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INTRODUCTION GENERALE

Jusqu’a récemment, la place de la génétique était restreinte a des pathologies le plus
souvent rares et entralnant une atteinte sévere des les premicres années de la vie. Ces maladies
¢taient donc facilement identifiables au sein d’une famille et 1’atteinte précoce dans une fratrie en
rendait le caractére héréditaire évident. Les premiers genes responsables de ces différentes
pathologies ont ainsi pu €tre progressivement identifiés ce qui a permis des progrés importants
dans la compréhension de ces maladies grace a la ré-expression des genes mutés dans des
systemes adaptés ou a la création de modeles animaux trans-géniques.

Il ne s’agissait cependant que de maladies rares qui ne touchaient qu’un nombre restreint
de patients et n’avaient qu’un intérét limité pour la prise en charge quotidienne des patients. Ces
derniéres années ont ¢ét¢ marquées par I’explosion de I’importance de la génétique au sein des
maladies cardiovasculaires. Récemment, la découverte de genes impliqués dans des pathologies
fréquentes et intéressant donc potentiellement une part importante des patients suivis pour des
pathologies cardiovasculaires, a fait apparaitre I’intérét de la génétique pour améliorer la prise en
charge de ces patients (Kim R. J. et al. 2003; Luft F. C. 2004; Vergopoulos A. et al. 2002).

Deux stratégies différentes peuvent étre utilisées pour étudier les facteurs génétiques
responsables des maladies héréditaires : les études geénes candidats et les études sur génome
entier appelées également génétique inverse.

Le principe des études genes candidats consiste, a partir d'une population de patients
clairement identifiés pour étre atteint de la maladie étudiée, a rechercher parmi des geénes qui
semblent pouvoir étre impliqués dans les mécanismes de la maladie en raison de la
physiopathologie supposée de celle-ci, la présence de variations de séquence de I'ADN. 1l faut
ensuite comparer la fréquence allélique entre les sujets atteints et les controles sains. Cette
méthode a 'avantage de pouvoir étre réalisée chez des cas index sans nécessiter d’information sur
le pedigree des patients inclus. En revanche, elle nécessite une sélection préalable de genes
candidats fonctionnels pertinents a partir d'hypothéses physiopathologiques sur les mécanismes

de la maladie. Le nombre de ces génes peut €tre ¢levé et nos connaissances souvent imparfaites
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de la physiopathologie de la maladie rendent le choix de ces genes candidats difficiles.

Une alternative a cette approche, est l'utilisation de la génétique inverse. Cette technique
ne nécessite pas d'hypothése physiopathologique. Elle consiste a rechercher une association entre
le phénotype étudié dans une famille et un locus défini a partir de marqueurs génétiques répartis
sur I'ensemble du génome. Ces marqueurs sont des séquences polymorphes d'ADN dont la
localisation chromosomique est parfaitement définie. Les marqueurs les plus fréquemment
utilisés dans ces approches sont les marqueurs microsatellites ou marqueurs multialléliques, pour
lesquels des cartes denses ont ¢ét¢ développées. Ces polymorphismes n'auraient aucune
significativité fonctionnelle et représenteraient des variations génétiques aléatoires. Le succes de
ces méthodes dépend de plusieurs facteurs et en particulier de la proximité de ces marqueurs avec
le géne et donc de la densité des marqueurs utilisés. Les marqueurs microsatellites testés dans ces
études sont espacés en moyenne tous les 5 a 20 cM, mais dans le cadre du projet génome humain
et du consortium S. N. P. (Single Nucleotide Polymorphism), des cartes trés denses de marqueurs
mono nucléotides seront bientdt disponibles. Ces S. N. P., seront situés en moyenne tous les 300
a 1000 paires de bases et permettront donc un criblage du génome beaucoup plus fin.

Quels que soient les marqueurs utilisés, cette analyse est basée sur l'estimation de la
fréquence de la recombinaison entre les marqueurs génétiques et le géne morbide, c'est-a-dire la
probabilité pour que les alleles de ces deux locus apparaissent dans une combinaison différente
de celle de la génération parentale. Plus les deux locus sont éloignés, plus les chances de
recombinaison au cours des méioses sont élevées. En conséquence, plus les familles sont grandes
avec de nombreuses générations et donc de nombreuses méioses, plus il y a de chance d'identifier
des événements de recombinaison. Ces événements de recombinaison permettent de déterminer
sans ambiguité l'origine parentale de chaque allele et la combinaison des alleles sur le
chromosome chez les parents respectifs.

