitude 

variable (~ 25 mA), ont été réalisées à l’aide d'une électrode bipolaire en tungstène  

(World Precison Instruments). L’enregistrement des PAs ainsi que le déclenchement et l’arrêt 

des stimulations de la préparation ont été faits sous le contrôle du logiciel LabChart  

(version 7.0) avec un taux d’échantillonnage de 40 kHz, un filtre passe bas de 500 Hz,  

et un filtre secteur de 50 Hz. 

4. Technique d’histologie 

4.1. Principe de la technique 

 L’histologie consiste à étudier la morphologie et la fonction des éléments d’un tissu par 

observation microscopique. Son principe repose sur la conservation du tissu dans un état le plus 

proche possible du vivant (fixation), de préparer des échantillons compatibles avec l’examen 

microscopique (coupes) et d’introduire des contrastes qui n’existent pas naturellement et qui 

rendent possible l’observation (coloration). La coloration est la technique de référence pour 

évaluer l’état pathologique des tissus. Elle utilise des colorants qui vont se fixer 

préférentiellement à certaines molécules. Il suffit ensuite d’observer les échantillons au 

microscope en lumière blanche pour en révéler la structure. 

4.2. Fixation et inclusion en paraffine 

FIXATION 

 Des échantillons fins de tissu de brebis (1,5 cm d’épaisseur) ont été fixés dans du 

formaldéhyde 4% et mis sous agitation à 4°C pendant un minimum de 48 heures. La fixation a 

pour but de conserver la structure du tissu en empêchant sa dégradation tout en le rendant plus 

rigide. Elle doit être réalisée immédiatement après le prélèvement. 
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DESHYDRATATION ET IMPREGNATION DU TISSU EN PARAFFINE 

 Des cassettes contenant les échantillons de tissu précédemment fixés ont été placées dans  

un automate d’inclusion, histokinette (Leica TP 1020), entrainant la déshydratation de ces 

échantillons et permettant par la suite leur inclusion en paraffine (cette dernière étant 

hydrophobe). Ce procédé consiste au passage automatique des tissus dans onze bains successifs 

(alcool 70%, 95%, 100%, toluène 100% et paraffine chauffée à 56°C) pour une durée totale  

de 9 heures et 50 minutes (tableau 2). L’éthanol sert à la déshydratation du tissu afin de le rendre 

lipophile. Le toluène permet la pénétration de la paraffine dans le tissu, l’alcool n’étant pas 

miscible avec la paraffine. 

 

Tableau 2 : Déroulement du processus de déshydratation. 

INCLUSION EN PARAFFINE 

 Les échantillons déshydratés ont été inclus dans des moules contenant de la paraffine à 60°C, 

dans une unité Leica EG1150H, et suivant une orientation longitudinale ou transversale.  

Ils ont ensuite été refroidis sur une plaque de refroidissement, à - 4°C (Leica EG1150C), afin 

d’accélérer la solidification. Puis, ils ont été placés et conservés à - 20°C avant leur utilisation. 

L’inclusion du tissu permet la réalisation de coupes fines et régulières. 
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4.3. Coupes microscopiques 

 Des coupes de 8 µm d’épaisseur ont été réalisées à l’aide d’un microtome à rotation  

(Leica RM2255), puis déposées sur des lames de verre Superfrost (Thermo Scientific).  

Les lames ont immédiatement été placées sur une plaque chauffante à 38-40°C pour assurer une 

adhésion correcte des coupes de tissu. 

4.4. Coloration au trichrome de Masson 

 Un automate, teinturier de tissus (HMS 70, MYR) a été utilisé pour les étapes suivantes. 

DEPARAFFINAGE ET HYDRATATION 

 Les colorants étant en solution aqueuse, l’étape préalable à la coloration est le retour à  

un état hydrophile du tissu, assuré par les processus de déparaffinage et d’hydratation  

(tableau 3). La coloration accentue les contrastes du tissu afin de mieux distinguer les différents 

éléments qui le compose. 

 

Tableau 3 : Déroulement des processus utilisés lors de la coloration au trichrome de Masson. 
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TRICHROME DE MASSON 

 Il s’agit d’une coloration trichromique, composée d’une coloration basique des noyaux en 

bleu/noir par l’hémalun, d’une coloration rose du cytoplasme via un mélange de colorants 

acides : fuchsine acide et ponceau de xylidine; et d’une coloration spécifique du collagène  

de type 1 (tissu conjonctif) en vert par un autre colorant acide : le vert lumière (tableau 3).  

Ce type de coloration est largement utilisé pour étudier les pathologies cardiaques car  

elle permet de différencier les fibres de collagène du tissu musculaire (Sun & Weber 2005).  

4.5. Montage des lames 

 Le tissu coloré a ensuite été déshydraté avant son montage sur lame en milieu hydrophobe 

(tableau 3). Puis, des lamelles ont été apposées sur les lames de verre, après application d’une 

résine d’enrobage composée de polymères à affinité pour le toluène (Entellan®) dont l’indice 

de réfraction est proche de celui du verre. Les régions d’intérêt des lames ont été étudiées et 

photographiées en lumière blanche à l’aide d’une caméra reliée au microscope (Nikon Digital 

Camera DXM1200F). 

5. Technique de clarification optique 

5.1. Principe de la technique 

 La reconstruction en trois dimensions des tissus biologiques constitue un moyen d’étude 

important dans l’analyse de leur forme et de leur fonction. Généralement, la reconstruction 

tridimensionnelle d’un tissu est obtenue par assemblage d’informations à partir de coupes 

hitologiques en deux dimensions. Cependant, les coupes histologiques présentent certains 

inconvénients comme la distorsion géométrique, la perte d’information si les coupes se 

séparent, ou encore, la reconstruction seulement dans le plan de coupe. La technique  

de clarification optique offre ici de nouvelles opportunités d’imagerie très détaillée tout en 

préservant la structure du tissu étudié. Son principe repose sur l’utilisation d’une résine à faible 

viscosité en tant qu’agent de clarification, dont l’action permet de rendre le tissu transparent 

(MacDonald & Rubel 2008, Silvestri et al 2016).  
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Combinée aux techniques d’immunofluorescence classique et de microscopie confocale,  

cette approche permet d’obtenir des images du tissu en profondeur (jusqu’à 300 µm avec  

un objectif à huile) pour reconstruire et visualiser la structure du tissu étudié en trois 

dimensions, contrairement à la microscopie classique qui ne permet d’obtenir que des images à 

la surface du tissu (50 µm de profondeur) (MacDonald & Rubel 2008, Silvestri et al 2016). 

PRINCIPE DE L’IMMUNOFLUORESCENCE 

 L’immunofluorescence permet d’observer une ou plusieurs protéines au sein du tissu.  

Il existe deux types d’immunofluorescence, directe ou indirecte. La méthode indirecte repose 

sur la reconnaissance par un anticorps primaire d’un antigène de la protéine d’intérêt. Puis cet 

anticorps est révélé par un anticorps secondaire fluorescent dirigé spécifiquement contre 

l’anticorps primaire suivant l’espèce dans laquelle il a été produit. La méthode directe consiste 

en l’utilisation d’un anticorps directement conjugué à un fluorochrome reconnaissant l’antigène 

de la protéine d’intérêt (figure 29) (Sawant et al 2014). Ici seulement le marquage indirect est 

décrit. 

  

Figure 29 : Immunofluorescence directe et indirecte. Adapté de Sawant et al 2014. 

PRINCIPE DE LA MICROSCOPIE CONFOCALE 

 La microscopie confocale permet de visualiser un échantillon en trois dimensions en 

réalisant sur ce dernier des coupes optiques de faible épaisseur (1-2 µm) à différents plans 

focaux (plan net sur lequel se forme l’image de l’objet). La reconstruction des images obtenues 

par un système informatisé permet ainsi cette visualisation tridimensionnelle.  
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Son principe repose sur l’excitation par laser de l’échantillon qui a préalablement été marqué 

avec des fluorochromes. Si la bonne longueur d’onde d’excitation est utilisée, il y a alors 

émission de fluorescence provenant des différents plans (suivant l’axe Z) de l’ensemble  

de l’échantillon. Grâce à la présence d’un diaphragme à ouverture variable (ou « pinhole ») seul 

le signal fluorescent provenant du plan focal est collecté sur le détecteur (figure 30). 

L’acquisition consécutive des signaux émanant des différents plans focaux permet  

la reconstruction en trois dimensions de l’échantillon. 

 

Figure 30 : Schéma du microscope confocal. D’après Basil & Wassef 2013. 

5.2. Fixation et marquage fluorescent 

 Des échantillons très fins de VG de brebis (2-3 mm d’épaisseur) ont été fixés dans  

du formaldéhyde 4% et mis sous agitation à 4°C pendant un minimum de 48 heures. 

 Toutes les étapes de marquage ont été réalisées à température ambiante. Les échantillons ont 

tout d’abord été bloqués durant la nuit avec 10% de sérum de chèvre et 0,3% de Triton X-100 

(Sigma-Aldrich) dans du tampon phosphate salin (composée de (en mM) 138 NaCl et 2,7 KCl 

à pH 7,4 et 25°C) (PBST) afin de réduire les marquages non spécifiques.  
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Les tissus ont ensuite été laissés durant cinq jours dans une solution contenant un marquage 

primaire d’anticorps dilué dans 0,3% de PBST et 5% de sérum de chèvre. Puis, les échantillons 

ont été marqués avec les anticorps secondaires pendant deux jours. Les tissus ont été rincés 

dans du tampon phosphate salin (ou PBS pour « phosphate buffer saline ») après chaque étape 

de marquage (3x5 minutes). 

5.3. Clarification optique et acquisition des données 

 Afin d’éliminer toute trace de marquage fluorescent, les échantillons ont été lavés pendant 

3x10 minutes dans du PBS. Les tissus ont ensuite été déshydratés par quatre bains successifs  

de 2 heures d’éthanol (25%, 50%, 75%, 95% v/v dans de l'eau distillée). Puis, les échantillons 

ont été placés dans un bain contenant 100% d’éthanol et du salicylate de méthyle (v/v) durant  

2 heures (tableau 4). Enfin, les tissus ont été placés dans 100% de salicylate de méthyle (agent 

de clarification) (Sigma-Aldrich) et laissés à clarifier sur une période de quatre jours minimum.  

 

Tableau 4 : Déroulement des processus de déshydratation et de clarification. 

Par la suite, les échantillons ont été montés dans une cuve transparente surmontée d’une lamelle 

(Menzel-Gläser) pour être observés au microscope confocal inversé (Nikon C1 ECLIPSE TE 

2000). 

 Ce microscope possède un pihnole de 1 µm, plusieurs objectifs dont un à huile, le x60, 

permettant d’obtenir une résolution maximale de 2048 x 2048 pixels. Il est couplé à quatre 

lasers comprenant les raies d’excitation suivantes : 405 nm, 488 nm, 562 nm et 635 nm.  

La détection de la fluorescence s’effectue par l’intermédiaire de trois détecteurs : 515-545 nm, 

590-640 nm et 650 nm avec un filtre passe-haut.  
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L’ensemble du système est géré par le logiciel EZ-C1 (Nikon) contrôlant les paramètres 

d’excitation, d’acquisition et de traitement des images. 