La preuve statistique d'une liaison génétique est mesurée par le logarithme de 1’odds
(LOD) score. Il s'agit du logarithme de base 10 du rapport de la probabilité de liaison sur la
probabilité de non-liaison. On considére un score supérieur a 3 comme une preuve de liaison
significative (risque d’erreur de 1/1000). Pour déterminer la localisation chromosomique
approximative du géne morbide et l'intervalle de liaison génétique, on estime la fréquence de

recombinaison entre le géne et une série de marqueurs génétiques. Une fois 1'intervalle de liaison
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génétique défini, 1'étape suivante, dite de clonage positionnel, consiste a identifier dans cet

intervalle le géne responsable de la maladie par une approche geéne candidat (Figure 1).
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Figure 1 : Analyse de liaison haplotypique.
Exemple 1: 2 individus | et II, un marqueur dinucléotidique type (CA)n, 2 alleles
différents par individu.
Exemple 2 : Analyse du profil électrophorétique normal
Marqueur A : allele 1 présent chez tous les individus atteints et eux seuls : probabilité de
liaison entre I’allele 1 et la maladie.
Marqueur B : pas d’allele commun aux sujets atteints, pas de liaison.

Le succes de ces méthodes de clonage positionnel vient non seulement des progres des
technologies moléculaires mais aussi de la puissance importante de 1'analyse de liaison appliquée
au phénotype mendélienne, c'est-a-dire ceux qui sont caractérisés par une association simple
entre les alléles d'un seul locus et le phénotype étudié.

L'analyse des résultats nécessite néanmoins la prise en compte de certains nombres de
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facteurs tels que la variabilité phénotypique et 1'hétérogénéité génétique potentielle. Deux indices
sont utilisés habituellement pour caractériser la variabilité phénotypique : la pénétrance et
'expressivité. La pénétrance est la probabilité de présenter le phénotype pathologique chez les
sujets possédant un génotype délétére. Pour les maladies a déclaration tardive telle que les
maladies dégénératives, la pénétrance peut varier en fonction de 1'dge et s'accroit avec le
vieillissement. Elle peut aussi dépendre d'autres facteurs tels que le sexe ou étre soumis a des
phénoménes environnementaux. Enfin, la pénétrance sera variable en fonction des critéres de
diagnostic et des méthodes utilisées pour parvenir a ce diagnostic.

L'expressivité est variable si les sujets atteints ne présentent pas tous le méme phénotype.
D'autre part, des facteurs a la fois environnementaux et génétiques peuvent étre a 1'origine de
«phénocopies», c'est-a-dire des individus qui présentent le phénotype étudié, bien que celui-ci ne
soit pas provoqué par le facteur génétique présumé. Ce risque est d’autant plus élevé que la

maladie étudiée est fréquente dans la population générale.

L’unité¢ INSERM U. 533, dans laquelle je travaille, s'est intéressée précocement a l'aspect
génétique des maladies cardio-vasculaires. Initialement, l'intérét portait sur les pathologies
rythmiques héréditaires et tout particulieérement le syndrome du QT long congénital pour lequel
nous avions pu identifier un des geénes responsables. Ces premiers travaux nous ont permis de
structurer notre équipe de recherche en génétique cardio-vasculaire et particulierement 1'équipe de
recherche clinique qui est essentielle pour le recrutement des familles permettant ensuite les
analyses de génétique moléculaire.

Progressivement, notre activité de recherche s'est orientée vers des pathologies plus
fréquentes et affectant des sujets en général plus agés. Ces travaux se sont intéressés a la
génétique des valvulopathies myxoides mitrales ainsi qu’a la génétique du bloc auriculo-
ventriculaire dégénératif. Nous avons pu ainsi cloner les geénes responsables de ces pathologies
mais également montrer que les familles que nous avions identifiées provenaient de régions dans
lesquelles la population était trés sédentaire et représentait, en fait, des isolats géographiques dans
lesquels la fréquence de la pathologie était élevée.

Cela nous a amené a développer 1'hypothése que pour des pathologies dans lesquelles les
formes héréditaires n'étaient pas décrites, il devait étre possible d'identifier des familles par une

approche d'épidémiologie génétique basée sur le fait que les zones de haute fréquence de la
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maladie pouvaient étre dues a la présence de familles enracinées dans cette région depuis de
nombreuses générations.

Nous avons ensuite développé cette approche pour le bloc auriculo-ventriculaire
dégénératif et pour le rétrécissement aortique calcifié ce qui nous a permis d'identifier de grandes

familles atteintes de ces pathologies.