6. Cœurs humains 

 Dans le cadre d’un projet de recherche commun de l’IHU-LIRYC et le CHU de Bordeaux, 

l’opportunité a été offerte de pouvoir travailler sur des cœurs humains. Il s’agissait de cœurs  

de donneurs en état de mort cérébrale et dont le consentement pour le don d’organe  

(dans le contexte d’un prélèvement multiorganes) avait été accordé par la famille. Ces cœurs 

ont été rejetés pour la transplantation cardiaque en raison de pathologies ou de dysfonctions 

cardiaques (infarctus du myocarde ou fraction d’éjection trop basse < 40%) ou encore de l’âge 

trop avancé du donneur (> 65 ans). 

 Le prélèvement des cœurs a été réalisé par une équipe de chirurgien à l’Hopital Pellegrin, 

dans les mêmes conditions que celles éffectuées sur l’animal précedemment étudié  

(Cf. Méthodes 1.2). Après avoir été rincé et placé dans une solution de cardioplégie froide 

(Custodiol, EUSA Pharma) contenue dans de la glace, le cœur a été récupéré par les équipes  

de l’IHU-LIRYC environ 1 heure après le prélèvement. L’utilisation de ces cœurs de donneurs  

a été approuvée par l’Agence de Biomédecine. 

 Les mêmes techniques de cartographie optique, d’histologie et de clarification optique ont 

pu etre appliquées sur ces cœurs humains afin d’obtenir des données translationnelles et  

de pouvoir les comparer aux données animales déjà obtenues.  

7. Analyse statistique 

 Plusieurs types d’analyses statistiques ont été réalisés durant les différentes études de  

ce travail de thèse. L’ensemble des données a été exprimé sous la forme de moyenne ± écart-

type (ou SD pour « standard deviation ») et tous les tests statistiques ont été effectués par  

le logiciel SigmaPlot 12.0 (Systat Software, Inc). 

 Lors de la première étude (premier papier), la différence des APD80 locales lors  

de la stimulation du Purkinje ou de la stimulation de l’endocarde a été comparée à une valeur 

moyenne hypothétique de 0,0 ms par un test de Student sur un échantillon (* p<0,05).  
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Puis la comparaison des APD80 entre les groupes (Purkinje et endocarde stimulés) a été réalisée 

par un test de Student apparié (* p<0,05). 

 Pour la seconde étude (second papier), la différence entre les APD90 locales de l’endocarde 

et de l’épicarde suivant le site de stimulation, endocardique ou épicardique, a été déterminée 

par des tests de Student appariés (* p<0,05). Des tests ANOVA à un facteur sur des mesures 

répétées, suivis de tests de Holm-Sidak, ont été utilisés pour la comparaison des APD90 locales 

de la jonction Purkinje-muscle (PMJ) et de l’épicarde (* p<0,05), du PMJ et de l’endocarde  

(# p<0,05) et l’endocarde et de l’épicarde (ɸ p<0,05), suivant la stimulation du Purkinje.  

La comparaison du gradient transmural suivant le site de stimulation, fibres de Purkinje  

(* p<0,05), endocardique ou épicardique (ɸ p<0,05) a été déterminée par des tests ANOVA à 

un facteur, suivis de tests de Holm-Sidak. Ce test a également été utilisé pour définir  

les différences significatives (* p<0,05) entre les APD90 du PMJ suivant le site de stimulation. 

La comparaison des APD90, et des vitesses de conduction longitudinales et transversales entre 

les groupes contrôles et ischémiques a été réalisée par des tests de Student appariés (* p<0,05). 

 Concernant la troisième étude, la différence statistique entre les groupes de fibrillation 

ventriculaire localisées (PMJ et zone d’activation tardive) a été déterminée par un test  

de Wilcoxon (* p<0,05). Les différences statistiques lors de la comparaison de l’ensemble  

des groupes de fibrillation ventriculaire après ablation des PMJs ont été définies par un test  

de Kruskal-Wallis, suivie d’un test de Dunn’s (* p<0,05). Les différences statistiques au sein 

des groupes de fibrillation ventriculaire avant et après ablation des PMJs ont été déterminées 

par des tests de Student appariés (* p<0,05). 

 Pour la quatrième étude (troisième papier), la différence statistique a été évaluée par un test 

de Wilcoxon (* p<0,05). 

 Dans la cinquième étude, les APD90 globales de l’endocarde et de l’épicarde avant et après 

perfusion de la flécaïnide, ont été comparées par des tests de Kruskal-Wallis, suivie de tests  

de Dunn’s (* p<0,05). 

 Au cours de la sixième étude, les différences statistiques d’expression des ARNs  

de l’épicarde ou de l’endocarde entre le donneur présentant un syndrome de repolarisation 

précoce et les deux donneurs sains ont été déterminées par des tests ANOVA à deux facteurs, 

suivis de tests de Sidak (↑ p<0,05 et ↑↑↑ p<0,0001).  
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La différence significative entre les APD80 globales ou entre la triangulation de l’APD globale 

du donneur présentant un syndrome de repolarisation précoce et les trois donneurs sains a été 

définie par des tests ANOVA à un facteur, suivis de tests de Holm-sidak (*** p<0,0001). 
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Résultats 

 L’ensemble des résultats est présenté sous la forme de six études complémentaires. Les 

quatre premières études démontrent l’évolution de la compréhension du rôle des fibres de 

Purkinje dans l’hétérogénéité de repolarisation durant une activité normale ou pendant 

l’arythmie.  

 La première étude décrit le rôle des jonctions Purkinje-muscle (PMJs) dans la modulation 

locale de la durée de potentiel d’action sur le ventricule gauche de brebis. La seconde étude 

porte sur l’influence du réseau de Purkinje dans la mise en place des gradients transmuraux de 

repolarisation dans le myocarde sain et pathologique. La troisième étude décrit l’implication 

des PMJs lors de la fibrillation ventriculaire. La quatrième étude porte sur l’influence d’une 

structure spécialisée composée de fibres de Purkinje, comme substrat de la réentrée lors de la 

tachycardie ventriculaire ainsi que, sur des résultats complémentaires concernant l’étude 

tissulaire de la structure du réseau de Purkinje.  

 Dans un contexte préclinique, les deux dernières études se sont intéressées à l’hétérogénéité 

électrique du cœur humain lors de l’application d’un médicament anti-arythmique ou d’une 

pathologie cardiaque. 

 La cinquième étude illustre des résultats préliminaires concernant le rôle de la flécaïnide 

dans la modulation du gradient transmural de la durée de potentiel d’action chez le ventricule 

gauche humain. La sixième étude porte sur la caractérisation du substrat électrophysiologique 

du syndrome de repolarisation précoce chez un cœur humain.
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1. Influence de la jonction Purkinje-muscle sur l’hétérogénéité 
transmurale de repolarisation 

1.1. Contexte et objectif 

 Les myocytes ventriculaires de l’endocarde possèdent une durée de potentiel d’action (APD) 

plus longue que celles des myocytes épicardiques. Ceci génère une hétérogénéité transmurale 

de l’APD nécessaire à la repolarisation homogène des ventricules (Antzelevitch et al 1991, 

Nabauer et al 1996, Nerbonne & Kass 2005) et par conséquent un fonctionnement normal du 

cœur.  

 Cependant, au niveau tissulaire cette hétérogénéité intrinsèque de l’APD peut être modulée 

par des interactions électrotoniques entre les cellules (Laurita et al 1996). Ce phénomène est dû 

à l’existence d’un courant passif entre les cellules avoisinantes qui se produit en présence  

d’un gradient de potentiel. Ces interactions permettent la propagation du potentiel d’action (PA) 

mais peuvent également être présentes durant la repolarisation. L’effet électrotonique est 

important au sein des PMJs où il existe des interfaces de cellules avec des PAs de différentes 

morphologies. Cet effet se traduit par un gradient d’APD le long des fibres de Purkinje qui 

diminue à proximité de la jonction avec le myocarde. Cela ayant pour conséquence de générer 

une dispersion de la repolarisation qui peut être une source potentielle d’arythmogénèse 

(Myerburg et al 1972, Myerburg et al 1970). 

 Par ailleurs, des régions avec des APDs longues ont été précédemment enregistrées au 

niveau des couches internes du myocarde sur des préparations de ventricules isolés chez 

plusieurs espèces (Antzelevitch & Fish 2001) y compris chez l’homme (Glukhov et al 2010, 

Rouzioux 1990). Ces régions localisées ont été associées à un type de cellules spécialisées,  

les cellules M, qui possèdent des propriétés intermédiaires entre les cellules de Purkinje et  

les myocytes ventriculaires (Antzelevitch & Fish 2001, Antzelevitch et al 1991). Cependant,  

la caractérisation électrophysiologique et l’isolement de ces cellules M restent incomplets et 

controversés à ce jour. Néanmoins, il a été rapporté que ces régions hétérogènes de l’APD, 

identifiées comme des cellules M, peuvent se chevaucher avec l’emplacement des PMJs  

(Yan & Antzelevitch 1998, Yan et al 1998).  
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 Le but de cette étude était de déterminer si le couplage entre les cellules Purkinje et  

les myocytes ventriculaires au sein des PMJs pouvait conduire à une augmentation locale  

de l’APD ventriculaire, conduite par le système de Purkinje et en absence de cellules M, 

contribuant ainsi à la modulation de la dispersion transmurale de la repolarisation. Il s’agissait 

d’expériences de cartographie optique à partir de préparations de ventricules isolés et perfusés 

donnant accès aux fibres libres de Purkinje (Cf. Méthodes 1.3), complétées par des simulations 

informatiques reproduisant le modèle expérimental et les conditions auxquelles il était soumis. 

 L’ensemble de mes travaux pour cette étude a consisté à caractériser et étudier le modèle 

expérimental de ventricule gauche de brebis isolé et perfusé, stimulé par le réseau de Purkinje, 

afin d’identifier les PMJs et de définir leur potentiel pro-arythmogénique dans le myocarde 

sain. 

Cette étude a été publiée dans la revue Cardiovascular Research en 2014. 

1.2. Article 1 : Influence of the Purkinje-muscle junction on transmural 
repolarization heterogeneity 

 Les données supplémentaires de cet article se trouvent en annexe 1. 
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1.3. Conclusion 

 Cette étude révèle le rôle crucial des PMJs dans la modulation locale de l’APD qui peut 

potentiellement avoir un impact sur l’hétérogénéité de repolarisation transmurale. Pour la suite 

de nos expériences, il paraissait donc important de s’intéresser à la modulation de cette 

hétérogénéité transmurale de repolarisation en fonction de la séquence d’activation.
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2. Influence de la séquence d’activation sur l’hétérogénéité 
transmurale de la durée du potentiel d’action dans le myocarde 
sain et ischémique de brebis 

2.1. Contexte et objectif 

 Une hétérogénéité anormale de l’APD des ventricules peut être la conséquence de certaines 

pathologies cardiaques telles que l’insuffisance cardiaque ou l’ischémie aiguë du myocarde. 