Au cours de ces différents travaux, nous nous sommes toujours attachés a une
caractérisation phénotypique des sujets porteurs de la maladie aussi précise que possible afin de
pouvoir mieux comprendre les relations phénotype génotype. Il apparait en effet clairement que
ces relations sont le plus souvent complexes tant en terme d'expressivité de la maladie que de la
pénétrance du gene.

De plus, nos travaux portant sur des pathologies dégénératives a début tardif au cours de
la vie, I’identification du géne morbide permet de pouvoir prédire précocement les sujets qui
seront atteints par la maladie et par conséquent nous permet de décrire les formes trés précoces de

ces pathologies.

Dans ce travail, je décrirai dans une premicre partie, nos travaux sur le bloc auriculo-
ventriculaire dégénératif pour lequel nous avons identifié le premier géne morbide (SCN5A) ainsi
que le troisieéme locus situé sur le chromosome 16. Nous avons montré que les relations génotype
phénotype pour le géne SCN5SA sont particulierement complexes puisque au sein d'une méme
famille certains patients porteurs de la mutation sont atteints d'un SB alors que d'autres sont
atteints de troubles de la conduction mais n’ont pas I’aspect du syndrome de Brugada (SB).

A c6té du travail de recherche de génétique visant a identifier de nouveaux génes, nous
avons également créé un réseau sur 1’Ouest de la France pour la prise en charge clinique et
génétique des patients atteints d’un SB. Ce réseau nous a permis de constituer un large fichier de
patients atteints du SB. Ce fichier permettra de mieux caractériser 1'évolution clinique de ces
patients afin de tenter d'améliorer leur prise en charge médicale. Ce travail sur le SB nous a
permis d’identifier plusieurs familles de grandes tailles. Sur une de ces familles, 1’analyse de
liaison a permis 1’identification d’un nouveau locus situé sur le chromosome 21.

Dans une deuxiéme partie, je décrirai nos travaux sur la valvulopathie myxoide mitrale

qui nous ont permis d'identifier le premier géne responsable de cette maladie ainsi que l'approche
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que nous avons développé sur le rétrécissement aortique calcifié qui nous a permis d'identifier de
grandes familles atteintes d'une forme classique de cette maladie.

Tous ces travaux ont été réalisés dans le respect des bonnes pratiques en recherche
génétique et ont été approuvés par le comité d'éthique du centre hospitalier universitaire de
Nantes. En particulier, un consentement éclairé écrit a ¢ét¢ demandé a chaque membre des

familles ayant accepté de participer a ces études.

Quelle que soit la pathologie considérée, le but global de l'ensemble de ces travaux était,
grace a une approche de génétique, de parvenir & mieux comprendre la physiopathologie des
différentes pathologies étudiées. L’identification d’un nouveau geéne ne devant pas étre
considérée comme un aboutissement mais au contraire comme une premicre étape permettant une
meilleure compréhension de la maladie étudiée qui aura pour but, finalement, d’améliorer la prise
en charge des patients tant sur le plan du dépistage de la maladie que de l'identification de
nouvelles voies thérapeutiques. Les travaux que je présenterai dans cette thése qui vont de la
caractérisation phénotypique des patients jusqu’a I’étude électrophysiologique des protéines
mutées reflétent le travail de toute une équipe composée de généticiens, d’électrophysiologistes et

de cliniciens.
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PREMIERE PARTIE :

APPROCHE GENETIQUE DES TROUBLES DE LA
CONDUCTION ET DU SYNDROME DE BRUGADA.
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I. LES TROUBLES DE LA CONDUCTION
DEGENERATIFS.

La conduction électrique a l'intérieur du cceur est un phénomeéne complexe qui fait appel a
des cellules spécialisées. Dans ce chapitre, nous allons décrire les bases anatomiques ainsi que les
phénomenes physiologiques et physiopathologiques qui interviennent dans la propagation de
I'influx électrique a Dintérieur du cceur. Nous montrerons que des formes familiales et
héréditaires de troubles de la conduction sont connues de longue date et nous décrirons notre
apport pour l'identification du premier géne puis du troisiéme locus de troubles de la conduction

dégénératifs.
ILA.INTRODUCTION.

|I.A.1.Rappels anatomigues.

Les ¢léments du tissu de conduction sont différents du tissu myocardiques par leur
caractere histologique. Les cellules qui le composent sont minces et fusiformes et présentent un
sarcoplasme abondant. De rares myofibrilles sont rassemblées en une étroite couche périphérique.

Dans l'oreillette droite, deux structures particuliéres peuvent étre distinguées. Le nceud de
Keith et Flack appelé également nceud sinusal et le nceud d’Aschoff-Tawara ou nceud auriculo-
ventriculaire.

L'origine de 1'¢lectricité cardiaque provient normalement du nceud sinusal qui est localisé
dans la partie épicardique de la sulcus terminalis a proximité de la jonction de la veine cave
supérieure et de l'oreillette droite. Les premicres descriptions réalisées par Katz et Pick
définissaient le nceud sinusal comme ayant une téte d'environ cinq milliméetres de diametre, un
corps et une queue d'environ 2 mm de diametre (Katz LN P. A. 1956). La téte du nceud sinusal
est située dans la partie épicardique de la jonction entre la veine cave supérieure et l'oreillette
droite, le corps et la queue, descendent vers le bas, la gauche et le sub-endocarde. C’est au niveau
du nceud sinusal que sont situées les principales cellules pacemaker qui se dépolarisent

spontanément. Ces cellules sont situées a l'intérieur d'une matrice tissulaire. En fait, il semble que
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les zones contenant les principales cellules pacemaker sont petites et ne contiennent que quelques
centaines de cellules (Masson-Pevet M B. W., Mackaay A 1978). Ces cellules ont été décrites
comme des cellules P en raison de leur apparence pale en microscopie ¢électronique. En plus de
ces cellules, il existe d'autres foyers a l'intérieur du nceud sinusal capables de dépolarisation
intrins€que mais avec un rythme plus lent qui ne s'exprime donc que dans des situations

physiologiques ou pathologiques particuliéres.

Le nceud auriculo-ventriculaire est situé entre 1'endocarde de I'oreillette droite au sommet
du triangle de Koch qui est formé par le tendon de Torado et le feuillet septal de la valve
tricuspide. Le nceud auriculo-ventriculaire est immédiatement situé¢ au-dessus de l'insertion du
feuillet septal de la valve tricuspide en avant de 1'ostium du sinus coronaire. Deux approches
distinctes sont communément utilisées pour décrire I'anatomie du nceud auriculo-ventriculaire.
Certains considérent le noeud auriculo-ventriculaire comme une partie de la jonction auriculo-
ventriculaire. Cette région est alors divisée en trois différentes parties : la zone transitionnelle, la
portion compacte et la partie pénétrant a l'intérieur de la branche auriculo-ventriculaire (Hecht H.
H. et al. 1973). Au niveau de la partie distale, la portion compacte du nceud auriculo-ventriculaire
pénétre a l'intérieur du corps fibreux central qui devient ensuite le faisceau de His.

La deuxiéme approche est plus étroitement corrélée avec 1’activité électrophysiologique
des différents types cellulaires. Trois différentes régions du nceud auriculo-ventriculaire ont été
identifiées en fonction des différentes propriétés de conduction des cellules qui le composent. Ces
trois différentes régions sont appelées régions atrio-nodales (AN), nodales (N) et nodal-His (NH)
(de Carvalho A. et al. 1960). Ces trois régions correspondent a la zone transitionnelle, a la portion
compacte et a la zone pénétrante dans le faisceau de His. Bien que de nombreuses cellules
intermédiaires sont retrouvées dans chaque partie, on peut distinguer des types cellulaires
présents dans chacune de ces trois différentes zones. La conduction la plus lente (temps de
conduction a 0,03 m/s) survient au niveau de la zone N. Dans les régions AN et NH, on retrouve
une activité de dépolarisation diastolique ce qui n'est pas le cas au niveau de la région N
(Scherlag B. J. et al. 1973).

La vascularisation du nceud auriculo-ventriculaire est dépendante d’une branche de I'artére
coronaire droite dans 90 % des cas et dans 10 % d'une branche de I'artére circonflexe.

Comme le nceud sinusal, le nceud auriculo-ventriculaire est richement innervé par des
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fibres sympathiques et parasympathiques, mais a l'inverse du nceud sinusal, les zones
d’innervation par ses différentes fibres sont bien différenciées (James T. N. 1967). La stimulation
par le parasympathique droit a moins d'effet sur le nceud auriculo-ventriculaire que sur le nceud
sinusal et inversement la stimulation parasympathique gauche entraine une plus grande influence
sur le nceud auriculo-ventriculaire que sur le nceud sinusal. Des arguments suggeérent que la

libération d'acétylcholine est prédominante au niveau des cellules N (Imaizumi S. et al. 1990).

Le faisceau de His est situé entre le noyau fibreux central et le septum membraneux. Il est
situ¢ a la base du septum membraneux le long de la partie gauche de la créte du septum
interventriculaire. Parfois, il peut-&tre situé sur la partie droite du septum ce qui modifie la
morphologie de la partie proximale des branches. Les cellules de la partie proximale du faisceau
de His sont similaires a celles de la partie compacte du nceud auriculo-ventriculaire alors que les
cellules distales du tronc du faisceau de His ressemblent aux cellules de la partie proximale des
branches du faisceau de His.