Cette dernière conduit à un remodelage électrique des myocytes ventriculaires, diminuant  

le couplage cellulaire, réduisant la vitesse de conduction et augmentant ainsi l’hétérogénéité  

de l’APD (Cascio et al 1995, Shaw & Rudy 1997). Par ailleurs, il a précédemment été démontré 

que ce gradient transmural de l’APD pouvait être modulé par les influences électrotoniques 

chez le petit animal (Myles et al 2010, Walton et al 2013). En effet, lors de stimulations 

endocardiques, des prolongements de l’APD de l’endocarde ont été observés, et inversement 

lors de stimulations épicardiques avec des PAs plus longs au sein de l’épicarde. Cependant,  

ces résultats restent à confirmer chez les grands mammifères. 

 Les PMJs présentant des propriétés électrophysiologiques différentes des myocytes 

ventriculaires dont une augmentation de l’APD (Dun & Boyden 2008, Myerburg et al 1970), 

ont également été impliquées dans l’apparition d’arythmies idiopathiques (Haissaguerre et al 

2002a, Haissaguerre et al 2002b) ou d’arythmies consécutives à une ischémie du myocarde 

(Friedman et al 1973, Marrouche et al 2004). Notre précédente étude a notamment démontré 

que ces PMJs pouvaient contribuer à une hétérogénéité locale de l’APD (Walton et al 2014). 

 Le but de cette étude était de déterminer si la séquence d'activation jouait un rôle important 

dans la dispersion transmurale chez les grands mammifères et, si l'activation par le système  

de Purkinje pouvait moduler les gradients de repolarisation transmurale sur un myocarde sain 

ou ischémique. Plus précisément, si l’effet électrotonique maximal était retrouvé lors  

de la stimulation du Purkinje et si cette dernière possédait un rôle durant l’ischémie au niveau 

de l’hétérogénéité locale de l’APD au niveau des PMJs. Il s’agissait d’expériences  

de cartographie optique à partir de ventricules isolés et perfusés, stimulés par l'endocarde, 

l'épicarde ou les fibres de Purkinje, en condition contrôle ou ischémique et complétées par  

des simulations informatiques reproduisant le modèle expérimental et les conditions auxquelles 

il était soumis. 
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 Mes travaux pour cette seconde étude ont consisté à définir l’hétérogénéité transmurale  

de l’APD sur le modèle expérimental de ventricule gauche de brebis isolé et perfusé, suivant 

une activation normale ou en mimant une activation ectopique provenant du système  

de conduction, en condition contrôle ou ischémique. 

Cette étude est actuellement soumise à publication. 

2.2. Article 2 : Influence of the activation sequence on the transmural action 
potential duration heterogeneity in the healthy and ischemic sheep 
myocardium 

 Les données supplémentaires de cet article se trouvent en annexe 2. 
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2.3. Conclusion 

 Les résultats de cette étude mettent en évidence le rôle important de l'activation à travers  

le réseau de Purkinje dans la mise en place des gradients transmuraux de repolarisation dans  

le myocarde sain et ischémique. Pour la suite de nos expériences, il semblait intéressant  

de regarder l’implication directe du Purkinje lors de la fibrillation ventriculaire.
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3. Implication des jonctions Purkinje-muscle lors de la 
fibrillation ventriculaire 

3.1. Contexte et objectif 

 La fibrillation ventriculaire (FV) représente l’arythmie ventriculaire la plus grave car elle est 

mortelle au-delà de quelques minutes et constitue une cause majeure de mort subite. La FV est 

le plus souvent la conséquence de pathologies cardiaques comme l’infarctus du myocarde 

(Chan & Sy 2016).  

 Le système de Purkinje responsable de l’activation synchrone des ventricules a notamment 

été impliqué dans le déclenchement de la FV dans un large éventail de patients atteints  

de pathologies cardiaques structurelles (Marrouche et al 2004, Szumowski et al 2004) ou 

présentant un cœur apparemment normal (Haissaguerre et al 2002a, Haissaguerre et al 2002b). 

En outre, nos précédentes études ont permis de démontrer que la modulation de la dispersion 

de repolarisation par le système de Purkinje à travers les PMJs constituait un potentiel substrat 

pro-arythmogénique (Walton et al 2014).  

 L’ablation par cathéter des sources ectopiques provenant du réseau de Purkinje est  

un traitement très efficace contre la FV (Chan & Sy 2016, Haissaguerre et al 2002b, Marrouche 

et al 2004, Szumowski et al 2004). Cependant, l’identification des PMJs responsables  

du maintien de la FV reste à définir tout comme les mécanismes d’arythmies liés au réseau  

de Purkinje, afin de faciliter le développement des interventions visant à prévenir les arythmies 

cardiaques mortelles. 

 Le but de cette troisième étude était de déterminer si le système de Purkinje participait au 

maintien de la FV par le biais de ces PMJs actives et si l’ablation de ces jonctions permettait  

de ralentir la FV. Pour cela, des expériences de cartographie optique ont été réalisées sur  

des ventricules isolés et perfusés, stimulés par les fibres de Purkinje donnant ainsi accès aux 

PMJs actives. Puis des FVs ont été déclenchées par l’intermédiaire de stimulations de hautes 

fréquences du ventricule et une ablation des PMJs a été générée. 

 L’ensemble de mes travaux pour cette troisième étude consistait en la réalisation 

d’expériences de cartographie optique sur des ventricules gauches de brebis isolés et perfusés 

afin de définir le rôle du Purkinje dans le maintien de la FV. 



Résultats 

- 126 - 
 

3.2. Résultats préliminaires 

3.2.1. Localisation des jonctions Purkinje-muscle 

 Comme illustrée lors des précédentes études, la localisation des PMJs au cours  

de la stimulation des fibres de Purkinje a été réalisée à l’aide des cartes d’activation (AT), ainsi 

que, des cartes d’amplitude normalisée de la dérivée maximale de la dépolarisation du PA (VF) 

pour déterminer leur position au sein du myocarde (endocardique ou transmurale) (figure 32).  

 Pour rappel, la VF correspond à l’orientation du front de l’onde d’excitation par rapport à  

la surface imagée (Hyatt et al 2008, Walton et al 2012). Une VF faible correspond aux ondes  

se propageant en provenance de la surface imagée et, une VF forte donne l’inverse (figure 31). 

Ainsi l’activation par une PMJ transmurale devrait donner une VF forte alors qu’une VF faible 

devrait être observée pour une PMJ endocardique (Walton et al 2014).  

 

Figure 31 : Front de l’onde (isochrones blancs) se propageant de l’endocarde vers  

l’épicarde (A) ou l’inverse (B). La zone verte correspond au signal optique enregistré dans un pixel 

(flèche en pointillé) sur la surface épicardique et le cercle noir correspond à la VF.  

D’après Hyatt et al 2008. 

 Comme précédemment, l’intérêt s’est porté sur l’étude des PMJs endocardiques, en raison 

de leur impact sur l’hétérogénéité locale de l’APD endocardique et de leur similitude  

de localisation avec l’homme (Cf. Introduction 4.1). Néanmoins, le seuil de la VF 

ultérieurement de 0,22 a été augmenté à 0,30 afin d’obtenir un nombre plus important de PMJs 

endocardiques et sous endocardiques à étudier (figure 32). 
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Figure 32 : Cartes d’AT et de VF lors de stimulation de différentes fibres de Purkinje à 1 Hz.  

Les origines d’activation correspondant aux PMJs sont localisées par les flèches. Les isochrones 

correspondent à 10 ms d’espacement pour les cartes d’AT et 0,2 pour les cartes de VF. 

3.2.2. Influence des jonctions Purkinje-muscle sur la fibrillation ventriculaire 

 Des stimulations de hautes fréquences (10 ou 20 Hz) sur l’endocarde ont été effectuées afin 

de générer une FV du ventricule gauche (VG) (N = 6), puis des enregistrements ont été acquis 

lors des temps 0, 2 et 4 minutes suivant la FV. Des temps plus longs de FV risquaient 

d’endommager la préparation avec des arythmies impossibles à défibriller.  

 Les résultats préliminaires des cartes de fréquence dominante (FD) et d’indice de régularité 

(IR) (mesurant la régularité de la distribution des fréquences observées) ont montré pour  

les premiers temps de la FV, 0 et 2 minutes, une FD globale d’environ 5 Hz directement corrélée 

avec la localisation des PMJs possédant un IR important, compris entre 0,45 et 0,55. Cependant, 

après 4 minutes, la FV est devenue plus complexe avec une augmentation de la FV globale ainsi 

qu’un impact plus faible des PMJs dû à un IR diminué (0,25 à 0,48) (figure 33 A).  
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Figure 33 : A. Cartes de fréquence dominante (FD) et d’indice de régularité (IR) lors de  

la fibrillation ventriculaire (FV) à 0, 2 et 4 minutes. Les isochrones sont respectivement de 1 Hz et 0,1. 

Les flèches correspondent aux PMJs précédemment identifiées. B. Moyenne ± SD des FDs et des IRs 

de la FV globale ou localisée des PMJs ou des zones d’activation tardive (LA) lors des temps totaux 

de la FV. Les données proviennent de N = 6 et * indique p<0,05. 

Ainsi, comme précédemment démontré (Huang et al 2014), les PMJs semblent participer au 

maintien de la FV et ce dès les premières minutes. Néanmoins l’analyse statistique des IRs aux 

différents temps de la FV n’a pas démontré un impact significatif des PMJs durant  

les premiers temps de la FV (données non présentées).  



Résultats 

- 129 - 
 

Notons que d’autres zones avec des IRs importants ont été observées, ces zones peuvent 

potentiellement correspondre à d’autres PMJs non identifiées. Par ailleurs, la sommation  

des différents temps de FV a permis de démontrer une différence significative entre les PMJs 

et les zones d’activation tardive  (ou LA pour « late activation ») du ventricule, avec  

une fréquence plus élevée au sein des PMJs (4,5 ± 1,0 Hz vs 4,0 ± 0,9 Hz) (figure 33 B), ce qui 

leur confère un rôle moteur dans le maintien de la FV. 

3.2.3. Impact de l’ablation des jonctions Purkinje-muscle sur la fibrillation 

ventriculaire 

 Après acquisition des différents temps de FV, la préparation a été défibrillée afin de retrouver 

un rythme normal lors de stimulations basales. L’ensemble des PMJs identifiées sur les cartes 

d’AT a été ablaté car la localisation de leur origine n’était pas possible durant l’expérimentation, 

mais seules les PMJs sous endocardiques ont été conservées pour l’analyse. L’ablation sur  

les VGs (N = 3) a été réalisée par radiofréquence à 30 W durant 15 secondes à l’aide  

d’un cathéter (Stockert EP-Shuttle, Biosense Webster). Ces conditions sont différentes  

des conditions cliniques (50-60 W durant 60-120 s) (Haissaguerre et al 2002a, Haissaguerre et 

al 2002b, Marrouche et al 2004) car l’objectif était de cibler seulement les PMJs sous 

endocardiques (figure 34). Puis des FVs ont été induites comme précédemment par  

des stimulations de hautes fréquences et des enregistrements des différents temps de la FV  

(0, 2 et 4 minutes) ont été réalisés. 

 Après ablation des PMJs, les résultats préliminaires ont montré une nette diminution de la 

FV avec une FD globale d’environ 2 Hz et une diminution importante des FDs (1 à 1,8 Hz) et 

des IRs (0,11 à 0,38) des PMJs pour tous les temps de FV a été observée sur les cartes  

(figure 35 A). Ainsi, les PMJs ne semblent plus avoir d’effet sur la FV au cours du temps.  

De manière intéressante, la sommation des différents temps de FV a démontré une perte de la 

différence significative de la FD entre les PMJs et les LA, mais également, l’apparition  

de différences significatives entre la FV globale et la FV localisée des PMJs et celle des LA 

(respectivement de 2,0 ± 0,1 Hz ; 3,4 ± 0,9 Hz et 3,1 ± 0,7 Hz) (figure 35 B). Les PMJs 

n’apparaissent donc plus impliquées dans la FV après ablation de ces dernières. 
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Figure 34 : Sections transmurales de ventricule gauche de brebis après ablation des PMJs. 

Coloration au chlorure de triphényltétrazolium accentuant la différence entre les tissus sains  

au métabolisme actif (rouge) et les tissus nécrosés au métabolisme inactif (blanc) (cercle rouge). 

ENDO : endocarde, EPI : épicarde, MP : muscle papillaire. 
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Figure 35 : A. Cartes de FD et d’IR durant une FV de 0, 2 et 4 minutes après ablation des PMJs. 

B. Moyenne ± SD des FDs et des IRs de la FV globale ou localisée des PMJs ou des LA lors  

des temps totaux de la FV après ablation des PMJs. Les données proviennent de N = 3  

et * indique p<0,05. 
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3.2.4. Fibrillation ventriculaire avant et après ablation des jonctions Purkinje-muscle 

 En comparant la sommation des différents temps de la FV avant et après ablation,  

une diminution significative d’un facteur 2 de la FV globale a été observée (p<0,05).  

De la même manière, une diminution significative de la FV localisée aux PMJs et de la FV 

localisée aux LA a également été observée (p<0,05) mais de facteur plus faible de 1,3  

(figure 36). Ainsi, ces premiers résultats de l’ablation localisée des PMJs semblent bien 

démontrer un impact significatif sur la FV globale mais aussi sur la FV localisée des PMJs et 

des LA. 

 

Figure 36 : Moyenne ± SD des FDs de la FV globale ou localisée des PMJs ou des LA  

lors des temps totaux de la FV avant et après ablation (aA) des PMJs.  

Les données proviennent de N = 3 et * indique p<0,05. 

3.2.5. Analyse de l’activité focale et des « rotors » de la fibrillation ventriculaire avant 

et après ablation 

 L’analyse des activités focales et des « rotors » de la FV a également été générée par  

un programme implémenté dans Matlab. L’activité focale d’une arythmie correspond au 

nombre de fois ou le « breakthrough », c’est-à-dire l’émergence de l’activité électrique,  

est retrouvé au même endroit sur la surface non stimulée, ici l’endocarde. Le « rotor » ou onde 

électrique en spirale se caractérise par une activité électrique en rotation autour d’un centre, 

maintenue pendant quelques centaines à des milliers de cycles couvrant plusieurs minutes.  
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Le « rotor » correspond ainsi aux circuits de réentrée fonctionnelle à haute fréquence  

(Pandit & Jalife 2013). Cette analyse consistait à mesurer la distance entre les PMJs et  

les différents « breakthrough » et « rotors » durant la FV et ce, avant et après l’ablation  

des PMJs. Le seuil du « rotor » a été fixé au nombre de 2, c’est-à-dire, qu’il devait tourner au 

moins deux fois pour être considéré comme un « rotor ». 

 Les résultats préliminaires n’ont montré aucune différence des activités focales ou  

des « rotors » avant ou après ablation des PMJs. Cependant, une tendance avec une 

augmentation de la distance entre d’une part les PMJs et les « breakthrough » (12 ± 4 mm  

vs 16 ± 9 mm) et d’autre part entre les PMJs et les « rotors » (14 ± 7 mm vs 15 ± 16 mm) après 

ablation a été observée (figure 37). Ainsi, les PMJs pourraient potentiellement être impliquées 

dans la mise en place des « rotors » de la FV et pourraient correspondre aux activités focales 

retrouvées lors de cette dernière. 

 

Figure 37 : Moyenne ± SD des distances entre les PMJs et les « breakthrough » et entre les PMJs et 

les « rotors » lors des temps totaux de la FV avant et après ablation (aA) des PMJs.  

Les données proviennent de N = 3. 
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3.3. Discussion et conclusion 

 Les résultats préliminaires suggèrent un rôle des PMJs dans le maintien de la FV et ce,  

lors des premières minutes de l’arythmie. Ces premiers résultats mettent également en évidence 

les effets positifs d’une ablation par radiofréquences de durée et de puissance plus faibles dans 

le ciblage des PMJs endocardiques. Cependant l’ensemble de ces arguments doit évidemment 

être vérifié par d’autres expériences en raison du nombre insuffisant de ventricules testés.  

Par ailleurs des expériences avec des protocoles d’ablation des PMJs de manière aléatoire 

doivent être également envisagées pour confirmer l’impact de l’ablation ciblée. De plus,  

ces premiers résultats analysent seulement la FV et l’effet de l’ablation au niveau  

de l’endocarde, or, chez la brebis les PMJs sont transmurales. Il semble donc important  

de regarder les effets de la FV au niveau de l’épicarde mais également d’envisager une ablation 

plus transmurale des PMJs. 

 Pour la suite de nos expériences, il semblait pertinent de s’intéresser plus particulièrement à 

l’architecture et l’organisation tridimensionnelle de ces jonctions. 
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4. Structure compartimentée de la bande modératrice 
fournissant un substrat de macro-réentrée pour la tachycardie 
ventriculaire 

4.1. Contexte et objectif 

 La bande modératrice (BM) est une structure musculaire, contenant des fibres de Purkinje, 

isolée du reste du cœur et qui est retrouvée chez de nombreuses espèces (Gettes & Surawicz 

1968, Morita et al 1991) y compris chez l’homme (Abouezzeddine et al 2010). Elle s’étend du 

septum antérieur jusqu’à la paroi libre du ventricule droit (VD). Son architecture très organisée 

et composée de nombreux myocytes cardiaques (Morita et al 1991), a tout d’abord fait penser 

que sa fonction était de contrôler la distension du VD mais il a été démontré par la suite que  

la BM constituait une branche importante du réseau de conduction du VD (Gettes & Surawicz 

1968). 

 Par ailleurs, des études récentes ont montré que la BM constituait un site d’origine connu  

de contraction prématurée des ventricules induisant des arythmies chez des patients souffrant 

de fibrillation ventriculaire idiopathique (Sadek et al 2015). Cependant, l’origine des sources 

liées aux Purkinje atteint seulement 50%, ce qui amène à penser que les ectopies restantes 

proviennent d’origines myocardiques. 

 Le but de cette étude était d’étudier le couplage entre les différents compartiments ainsi que 

la cinétique de propagation électrique et l’hétérogénéité de repolarisation qui existent entre  

la BM, le septum et la paroi libre du VD. Pour cela des expériences de cartographie optique ont 

été réalisées sur des ventricules isolés et perfusés, complétées par des simulations informatiques 

mais également par des études histologiques de la BM. 

 Mes travaux pour cette étude se sont portés sur l’étude histologique des BM de brebis afin 

de caractériser l’architecture du réseau de Purkinje et de mieux comprendre son interaction avec 

le myocarde ventriculaire. Ces mêmes études histologiques ont été reproduites sur des BM 

humaines dans le but d’obtenir des données translationnelles comparables. Ces travaux ont 

permis de faire le lien entre la structure des BM et les mécanismes d’arythmies mis en évidence 

par cartographie optique par le Dr Richard Walton. 

Cette étude est actuellement soumise à publication. 
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 En parallèle de cette étude, mes travaux se sont orientés sur l’étude histologique de la paroi 

libre du ventricule gauche de la brebis et de l’homme. Une technique plus récente  

de clarification optique du tissu a notamment été mise en place pour obtenir des informations 

sur la structure en trois dimensions du réseau de Purkinje. Cette partie est présentée en résultats 

complémentaires. 

4.2. Article 3 : Compartmentalized structure of the moderator band provides 
a substrate for macroreentrant ventricular tachycardia 

 Les données supplémentaires de cet article se trouvent en annexe 3. 
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4.3. Résultats complémentaires 

4.3.1. Différence de structure entre le ventricule gauche de brebis et le ventricule 

gauche humain 

 La structure isolée de la BM a permis de faciliter l’identification des cellules de Purkinje 

(CP) au trichrome de Masson, de par leur isolement du reste des cardiomyocytes par  

du collagène.  

 Cependant, la localisation de ces cellules au sein du myocarde ventriculaire humain reste 

moins évidente voire impossible avec ce type de coloration (figure 38). Contrairement au 

modèle de brebis ou les CP sont rapidement identifiables de par leur plus grande taille,  

leur coloration distincte et leur isolement des myocytes ventriculaires par le collagène  

(figure 39), les CP humaines ne possèdent pas de différence visuelle de taille ou de coloration 

permettant de les différencier du reste du myocarde, comme décrit précédemment (Lee et al 

2004, Ono et al 2009). Néanmoins, la coloration des CP chez le myocarde de brebis a permis 

de confirmer leur localisation transmurale ainsi que leur co-localisation avec les vaisseaux 

sanguins (figure 39 A-B). La présence d’un tapis de CP à la surface de l’endocarde a également 

été mise en évidence, cependant, l’identification des PMJs ou des cellules de transition au sein 

du ventricule gauche de brebis n’a pas été possible avec la coloration au trichrome de Masson 

(figure 40). C’est pourquoi la technique de clarification optique a été utilisée. 



 

 

 

Figure 38 : Coloration du ventricule gauche humain au trichrome de Masson. Coupes transversales au x4 (A) et x10 (B) et coupes longitudinales  

au x4 (C) et x10 (D). C : collagène, L : lipides, M : myocarde, V : vaisseaux sanguins. 
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Figure 39 : Coloration du ventricule gauche de brebis au trichrome de Masson. Coupes transversales au x4 (A) et x10 (B) et coupes longitudinales  

au x4 (C) et x10 (D). C : collagène, L : lipides, M : myocarde, P : cellules de Purkinje, V : vaisseaux sanguins. 
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Figure 40 : Coupes longitudinales du ventricule gauche de brebis au x4 (A), x10 (B) et x40 (C).  

C : collagène, L : lipides, M : myocarde, P : cellules de Purkinje. 