L'anatomie de la branche gauche du faisceau de His est sujette a une importante
variabilité. Le plus souvent, la branche gauche traverse le septum sous forme d'une large bande
en dessous de la sigmoide aortique non coronaire. Parfois, l'origine de la branche gauche est fine
méme si elle provient d'un tronc du faisceau de His situé a la partie gauche du septum. En cas de
tronc du faisceau de His situé a la partie droite du septum, la branche gauche est généralement
fine.

La branche droite du faisceau de His est située en dessous de la partie droite du septum
interventriculaire en direction de I'apex du ventricule droit et vers la base du muscle papillaire
antérieur.

Le plus souvent, il n'existe pas de véritable division entre une branche antéro-supérieure et
une branche postéro-inférieure de la branche gauche du faisceau de His. Lorsqu'une division
entre ces deux hémi-branches est présente, il y a de trés nombreuses interconnections entre ces
hémi-branches (Massing G. K. et al. 1976). Cependant, malgré la grande variabilité anatomique
de la division de la branche gauche, la notion d'hémi-branches antérieure et postérieure reste
cliniquement intéressante (Frink R. J. et al. 1973).

Les branches droites et gauches du faisceau de His se transforment ensuite en un réseau

formant les fibres de Purkinje qui forment un réseau a la surface de I'endocarde des ventricules.
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L'entrelacement trés important de ces fibres permet a l'influx électrique d'arriver pratiquement
simultanément dans 1'ensemble de 1'endocarde du ventricule droit et du ventricule gauche. La

vitesse de conduction au niveau des fibres de Purkinje est rapide de 1'ordre de 2,4 m/s.

1.A.2.Rappel sur la conduction auriculo-ventriculaire.

1.A.2.a. Activité électrique cardiaque.

L'activité €lectrique du cceur provient du nceud sinusal. Elle traverse les oreillettes (onde
P), est freinée au niveau du nceud auriculo-ventriculaire (espace PR), puis conduite aux
ventricules par les voies de conduction, faisceau de His et fibres de Purkinje (QRS). Survient
ensuite la repolarisation cardiaque responsable de 1'onde T. Parfois, on peut observer une onde
faisant suite a I'onde T, cette onde est qualifiée d'onde U. Sa physiologie reste discutée (cellules
M ?).

La dépolarisation cardiaque se produit de l'endocarde vers 1'épicarde et de la base vers la
pointe, tandis que la repolarisation a lieu de 1'épicarde vers l'endocarde et de la pointe vers la

base.

1.A.2.b. Conduction dans le nceud sinusal.

La conduction a l'intérieur du nceud sinusal est lente de 'ordre de 2 a 5 cm par seconde ce
qui augmente le risque de bloc intra-nodal (Strauss H. C. et al. 1977). De plus, I’innervation du
nceud sinusal est complexe. Le systéeme sympathique et parasympathique influencent la fréquence
de dépolarisation spontanée des cellules pacemaker et peuvent é&tre responsables d'un
remplacement du rythme sinusal spontané normal par une dépolarisation provenant des cellules
pacemaker sinusales secondaires. L'acétylcholine sécrétée par le systéme parasympathique
diminue la fréquence de dépolarisation et augmente la période réfractaire (Prystowsky E. N. et al.
1979). Par conséquent, une augmentation de l'activité parasympathique peut entrainer une
bradycardie sinusale, un bloc sinusal ou un bloc de sortie. A l'inverse, les médiateurs

sympathiques tels que la norépinéphrine peuvent augmenter la fréquence sinusale.
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1.A.2.c. Conduction dans le nceud auriculo-ventriculaire.

Dans cette structure, la conduction est trés lente (0.1m/s) car les cellules qui la constituent
sont sous la dépendance des canaux calciques. Elles se caractérisent par une faible vitesse de
dépolarisation et de conduction et par une période réfractaire supérieure au temps de
repolarisation. La région centro-nodale dénommée zone N est le si¢ge d’une conduction
particulicre de type décrémentielle. Enfin, au niveau du nceud auriculo-ventriculaire, la
conduction est trés influencée par le tonus sympathique ce qui explique certain BAV du premier

degré du sujet jeune.

1.A.2.d. Conduction dans le systéme de His-Purkinje.