4.3.2. Résultats préliminaires de la reconstruction en trois dimensions de la paroi libre 

du ventricule gauche de brebis et du ventricule gauche humain 

 Dans le cadre d’un projet de collaboration internationale avec l’Université d’Auckland en 

Nouvelle Zélande, la technique de clarification optique du tissu au salicylate de méthyle a pu 

être mise en place. Cette méthode couplée à la microscopie confocale a permis d’obtenir  

des premiers résultats concernant l’architecture en trois dimensions du myocarde ventriculaire, 

via un marquage spécifique du plasma membranaire des myocytes du ventricule. En effet, 

l’utilisation d’un anticorps, le WGA (pour « wheat germ agglutinin ») conjugué Alexa Fluor® 

633 (Invitrogen), qui se fixe spécifiquement aux glycoprotéines des membranes cellulaires 

(dilution 1 : 200) a permis la visualisation au microscope confocal (excitation : 635nm, 

émission : 650 nm avec un filtre passe-haut) de la paroi libre du ventricule gauche chez la brebis 

(figure 41) mais aussi chez l’homme (figure 42), avec une résolution de 0,41x0,41x2 µm et  

une profondeur maximale de la surface vers l’intérieur du tissu respectivement de 129 et 136 

µm. 
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Figure 41 : Reconstruction en trois dimensions de la paroi libre du ventricule gauche de brebis.  

Marquage du plasma membranaire (blanc) par le WGA au x60, en volume (A),  

en coupes axiale (B), coronale (C) et sagittale (D). 

 Ces résultats préliminaires montrent une nouvelle possibilité pour obtenir la caractérisation 

des PMJs dans le futur. En effet, cette technique couplée à d’autres anticorps, tels que  

les anticorps anti-connexines 40 et 43, permettrait de mieux comprendre et interpréter  

la configuration des PMJs et des cellules voisines. Ici, il s’agit simplement d’illustrer nos 

résultats via un logiciel de visualisation Seg3D2® (National Institutes of Health), cependant, 

des mesures plus quantitatives peuvent également être effectuées via l’utilisation d’autres 

logiciels comme ImageJ (National Institutes of Health). Cette technique permettrait 

d’approfondir et de compléter certains paramètres pour les modèles de simulations 

informatiques dans le but de déterminer la fonction et les caractéristiques des jonctions actives. 
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Figure 42 : Reconstruction en trois dimensions de la paroi libre du ventricule gauche.  

Marquage du plasma membranaire (blanc) par le WGA au x60, en volume (A),  

en coupes axiale (B), coronale (C) et sagittale (D). 

4.4. Conclusion 

 La première partie des résultats de cette étude met en évidence un nouveau mécanisme par 

lequel la BM fournit elle-même un substrat pour la tachycardie ventriculaire. Les résultats 

complémentaires de cette étude montrent la difficulté d’identification du Purkinje entre  

les espèces mais également la complexité de mise en évidence des PMJs. Pour la suite de nos 

expériences, une étude comparative chez l’homme constituait une réelle opportunité dans  

la compréhension de mécanismes sous-jacents à certains médicaments ou pathologies 

cardiaques, impossible à caractériser lors de l’analyse clinique. 
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5. Modulation de l’hétérogénéité transmurale de la durée du 
potentiel d’action par la flécaïnide chez l’homme 

5.1. Contexte et objectif 

 Comme il a été démontré lors des deux premières études, l’hétérogénéité transmurale  

de l’APD joue un rôle important dans la coordination de la repolarisation des ventricules. 

Cependant, une hétérogénéité anormale de l’APD des ventricules peut contribuer au 

déclenchement de l’arythmie (Glukhov et al 2010, Kuo et al 1983). De plus, il a été prouvé que 

ce gradient d’APD pouvait être modulé par la séquence d’activation chez le petit animal  

(Myles et al 2010, Walton et al 2013) et les résultats de la seconde étude ont également 

démontré que la séquence d’activation jouait un rôle important dans la dispersion transmurale 

chez la brebis, notamment par l’activation du système de Purkinje qui peut moduler  

les gradients de repolarisation transmurale. 

 Dans le cadre du projet de recherche commun de l’IHU-LIRYC avec le CHU de Bordeaux 

sur des cœurs de donneurs humains rejetés pour la transplantation cardiaque (Cf. Méthodes 6), 

l’opportunité unique s’est présentée de mettre en place les protocoles expérimentaux appliqués 

chez l’animal directement sur des cœurs humains afin d’obtenir des données comparables. 

 Le but de l’étude était donc de déterminer l’influence de la séquence d’activation sur  

le gradient transmural de l’APD chez le cœur humain, mais également de s’intéresser à l’effet 

d’un médicament, la flécaïnide, un agent anti-arythmique de classe 1c, sur la repolarisation 

ventriculaire. La flécaïnide, qui est un inhibiteur non spécifique des canaux sodiques,  

est un traitement largement utilisé contre la fibrillation des oreillettes. Cependant, elle peut 

avoir des effets secondaires pro-arythmogènes dans certaines pathologies cardiaques comme 

l’infarctus du myocarde (Andrikopoulos et al 2015). Des études récentes ont notamment 

suggéré des effets inhibiteurs de ce médicament sur les canaux potassiques (Andrikopoulos et 

al 2015, Tamargo et al 2004), mais son potentiel impact sur la repolarisation des ventricules 

humains reste inconnu à ce jour. Il s’agissait donc de réaliser les mêmes expériences  

de cartographie optiques que chez la brebis, à partir de ventricules isolés et perfusés, stimulés 

sur l'endocarde ou l'épicarde, avant et après ajout de flécaïnide (1 µM) (Andrikopoulos et al 

2015). 
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 L’ensemble de mes travaux pour cette étude a consisté à participer aux expériences  

de cartographie optique sur les ventricules gauches humains ainsi qu’à l’analyse préliminaire 

des données obtenues. 

5.2. Résultats préliminaires 

5.2.1. Données cliniques des donneurs 

 Les cœurs des donneurs ne possédaient pas d’anomalies structurelles et leur fraction 

d’éjection était normale (> 40%), ils ont été rejetés pour la transplantation cardiaque en raison 

de leur âge trop avancé (> 65 ans) (figure 43). 

 

Figure 43 : A. Ventricule gauche coté endocardique et épicardique. MP : muscle papillaire,  

flèches : fibres de Purkinje. B. Tableau récapitulatif des informations cliniques des donneurs.  
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5.2.2. Donneur n°1 : femme de 67 ans 

 Après normalisation et filtrage des signaux optiques (Cf. Méthodes 2.6), l’extraction  

des valeurs d’APD pour chaque pixel de la surface endocardique ou épicardique a été générée 

via l’utilisation d’un programme personnalisé (Pv-Wave 9.5, Rogue Wave Software, Inc).  

Ces premiers résultats correspondent donc à une analyse spatiale de l’APD dans l’axe 

transmural sur l’ensemble de la préparation.  

 Les cartes d’activation (AT) de l’endocarde et de l’épicarde ont révélé une augmentation  

de l’AT total après 15 minutes de perfusion avec la flécaïnide (73 ms versus 85 ms et 34 ms 

versus 57 ms ; respectivement) lors de la stimulation de l’endocarde à 1 Hz (figure 44 A). 

Concernant la mesure des APDs globales, une différence significative entre les APD90  

de l’endocarde (397 ± 41 ms) et de l’épicarde (274 ± 76 ms) a été observée en condition contrôle 

lors de la stimulation à 1 Hz de l’endocarde. Cette différence significative a également été 

retrouvée lors de la stimulation de l’endocarde à 2,5 Hz (endocarde : 276 ± 36 ms,  

épicarde : 175 ± 44 ms). Après ajout de la flécaïnide, le gradient significatif entre les APD90  

de l’endocarde et de l’épicarde est toujours maintenu à 1 Hz (p<0,05), même si diminué.  

De manière surprenante, à 2,5 Hz, ce gradient toujours significatif s’est retrouvé inversé après 

perfusion de la flécaïnide (endocarde : 251 ± 47 ms, épicarde : 330 ± 86 ms) (figure 44 B). 

5.2.3. Donneur n°2 : homme de 74 ans 

 Les cartes d’AT de l’endocarde et de l’épicarde du second donneur ont montré, tout comme 

chez le premier donneur, une augmentation de l’AT total après perfusion de la flécaïnide  

(44 ms versus 73 ms et 25 ms versus 45 ms ; respectivement) (figure 45 A). Cependant, à 1 Hz 

la différence significative entre les APD90 de l’endocarde (435 ± 69 ms) et de l’épicarde  

(364 ± 60 ms) est moins prononcée en condition contrôle par rapport au premier donneur.  

Ce gradient significatif est maintenu après ajout de la flécaïnide mais comme pour le premier 

donneur, il est diminué. A 2,5 Hz en condition contrôle, le gradient est toujours significatif mais 

se retrouve inversé (endocarde : 282 ± 32 ms, épicarde : ± 290 59 ms) et après perfusion  

de la flécaïnide il disparait (figure 45 B). 
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Figure 44 : A. Cartes d’AT et d’APD de l’endocarde (ENDO) et de l’épicarde (EPI) lors  

de stimulations de l’ENDO à 1 Hz, marqué par (*), en condition contrôle (CTL) et après perfusion  

de flécaïnide (FLECA) durant 15 minutes. Les isochrones correspondent à 10 ms d’espacement.  

B. Moyenne ± SD des APD90 de l’ENDO et de l’EPI pour une stimulation de l’ENDO à 1 ou 2,5 Hz, 

avant et après perfusion de FLECA. * indique p<0,05. 
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Figure 45 : A. Cartes d’AT et d’APD de l’ENDO et de l’EPI lors de stimulations de l’ENDO  

avant et après ajout de FLECA. B. Moyenne ± SD des APD90 globales de l’ENDO et de l’EPI  

pour une stimulation de l’ENDO à 1 ou 2,5 Hz, avant et après perfusion de FLECA.  

* indique p<0,05.  
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5.2.4. Donneur n°3 : homme de 70 ans 

 Des résultats similaires au second donneur ont été retrouvés chez le troisième donneur,  

avec une différence significative entre les APD90 de l’endocarde (420 ± 33 ms) et de l’épicarde 

(394 ± 42 ms) lors de la stimulation à 1 Hz de l’endocarde. Cette différence était aussi moins 

prononcée par rapport à celle observée chez le premier donneur. Après perfusion  

de la flécaïnide, ce gradient était fortement réduit à 2 Hz (endocarde : 442 ± 22 ms,  

épicarde : 421 ± 33 ms) par rapport à la condition contrôle (endocarde : 446 ± 25 ms,  

épicarde : 404 ± 36 ms) (figure 46). 

 

Figure 46 : Moyenne ± SD des APD90 globales de l’ENDO et de l’EPI lors de stimulations de l’ENDO 

à 1 ou 2 Hz, avant et après perfusion de FLECA. * indique p<0,05. 

5.2.5. Gradients transmuraux des trois donneurs 

 A 1 Hz, aucune modification du gradient transmural de l’APD90 n’a été observée après 

perfusion de la flécaïnide (73 ± 49 ms versus 43 ± 13 ms). De manière intéressante, à une 

fréquence de stimulation plus élevée (> 2 Hz) le gradient de l’APD90 est retrouvé inversé  

(33 ± 5 9 ms versus - 24 ± 48 ms). Cet effet était le plus prononcé chez le premier donneur  

(101 ms versus - 79 ms) (figure 47). 



Résultats 

- 176 - 
 

 

 

Figure 47 : Moyenne ± SD des gradients transmuraux de l’APD90 des 3 donneurs, en condition CTL 

ou FLECA et pour une stimulation de l’ENDO à 1 Hz ou > 2 Hz. 

5.3. Discussion et conclusion 

 Les résultats préliminaires suggèrent un rôle de la flécaïnide dans la modulation du gradient 

transmural d’APD chez le ventricule gauche humain et ce, de manière dépendante  

de la fréquence de stimulation. Ces premiers résultats mettent en évidence un effet 

potentiellement inhibiteur de la flécaïnide sur les canaux potassiques et de préférence dans 

l'épicarde. Par ailleurs, il semblerait exister une différence potentielle entre les hommes et  

les femmes, cet argument doit évidemment être confirmé par d’autres expériences. L’influence 

de la séquence d’activation suivant le site de stimulation (épicarde et fibres de Purkinje) doit 

également être étudiée et envisagée dans les prochaines expériences.
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6. Substrat électrophysiologique du syndrome de repolarisation 
précoce chez l’homme 

6.1. Contexte et objectif 

 Le syndrome de repolarisation précoce (ou ERS pour « Early Repolarization Syndrome ») 

est associé à une augmentation du risque de développer une fibrillation ventriculaire (FV) 

précédant la mort subite cardiaque, avec une prévalence comprise entre 3-24% dans  

la population générale et plus élevé chez les athlètes (~ 36%) ou les survivants à de la FV 

idiopathique (31-42%) (Biasco et al 2013, Haissaguerre et al 2008, Nam et al 2008, Rosso et al 

2008, Serra-Grima et al 2015). L’ERS correspond à des anomalies électrocardiographiques 

caractérisées par une ascension du point J (jonction entre le QRS, onde de dépolarisation et 

contraction des ventricules, et le ST, repolarisation des ventricules), une onde J avec ou sans 

élévation du segment ST ou un empâtement terminal du complexe QRS (figure 48). 

 

Figure 48 : Différents types d’électrocardiogrammes présentant une repolarisation précoce.  

Adapté de Perez et al 2012. 
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 Le substrat sous-jacent à l’ERS est actuellement en cours de débat et se divise en deux 

hypothèses, la repolarisation précoce ou l’activation tardive. Dans la première hypothèse, 

l’onde J serait le résultat d’une augmentation du gradient transmural, principalement due  

au courant Ito lors de la phase 1 de repolarisation précoce qui résulterait en une perte du dôme 

et un fort raccourcissement du PA de l’épicarde (Cf. Introduction 2.2). Dans la seconde 

hypothèse, l’élévation du segment ST et l’empâtement du QRS seraient la conséquence  

d’une augmentation de la complexité de la séquence d’activation avec des différences locales 

du AT transmural résultant de sites avec une activation tardive (Boineau 2007) 

 Le but de cette étude était de comprendre les mécanismes contribuant à l’ERS qui sont 

impossibles à déterminer seulement à partir de données cliniques. Il s’agit pour la première fois, 

de l’examen détaillé d’un cœur humain présentant un ERS. Ce cœur a été étudié de manière  

ex vivo en utilisant un éventail d’approches pour déterminer ses propriétés génétiques, 

fonctionnelles et structurelles sous-jacentes. Ce cas a été comparé directement aux cœurs  

de donneurs de trois individus en bonne santé. 

 L’ensemble de mes travaux pour cette sixième étude s’est tourné vers l’analyse histologique 

des ventricules gauches des différents donneurs afin de déterminer s’il existait  

un remodelage structurel du tissu chez le cœur présentant un ERS par rapport aux trois cœurs 

des donneurs en bonne santé. 

6.2. Résultats 

6.2.1. Données cliniques des donneurs 

 Les cœurs des différents donneurs provenaient de deux femmes et deux hommes possédant 

un âge comparable (69 ± 4 ans). Cependant, le cœur du donneur présentant un ERS présentait 

des dysfonctions hémodynamiques avec une fraction d’éjection basse de 30% et  

des dysfonctions électriques avec des contractions ventriculaires prématurées mais surtout 

l’élévation du segment ST, identifiée par des flèches sur les tracés de l’électrocardiogramme 

(ECG) et localisée dans la partie latérale du ventricule gauche (VG). Les trois autres cœurs  

des donneurs ne présentaient pas d'anomalies cardiovasculaires antérieures (figure 49). 
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Figure 49 : A. Ventricule gauche coté endocardique et épicardique. MP : muscle papillaire. 

B. Electrocardiogramme du donneur présentant un ERS. C. Tableau récapitulatif  

des informations cliniques des donneurs.  

6.2.2. Différence d’expression des ARNs transmuraux  

 Des échantillons très fins de l’endocarde et de l’épicarde des VGs des différents donneurs 

ont été prélevés et immédiatement congelés dans de l'azote liquide. Les tissus ont ensuite été 

stockés à - 80°C jusqu'à analyse de l’expression de leurs ARNs selon la technique de puce à 

ADN. Cette méthode repose sur le principe de transcription inverse des ARNs en ADN 

complémentaires (ADNc) et sur l’hybridation de ces ADNc aux différentes sondes que possède 

la puce à ADN (Charron et al 2015).  
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 Une augmentation significative de l’expression des ARNs codants pour le courant Ito a été 

observée avec un effet plus prononcé au niveau de l’épicarde, ce qui peut correspondre à  

un argument en faveur d’une repolarisation précoce chez le VG du donneur présentant un ERS. 

Il a également été observé une augmentation significative de l’expression des ARNs codants 

pour les connexines 40 et 43 au sein de l’épicarde, traduisant une augmentation  

de l’hétérogénéité de l’activation mais aussi un gradient potentiel entre l’épicarde et l’endocarde 

qui peut être un argument contraire à une activation tardive de l’endocarde. De manière 

surprenante, une augmentation significative des ARNs codants pour le courant ICa avec  

une prédominance au sein de l’épicarde a été démontrée, cela s’oppose à l’augmentation de Ito 

mais aussi à l’hypothèse d’une repolarisation précoce. La diminution significative des ARNs 

codants pour le courant IKr ne définit pas de gradient entre l’épicarde et l’endocarde, quand à  

la diminution significative de l’expression de l’ARNs de la SERCA, elle traduit potentiellement 

une modification régionale de la libération de calcium (figure 50). 

 

Figure 50 : Différences d’expression des ARNs de l’épicarde (EPI) ou de l’endocarde (ENDO)  

entre les ventricules gauches du donneur présentant un ERS et des donneurs sains 1 et 2.  

↑ ou ↓ indique p<0,05 et ↑↑↑ ou ↓↓↓ indique p<0,0001. 
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6.2.3. Facteurs de repolarisation précoce  

 Une diminution significative de l’APD80 globale (235 ± 32 ms) a été observée chez le VG 

du donneur présentant un ERS en comparaison des VGs des donneurs en bonne santé  

(donneur sain 1 : 256 ± 17 ms, donneur sain 2 : 262 ± 19 ms, donneur sain 3 : 313 ± 17 ms)  

lors de stimulations de l’endocarde à 2 Hz. De la même manière, un raccourcissement apparent 

de l’APD20 globale et ainsi de la phase 1 de repolarisation précoce a également été observé avec 

une diminution significative de la triangulation de l’APD chez le VG du donneur ERS 

(p<0,0001) (figure 51 B). Par ailleurs, les cartes d’APD ont également montré un gradient 

d’APD avec une préférence d’APD plus courte au niveau la paroi libre latérale du VG  

du donneur ERS ce qui correspond bien à l’ECG clinique (figure 51 A). 

 

 

Figure 51 : A. Potentiels d’action du donneur ERS et des donneurs sains (DS) et cartes d’APD80 et 

d’APD20 pour les ventricules gauches du donneur ERS et du DS1 lors de stimulations de l’endocarde  

à 2 Hz, marqué par (*). Les isochrones sont de 20 ms d’espacement. B. Moyenne ± SD des APD80 et 

de la triangulation des APDs pour les différents donneurs. *** indique p<0,0001. 
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6.2.4. Facteurs d’activation tardive  

 Les cartes d’activation correspondantes, lors de la stimulation de l’endocarde à 2 Hz, ont 

démontré la présence d’une ligne de bloc de conduction dans la partie latérale du VG du 

donneur ERS, ce qui se traduit par un prolongement de l’AT total (167 ms) comparé aux VGs 

des trois autres donneurs (donneur sain 1 : 102 ms, donneur sain 2 : 72 ms,  

donneur sain 3 : 123 ms) (figure 52 A). De manière intéressante, lors de la stimulation  

de l’épicarde à 2,5 Hz du VG du donneur ERS, des alternances de conduction ont été observées. 

Il s’agit d’alternances entre deux PAs successifs avec un profil d’activation différent : présence 

ou absence du bloc de conduction précédemment observé (figure 52 B). La stimulation 

épicardique surmonterait ainsi partiellement ce bloc de conduction. 

 

 

Figure 52 : A. Cartes d’AT des ventricules gauches du donneur ERS et du donneur sain (DS1) et  

AT total sur tout le champ de vue pour les différents donneurs lors de stimulations de l’endocarde  

à 2 Hz. B. Alternances de conduction observées chez l’ERS lors de stimulations de l’épicarde à 2,5 

Hz. Les isochrones sont de 10 ms d’espacement. 
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6.2.5. Absence de remodelage structurel  

 Après l’acquisition optique, les différents VGs ont été fixés dans du formaldéhyde 4% durant 

4 heures par perfusion des coronaires puis conservés à 4°C sous agitation. Le VG du donneur 

ERS a ensuite été immergé dans une huile Fomblin qui augmente le contraste entre le tissu et 

l’extérieur, avant d’être placé dans une IRM de 9.4 Tesla (Bruker Corporation) permettant 

d’acquérir des données de haute résolution isotrope de 200 µm.  

 Les images IRM, obtenues d’après la méthode d’acquisition FLASH qui permet  

de différencier le tissu adipeux du muscle (Hauger et al 1999), ont permis de démontrer 

l’absence de différence de contraste au sein du myocarde qui se traduit par une absence  

de fibrose et donc de remodelage structurel pour le VG du donneur ERS (figure 53). 

 

Figure 53 : Images IRM du ventricule gauche du donneur présentant un ERS en coupes coronale (A) 

et axial (B) et en volume (C) séparé suivant un seuil d’intensité pour le myocarde (rose)  

et les composants extramusculaires (jaune). 



Résultats 

- 184 - 
 

 La paroi libre des VGs des donneurs sains ainsi que la paroi libre latérale du VG du donneur 

ERS, après acquisition IRM, ont été soumises à une analyse histologique au trichrome  

de Masson. Les résultats permettre de confirmer l’observation par IRM, malgré un dépôt  

de lipides observé chez tous les VGs donneurs, aucune fibrose n’a été observée sur le VG  

du donneur ERS. Il n’y a donc pas de remodelage de la structure de la partie latérale du VG  

du donneur ERS (figure 54). Notons que la structure de ce dernier semble moins bien préservée 

que celle des autres donneurs en raison de l’utilisation de la Fomblin pour l’acquistion IRM. 