Dans le systéme de His-Purkinje, la conduction est beaucoup plus rapide de 1’ordre de
2m/s. Elle dépend majoritairement des canaux sodiques. A ce niveau, la conduction n’est pas
décrémentielle, mais répond a la loi du tout ou rien. Cependant, lorsque les fibres sont lésées,
elles acquicrent les propriétés des fibres lentes en devenant dépendantes des canaux calciques.

Dans le systéme de His-Purkinje, la conduction n’est pas influencée par le tonus sympathique.

1.A.2.e. Deqré du bloc.

Les blocs auriculo-ventriculaires peuvent étre de trois niveaux différents dont la gravité va
croissant :

- Le bloc du premier degré (BAV 1) : Toutes les impulsions atriales sont conduites aux
ventricules mais avec retard, la durée de la conduction auriculo-ventriculaire, mesurée par
I’espace PR, est supérieure a 210 ms.

- Les blocs du deuxiéme degré: Un ou plusieurs, mais pas la totalité, des influx
auriculaires qui devraient étres conduits ne réussissent pas a atteindre les ventricules. Les BAV
du deuxiéme degré sont divisés en deux groupes. Les BAV de type Mobitz I ou la durée de
I’espace PR s’allonge progressivement jusqu’a un blocage de I’onde P. Cet allongement
progressif de I’espace PR est appelé période de Luciani-Wenckebach. Les BAV de type Mobitz 11

ou certaines onde P ne sont pas conduites aux ventricules mais sans allongement préalable de
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I’espace PR. Un BAV du deuxiéme degré de type I est en faveur d’une atteinte siégeant dans le
nceud auriculo-ventriculaire alors qu'un BAV de type II est en faveur d’une atteinte infra-nodale,
le plus souvent au niveau des branches ou du tronc du faisceau de His.

- Les blocs du troisieme degré ou aucun des influx ne parviennent aux ventricules.

1.A.2.1. Siéges du bloc.

On définit la localisation du bloc par rapport au faisceau de His.

Les blocs suprahissiens se situent en amont du tronc commun et sont en général dus a une
atteinte du NAV (Narula O. et al. 1971).

Les blocs intrahissiens ou tronculaires correspondent a des 1ésions trés localisées sur le
faisceau de His.

Les blocs infrahissiens relévent d’une atteinte bilatérale des voies de conductions intra-
ventriculaires.

On considere habituellement que le bloc est d’autant plus grave qu’il est bas situé.

I.A.3.Incidence des troubles de la conduction dégénératifs.

Les troubles de la conduction auriculo-ventriculaire dégénératifs sont tres fréquents dans
la population générale. Dans leur forme majeure, ils sont responsables de bloc auriculo-
ventriculaires complets nécessitant I’implantation d’un stimulateur cardiaque dans le but d’éviter
les syncopes et la mort subite. Aucune donnée épidémiologique précise n’est disponible mais on
peut considérer que la fréquence des implantations de stimulateurs pour troubles de conduction
dégénératifs est d’environ 0,3 pour 1000 habitants par an ce qui situe I’importance de cette

pathologie en terme de santé publique.

1.A.4.Etiologies des troubles de la conduction.

De nombreuses étiologies sont connues pour entrainer des troubles de la conduction. La
cause la plus fréquemment retrouvée est une dégénérescence progressive et idiopathique des
voies de conduction comme décrit initialement par Lenégre (Lenegre J. 1964) et Lev (Lev M.

1964). Cette étiologie représente selon les études de 33 % (Davies M. J. 1976) a 69 % des BAV
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chroniques (Wright J. C. et al. 1956). Dans la série de Davies, qui portait sur 177 patients,
I’ischémie myocardique est responsable de 17% des BAV chroniques et les calcifications dues
aux valvulopathies aortiques ou mitrales d’environ 10 %. Les cardiopathies diverses sont
retrouvées dans 14 % des cas. Enfin, on retrouve quelques causes rares comme les tumeurs
cardiaques, les cardiopathies congénitales, les maladies du collagéne et les atteintes traumatiques
ou chirurgicales.

I1 faut cependant noter qu’il s’agit d’études anciennes. On peut penser qu’actuellement, la
fréquence des étiologies ischémiques, que ’on retrouve essentiellement en cas d’infarctus
antérieur massif, a nettement diminué¢ depuis I’utilisation intensive des moyens de reperfusion a
la phase aigué de I’infarctus. Il est également probable que I’augmentation du nombre de patients
bénéficiant d’une chirurgie cardiaque, rend les BAV post opératoires plus fréquents. Enfin, le
vieillissement de la population est trés certainement a I’origine d’une augmentation des BAV

dégénératifs qui touchent préférentiellement les personnes agées.