L’analyse histologique du VG du donneur sain 1 a précédemment été illustrée dans la quatrième 

étude et présente les mêmes observations que sur les autres cœurs (Cf. Résultats 

complémentaires, figure 38).



 

 

 

Figure 54 : Coloration du ventricule gauche des cœurs des donneurs sains 2 et 3 (DS2 et DS3) et du donneur ERS (partie latérale).  

Coupes transversales au x4. C : collagène, L : lipides, M : myocarde, V : vaisseaux sanguins. 
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6.3. Discussion et conclusion 

 L’analyse transcriptomique a démontré une modulation du gradient transmural d’expression  

de l’ARN des canaux ioniques impliqués dans la repolarisation chez le VG du donneur 

présentant une ERS. Il est donc important d’approfondir ces résultats, notamment, avec  

des analyses protéomiques afin de confirmer le remodelage génétique observé. 

 Par ailleurs, la mesure des PAs a démontré une diminution significative de la triangulation 

de l’APD compatible avec un raccourcissement local de la phase précoce de repolarisation chez 

le VG du donneur ERS. De plus, chez ce même donneur, il a été démontré la présence d’une 

séquence d’activation complexe avec un AT considérablement prolongé dû à un bloc  

de la conduction qui n’était cependant pas structurel. En effet, les analyses IRM et histologiques 

n’ont pas mis en évidence de remodelage de la structure de la paroi latérale du VG du donneur 

ERS. 

 Ainsi, dans ce cas précis d’ERS, les substrats électrophysiologiques semblent correspondre 

à une combinaison des deux facteurs, repolarisation précoce et activation tardive, sans 

remodelage structurel. 
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7. Résultats en cours 

7.1. Contexte et objectif 

 Durant les expériences de cartographie optique, la mesure de l’activité électrique provenant 

directement du réseau de Purkinje n’a pas été possible. En effet, le signal fluorescent trop faible 

provenant du Purkinje était masqué par celui du myocarde. C’est pourquoi l’utilisation  

de la technique de microélectrode couplée à la cartographie optique a été envisagée pour la suite 

de nos expériences. La microélectrode permettrait ainsi d’obtenir des informations électriques 

provenant directement du système de Purkinje et de les comparer aux informations  

de l’ensemble du tissu acquises par la cartographie optique.   

 Le but final est d’obtenir des données expérimentales comparables aux données cliniques où 

il a été observé la présence de battements prématurés provenant du réseau de Purkinje et 

précédent la fibrillation (Haissaguerre et al 2002a) (Cf. Introduction 4.4.1). 

 Les travaux préliminaires ont été réalisés sur des ventricules gauches de brebis isolés et 

perfusés dans les mêmes conditions que la cartographie optique. 

7.2. Résultats préliminaires 

 Les résultats présentés ici correspondent à la mise en place du système de microélectrode 

dans le développement de la capacité à mesurer les PAs provenant du Purkinje. En effet,  

cette étude préliminaire consistait à identifier les PAs des cellules du Purkinje (CP) par rapport 

aux PAs des cellules ventriculaires (CV) du ventricule gauche de brebis. Cette identification a 

été réalisée à l’aide du logiciel LabChart, tout d’abord, par observation de la morphologie  

du PA et plus précisément, de la phase 1 de repolarisation précoce qui permet de distinguer 

rapidement les CP des CV car cette phase est bien plus prononcée chez le Purkinje  

(Cf. Introdcution 4.2). Puis, l’identification a été confirmée par calcul grâce au logiciel 

LabChart de la vitesse de dépolarisation maximale du PA (Vmax) qui est bien plus importante 

chez les CP (~ 400 V/s) par rapport aux CV (~ 100 V/s) (figure 55) (Sugi et al 1987, Yeh et al 

1998). La phase 2 de plateau plus importante et la durée plus longue du PA des CP par rapport 

aux CV ont été confirmées lors de l’analyse du PA.  
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Figure 55 : Potentiels d’action et Vmax correspondantes, d’une cellule de ventricule (A) et  

d’une cellule de Purkinje (B) mesurés par microélectrode lors de stimulations à 2 Hz de l’endocarde 

d’un ventricule gauche de brebis. C. Normalisation et alignement d’un potentiel d’action provenant 

du Purkinje et du ventricule. PM : potentiel membranaire. 
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7.3. Conclusion 

 Il s’agit simplement de résultats préliminaires concernant la validation et l’utilisation  

de la technique de microélectrode dans le modèle d’étude de ventricule gauche de brebis. 

Cependant, la mesure des PAs provenant directement du réseau de Purkinje permettrait pour  

la suite des expériences, de venir compléter les données acquises par cartographie optique et 

d’obtenir ainsi plus d’informations pour comprendre les mécanismes d’arythmie au sein  

de ce réseau.



 

 
 

 

Discussion et perspectives 
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Discussion et perspectives 

4.1. Résumé des travaux 

 D’après Coumel, trois composants sont nécessaires pour générer une arythmie : le substrat 

arythmogénique, le facteur déclencheur et le facteur modulateur (Cf. Introduction 3.1)  

(Farre & Wellens 2004). A la vue des résultats, il est intéressant de se demander quelle 

contribution apporte chacun à la compréhension des mécanismes arythmogènes en lien avec  

le système de Purkinje ? 

 La première étude avait comme hypothèse l’existence d’un couplage entre les cellules  

de Purkinje et les myocytes ventriculaires au sein des jonctions Purkinje-muscle (PMJs) qui 

pouvait conduire à une augmentation locale de la durée de potentiel d’action (APD) 

ventriculaire. Le but de la seconde étude était de déterminer si la séquence d'activation pouvait 

jouer un rôle important dans la dispersion transmurale chez les grands mammifères.  

Les résultats de ces deux premières études, utilisant la technique de cartographie optique sur 

des ventricules gauches de brebis combinée à des simulations informatiques, ont permis  

de mettre en évidence la présence d’un couplage entre le système de Purkinje et le myocarde 

qui module localement l’APD au niveau du PMJ. Ces résultats révèlent également l’importance 

de l'activation à travers le réseau de Purkinje qui contribue à la mise en place d’hétérogénéités 

transmurales de repolarisation à la fois chez le cœur sain et pathologique.  

 L’hypothèse de la troisième étude était que le système de Purkinje pouvait participer au 

maintien de la fibrillation ventriculaire (FV) par le biais de ces PMJs. Les résultats préliminaires 

de cartographie optique sur le myocarde de brebis ont suggéré que la modulation  

de la dispersion de repolarisation par le système de Purkinje était directement impliquée dans 

le maintien de la FV à travers ces PMJs actives et que l’ablation de ces jonctions réduisait  

la fibrillation.  

 Le but de la quatrième étude était d’étudier le couplage qui existe entre la bande modératrice 

(BM), le septum et la paroi libre du ventricule droit, mais également de développer une étude 

histologique de la paroi libre du ventricule gauche de la brebis et de l’homme.  
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Les résultats de cette étude ont permis de démontrer, à la fois sur le ventricule droit de la brebis 

et de l’homme, que l’épaisseur de la BM combinée à la compartimentation du Purkinje et  

du myocarde pouvait fournir un substrat de réentrée, en lien avec l’hétérogénéité  

de repolarisation qui existe entre la bande et le myocarde du ventricule droit. Les résultats 

complémentaires ont également montré par l’étude histologique, la difficulté d’identification 

du Purkinje entre les espèces et donc de la mise en évidence des PMJs.  

 La cinquième étude avait pour but de déterminer l’influence de la séquence d’activation sur 

le gradient transmural de l’APD chez le cœur humain, mais également de s’intéresser à l’effet 

d’un médicament, la flécaïnide, sur la repolarisation ventriculaire. Les résultats préliminaires 

de cartographie optique sur les ventricules gauches humains ont suggéré un rôle potentiel  

de la flécaïnide dans la modulation du gradient transmural d’APD et dépendant de la fréquence 

de stimulation.  

 Pour finir, le but de la sixième étude était de comprendre les mécanismes contribuant au 

syndrome de repolarisation précoce, impossibles à définir seulement à partir de données 

cliniques. Les résultats ont permis d’identifier les substrats électrophysiologiques comme étant 

une combinaison de deux facteurs, la repolarisation précoce et l’activation tardive, mais sans 

remodelage structurel du ventricule gauche. 

4.2. Discussion 

 Traditionnellement, le facteur déclencheur et le substrat arythmogénique sont considérés 

comme des entités indépendantes. Les déclencheurs comme les post-dépolarisations précoces 

(EADs) et tardives (DADs) peuvent induire des battements ectopiques tandis que le substrat 

correspond à des anomalies structurelles et électrophysiologiques comme une dispersion  

de la conduction ou de la repolarisation prédisposant à la réentrée. Cependant, le déclencheur 

peut lui-même produire le substrat nécessaire à la réentrée, par exemple, les DADs peuvent 

induire un bloc unidirectionnel de la conduction (Liu et al 2015). A l'inverse, la réentrée peut 

aussi être l'événement déclencheur d’une arythmie (Lukas & Antzelevitch 1996) en produisant 

des extrasystoles étroitement couplées à la génération d’une fibrillation précèdant la mort 

subite. 
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SYSTEME DE PURKINJE A LA FOIS SUBSTRAT ARYTHMOGENIQUE ET FACTEUR MODULATEUR 

 Des études antérieures expérimentales et de simulations informatiques chez différentes 

espèces, ont déjà fait mention de l’existence d’une hétérogénéité de repolarisation au sein  

des PMJs, suffisamment importante notamment dans certaines pathologies pour induire un bloc 

de conduction et prédisposer ainsi la formation de réentrées (Berenfeld & Jalife 1998, Myerburg 

et al 1970, Tranum-Jensen et al 1991). D’autres études ont par ailleurs montré chez plusieurs 

espèces (Antzelevitch & Fish 2001) y compris l’homme (Rouzioux 1990) l’existence de régions 

localisées associées à un prolongement de l’APD, les cellules M, qui possèdent des propriétés 

intermédiaires entre les cellules de Purkinje et les myocytes ventriculaires (Antzelevitch & Fish 

2001, Antzelevitch et al 1991). Cependant, leurs caractéristiques électrophysiologiques restent 

incomplètes et controversées à ce jour.  

 Les résultats des deux premières études ont confirmé le rôle crucial du couplage aux PMJs 

dans la modulation de l’hétérogénéité de l’APD chez le myocarde sain et pathologique,  

et proposent ainsi une origine supplémentaire voire complémentaire d’hétérogénéité  

de repolarisation aux cellules M précédemment identifiées. En effet, il a été montré que ces 

ilots d’APD longue se chevauchent avec l’emplacement des jonctions des fibres de Purkinje 

couplées au myocarde ventriculaire (Yan & Antzelevitch 1998, Yan et al 1998). De plus,  

la seconde étude témoigne de l’importance de l'activation à travers le réseau de Purkinje dans 

la mise en place des gradients transmuraux de repolarisation chez le myocarde sain et 

pathologique. Et, les résultats de la quatrième étude montrent que cette hétérogénéité  

de repolarisation en lien avec l’activation du Purkinje peut fournir un substrat de réentrée. Ainsi, 

le système de Purkinje constitue à la fois un substrat arythmogène à travers l’hétérogénéité 

locale de l’APD de ses PMJs actives, mais également un facteur modulateur important  

de l’arythmie à travers l’activation de son réseau pouvant moduler ses jonctions et donc 

influencer la dispersion de repolarisation et la dynamique de l’arythmie. 

ROLE DU RESEAU DE PURKINJE DANS LE MAINTIEN DE L’ARYTHMIE 

 Malgré des expériences d’ablations chimiques des cellules de Purkinje par application d’une 

solution de Lugol (Dosdall et al 2008) ou des études récentes sur des cœurs isolés de chien 

(Huang et al 2014), les mécanismes du maintien de l’arythmie par les fibres de Purkinje sont 

peu documentés (Cf. Introduction 4.4.2).  
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 Ainsi, les résultats préliminaires de la troisième étude constituent pour la première fois 

une preuve directe de l’implication des fibres de Purkinje, à travers ses jonctions actives, dans 

le maintien de la fibrillation ventriculaire et confirment expérimentalement les effets bénéfiques 

de l’ablation ciblée par radiofréquence. Ces premiers résultats suggèrent également un rôle 

important des PMJs lors des premières minutes de la FV et des effets positifs d’une ablation  

de durée et de puissance plus faibles. Ces arguments doivent évidemment être vérifiés et 

approfondis par d’autres expériences mais pourraient potentiellement améliorer les paramètres 

du ciblage des PMJs lors de la FV en thérapie clinique.  

STRUCTURE DES CELLULES DE PURKINJE 

 Il a été montré que le réseau complexe formé par les fibres de Purkinje variait selon  

les espèces, ces fibres sont localisées essentiellement sous l’endocarde chez l’homme, le lapin 

et le chien alors que chez le mouton et le cochon elles recouvrent toute l’épaisseur du myocarde. 

Par ailleurs, les cellules de Purkinje sont également isolées des autres myocytes par une gaine 

de réticuline constituant un tissu conjonctif (Cf. Introduction 4.1) (Ono et al 2009). 

 Les résultats de la quatrième étude ont montré que chez la brebis et l’homme la structure 

isolée de la bande modératrice du ventricule droit avait facilité l’identification des cellules  

de Purkinje au trichrome de Masson, grâce à leur isolement du reste des cardiomyocytes par  

du collagène. Cependant, les cellules de Purkinje de la brebis et de l’homme possèdent  

une morphologie différente et les résultats complémentaires ont démontré toute la complexité 

de la localisation de ces cellules au sein du myocarde entre les espèces. Ainsi, la coloration au 

trichrome de Masson ne constitue pas une bonne technique pour localiser les fibres de Purkinje 

chez l’homme. Néanmoins, les résultats préliminaires de clarification optique, couplés à  

la microscopie confocale pour une reconstruction en trois dimensions du tissu, sont prometteurs 

quant à l’identification et la détermination de la fonction des jonctions actives mais également 

dans la mise en évidence ou non de cellules de transition (Cf. Introduction 4.3) (Tranum-Jensen 

et al 1991). 
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HETEROGENEITE DE REPOLARISATION ET FACTEUR DECLENCHEUR ? 

 Les fibres de Purkinje peuvent être à l’origine des facteurs déclencheurs de l’arythmie tels 

que les automatismes anormaux, les EADs et les DADs, fortement liés à un dysfonctionnement 

de la libération de calcium par le réticulum sarcoplasmique (Cf. Introduction 4.3)   

(Boyden et al 2010, Dobrzynski et al 2013, Ter Keurs & Boyden 2007).  

 Les investigations de ce travail de thèse n’ont jusqu’à présent pas conduit à la quantification 

de tels phénomènes, cependant, il est possible d’examiner ces facteurs déclencheurs via 

l’utilisation de sondes sensibles au calcium (Attin & Clusin 2009, Herron et al 2012) en parallèle 

de la sonde potentiométrique lors des expériences de cartographie optique. En effet,  

des expériences optiques dans les mêmes conditions que les études précédentes permettraient 

d’étudier ces déclencheurs mais également d’examiner un rôle potentiel du substrat 

d’hétérogénéité de repolarisation comme évènement déclencheur de l’arythmie. 

4.3. Limites et perspectives 

LA CARTOGRAPHIE OPTIQUE 

 La technique de cartographie optique possède des limites bien connues, notamment, l’arrêt 

des contractions nécessaire à l’acquisition optique qui n’est cependant pas physiologique ou 

encore l’étude sur des préparations isolées qui peut être source d’instabilité. En effet, la mesure 

de certaines hétérogénéités d’APD locales peut être la conséquence de la dissection du tissu 

surtout en périphérie de ce dernier. La suture des coronaires peut également conduire à  

la formation de régions ischémiques générant une modulation de la distribution de l’APD. 

Néanmoins dans toutes les études présentées dans ce travail, la cartographie optique a été 

réalisée à partir de myocarde présentant une surface endocardique et épicardique intacte 

préservant ainsi d’hétérogénéités de repolarisation in situ, contrairement à des préparations 

présentant une surface coupée du myocarde pour l’étude de l’activité électrique transmurale. 

 Par ailleurs, la mesure de potentiel d’action (PA) provenant directement du réseau  

de Purkinje n’a pas été possible lors des expériences de cartographie optique (signal trop faible 

du Purkinje et masqué par celui du myocarde). C’est pourquoi la technique de microélectrode 

couplée à la cartographie optique a été envisagée dans la suite des expériences.  
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Les résultats préliminaires quant à la validation de cette technique sont prometteurs et il serait 

donc intéressant de poursuivre ces expériences afin de mieux comprendre les mécanismes 

d’arythmie au sein du réseau de Purkinje. 

 Cependant, il est important de définir en priorité le potentiel arythmogénique du modèle 

d’étude utilisé, à savoir le ventricule gauche de brebis, suivant l’hétérogénéité qui a déjà été 

observée. Ainsi des protocoles de restitution S1-S2 combinant la stimulation du myocarde et 

du réseau de Purkinje sont à envisager afin de tester la vulnérabilité de la préparation à 

l’arythmie. Le protocole S1-S2 consiste à stimuler la préparation à une longueur de cycle 

(inverse de la fréquence) fixe (S1) suffisamment longtemps pour obtenir un état stable, puis,  

à venir la perturber par une stimulation (S2) de longueur de cycle variable. Ce protocole est 

répété plusieurs fois jusqu’à rentrer dans la période réfractaire du PA précédent le S2  

(Cherry & Fenton 2007). 

ORGANISATION DU RESEAU DE PURKINJE 

 Concernant la caractérisation de l’architecture du réseau de Purkinje, d’autres études 

histologiques peuvent être envisagées comme la coloration avec une solution modifiée d’acide 

périodique de Schiff (Ono et al 2009). Cependant, il semble plus intéressant de poursuivre  

les expériences de clarification optique et d’imagerie tridimensionnelle du réseau, notamment 

via l’utilisation de techniques comme la microtomographie aux rayons X ou encore l’IRM haute 

résolution couplées à des agents de contraste comme l’iodure de potassium, spécifique  

du Purkinje. Ces différentes techniques permettraient entre autre d’approfondir et de compléter 

certains paramètres pour les modèles de simulations informatiques dans le but de déterminer  

la fonction et les caractéristiques des jonctions actives.  

 Par ailleurs, il est important de noter que les simulations informatiques possèdent elles aussi 

des limites, notamment, le modèle ionique utilisé lors des deux premières études qui possède 

des différences relativement modestes d’APD intrinsèque entre le myocarde et les fibres  

de Purkinje. 
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MODELES PATHOLOGIQUES 

 Les modèles pathologiques testés concernent seulement des protocoles aigus ou des données 

informatiques. Afin d’avoir plus d’informations comparables aux données cliniques, il serait 

intéressant de travailler et d’étudier le remodelage sur des modèles de pathologies chroniques. 

Pour la suite des expériences, il est donc envisagé d’étudier un modèle chronique d’ischémie 

reperfusion chez la brebis, avec occlusion chirurgicale à l’aide d’un ballonnet de l’artère 

interventriculaire antérieure (Cf. Méthodes 2.2).  

MODELE ANIMAL VERSUS L’HOMME 

 Pour les prochaines expériences de nombreux paramètres restent encore à déterminer pour 

une caractérisation complète des PMJs, notamment leur étude sur le cœur humain qui  

de manière intéressante possède une distribution du réseau différente (sous-endocardique)  

de celui du modèle de la brebis (transmurale). Il s’agit ici d’une limite du modèle animal étudié. 

Ainsi, l’influence de la séquence d’activation suivant le site de stimulation et plus 

particulièrement, la stimulation des fibres de Purkinje constituerait une étude importante pour 

la validation du modèle animal étudié. 

 De plus, des études protéomiques chez le cœur présentant le syndrome de repolarisation 

précoce semblent primordiales pour valider le remodelage génétique observé des canaux 

ioniques impliqués dans la repolarisation. Pour finir, les expériences de cartographie optique 

dans l’étude de l’influence de la flécaïnide sur la repolarisation ventriculaire chez l’homme 

doivent également être poursuivies. D’une manière plus générale, des études via l’utilisation 

d’agents pharmacologiques réduisant l’APD ou limitant la dépolarisation spontanée tels que  

le vérapamil ou l’ivabradine constitueraient un moyen d’étude complémentaire pour évaluer 

l’impact du réseau de Purkinje dans le déclenchement de l’arythmie. 
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4.4. Conclusion générale 

 Pour résumer, ces travaux ont permis de mettre en évidence pour la première fois que  

le système de Purkinje pouvait constituer à la fois un substrat mais également un facteur 

modulateur de l’arythmie. En effet, il a été montré que les fibres de Purkinje à travers  

leurs jonctions avec le myocarde pouvaient être à l’origine d’hétérogénéité locale de l’APD 

mais également de dispersion transmurale de repolarisation par l’activation de leur réseau et ce, 

sur le myocarde sain ou pathologique. Il est néanmoins important de poursuivre et 

d’approfondir l’ensemble de ces études, notamment, celles concernant l’implication des PMJs 

dans le maintien de la fibrillation ventriculaire ou encore, les études structurelles afin de mieux 

comprendre les caractéristiques de ces jonctions et leur interaction avec le myocarde, mais 

également, les études sur les cœurs humains constituant le meilleur modèle d’approche.  

Ces travaux de thèse permettent néanmoins, d’ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques 

dans le traitement préventif des troubles du rythme ventriculaire afin de lutter contre la mort 

subite cardiaque (figure 56). 



 

 

 

Figure 56 : Les mécanismes pro-arythmogéniques sous-jacents de la mort subite cardiaque. Noir : mécanismes connus, rouge : nouveaux mécanismes 

impliquant le réseau de Purkinje, bleu : pathologies et traitements cardiaques impliqués, vert : hypothèses en lien avec le Purkinje. 
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Annexe 1 : Données supplémentaires de l’article 1 
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