I.A.5.Les troubles de la conduction, une maladie génétique...

Jusqu’a récemment, les troubles de la conduction intracardiaque qui évoluent sur plusieurs
années, aussi appelés dégénératifs, étaient considérés comme une maladie d’étiologie
indéterminée mais vraisemblablement liée au vieillissement. La forme de trés loin la plus
fréquente est la maladie de Lenegre ou de Lev qui est responsable d’environ 40 % des cas de
BAV chroniques. Le caractére héréditaire de cette pathologie dont I’expression est tardive, a
cependant été supposé apreés l’identification par plusieurs équipes, de formes familiales de
troubles de conduction (Greenspahn B. R. et al. 1976; Morgans C. M. et al. 1974).

La plus ancienne description de troubles de la conduction familiale remonte au début du
siecle lorsque Morquio puis Osler décrivirent une forme familiale et infantile de syncope et de
mort subite associée a un ralentissement du pouls (Morquio L. 1901; Osler W. 1903). En 1910,
Fulton relate la survenue d’un bloc cardiaque chez deux enfants d’un pére atteint dont un des
enfants au cours de I’enfance (Fulton Z. et al. 1910). En 1956, DeForest rapporte le cas d’une
famille dans laquelle quatre personnes sur deux générations présentent un bloc de branche gauche
(DeForest R. E. 1956). En 1962 puis en 1980, Combrink décrit une famille Sud Africaine dans

laquelle la meére qui était porteuse d’un bloc de branche droit est décédée au cours d’un accident
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de type Adams-Stockes (Combrink J. M. D., W. H.; Snyman, H. W. 1962; Steenkamp W. F. et al.
1980). Parmi ces quatre enfants, trois étaient porteur d’un bloc de branche droit. Dans la famille
décrite par Gazes en 1965, des BAV du second et du troisieme degré entrainant des syncopes de
type Adams-Stockes surviennent dans quatre générations successives (Gazes P. et al. 1965). En
1972, Sarachek et Leonard ont réalisé une revue de la littérature sur les cas familiaux de troubles
de la conduction (Sarachek N. S. et al. 1972). Parmi les 19 cas familiaux de bradycardie, 10
familles avaient un bloc auriculo-ventriculaire, 6 avaient un bloc auriculo-ventriculaire associé a
une bradycardie sinusale et 3 avaient une bradycardie sinusale isolée. La méme année,
Steenkamp décrit une famille Sud Africaine chez laquelle 6 des 17 membres étudiés ont associé
un trouble de conduction a type de bloc trifasciculaire et des troubles du rythme (Steenkamp W.
F. 1972). En 1973, Schaal a décrit une grande famille dans laquelle le propositus, une femme
agée de 69 ans, avait initialement un bloc de branche droit associé¢ & une déviation axiale gauche
qui a secondairement évolué vers un bloc auriculo-ventriculaire complet (Schaal S. F. et al.
1973). Parmi les membres de cette famille, 6 avaient un bloc auriculo-ventriculaire et 26 avaient
une anomalie a I’ECG. La méme année, Lynch décrivait une grande famille ou survenait un
défaut de conduction auriculo-ventriculaire progressif (Lynch H. T. et al. 1975; Lynch H. T. et al.
1973). L’allongement du PR commengait vers 30 ans et s’associait généralement a la disparition
des ondes R dans les dérivations précordiales droites. L’aggravation des troubles de la conduction
depuis le BAV du premier degré jusqu’au BAV du troisieme degré se produisait généralement
sur une longue période mais pouvait étre trés rapide dans de rares cas. Enfin toujours en 1973,
Husson décrit une famille chez laquelle une fille avait un BAV complet a I’age de 2 ans et qui est
décédée d’une fibrillation ventriculaire a 10 ans (Husson G. S. et al. 1973). Son frére avait un
bloc de branche droit a 15 ans et un BAV complet a 17 ans, sa sceur avait un bloc de branche
droit incomplet & 17 ans. En France, Fauchier en 1979 décrit une famille dans laquelle 4 fréres
ayant une différence d’dge maximale de 20 ans ont 1’association d’un bloc sino-auriculaire, d’un
bloc auriculo-ventriculaire de type nodal et de fibrillation auriculaire paroxystique (Fauchier J. P.
et al. 1979a; Fauchier J. P. et al. 1979b). L auteur qualifie ce trouble de bloc binodal idiopathique
et familial. Godin J.F. et coll. avaient répertorié¢ dans la littérature en 1973, 21 sujets atteints de
BAYV dégénératifs, issus de dix familles différentes (Godin J. F. et al. 1973). Chez ces patients,
I’apparition du BAV complet était précédée de troubles de conduction de degré moindre. Ils

avaient habituellement initialement des BAV du premier degré qui progressaient vers le
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deuxieéme degré et on retrouvait fréquemment des blocs de branche droits qui évoluaient vers des
blocs bifasciculaires (Godin J. F. et al. 1973). En 1988, Lorber rapporte le cas d’un pére et de ses
deux garcons ayant un aspect électrocardiographique de bloc de branche droit associ¢ a un
pseudo hémibloc postérieur gauche (Lorber A. et al. 1988).

A partir de plusieurs familles d’Afrique du Sud et du Liban, il a identifié un premier locus
sur le chromosome 19 (19q13.2 q13.3) li¢ a des troubles de la conduction a type de bloc de
branche droit et parfois de blocs complets (Brink A. J. et al. 1977; Brink P. A. et al. 1995; de
Meeus A. et al. 1995; Stephan E. et al. 1998; Stephan E. et al. 1997). Bien que ces troubles de
conduction semblent étre progressifs dans le temps, il s’agit cependant d’une forme assez
particuliére n’ayant pas les caractéristiques habituelles de la maladie de Lenégre (Torrington M.
et al. 1986; van der Merwe P. L. et al. 1991; van der Merwe P. L. et al. 1986; Van der Merwe P.
L. et al. 1988). L’¢étude de ces familles a méme permis a Brink de distinguer deux types de
troubles de la conduction (Brink A. J. and Torrington M. 1977). Le type I, caractérisé par un bloc
de branche droit et/ou un hémibloc antérieur gauche associé a un élargissement des QRS pouvant
évoluer jusqu’au BAV complet. Le type II est caractérisé par une bradycardie sinusale associée a
un hémibloc postérieur gauche pouvant également entrainer des syncopes de type Adams-Stockes
et des morts subites.

A coté des formes isolées de troubles de la conduction, il existe également de nombreuses
formes associées a une cardiopathie.

Trois formes de myocardiopathies dilatées associées a des troubles de la conduction ont
été¢ décrites. Un premier locus situé sur le chromosome 1pl-ql a été identifié. Cette forme de
cardiomyopathie dilatée s’associe a des blocs auriculo-ventriculaires progressifs du premier ou
deuxiéme degré évoluant vers le bloc complet, des bradycardies sinusales et des troubles
rythmiques auriculaires mais les QRS sont normaux (Amat-y-Leon F. et al. 1974; Graber H. L. et
al. 1986; Kass S. et al. 1994). Récemment, il a ét¢ montré que le géne responsable de cette forme
de cardiomyopathie dilatée est le géne qui code pour la lamine A/C qui avait déja été impliquée
dans la dystrophie musculaire d’Eymery-Dreyfus (Bonne G. et al. 1999; Fatkin D. et al. 1999).
Les laminines sont des polypeptides constitutifs de la lamina nucléaire des cellules. Elles
contribuent a I’intégrité structurale de 1’enveloppe nucléaire des cellules. Elles forment des
diméres dans leur domaine central, et I’interaction avec la chromatine et les protéines de

membrane s’effectue par des sites de liaison situés dans ce domaine et dans la partie globulaire
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carboxy-terminale. Dans les cellules en division, elles jouent un réle majeur dans 1’organisation
de la chromatine interphasique et le réassemblage de la membrane nucléaire durant la mitose.
Dans les cellules quiescentes, elles participent a la transduction du signal entre le cytoplasme et le
noyau. Certaines mutations pourraient étre a 1’origine de mécanismes d’apoptose et d’autres par
les modifications induites dans les interactions avec les protéines du cytosquelette pourraient
modifier I’ancrage des canaux ioniques a la membrane (Fatkin D. et al. 1999).

Un deuxiéme locus localis¢é en 3p22-p25 associant cardiomyopathie dilatée et bloc
auriculo-ventriculaire a ¢galement ¢été¢ identifié. Dans cette forme, la maladie débutait
habituellement lors de I’adolescence par une dysfonction sinusale ou des troubles rythmiques
auriculaires avec une apparition plus tardive des troubles de la conduction de type bloc auriculo-
ventriculaire du premier degré et bloc de branche droit. La dilatation auriculaire et ventriculaire
n’apparaissait qu’a un stade avancé de la maladie (Olson T. M. et al. 1996).

Un troisiéme locus de cardiomyopathie dilatée associée a des troubles de la conduction a
été identifié sur le chromosome 6q23 (Messina D. N. et al. 1997). Dans ces deux derniéres
formes aucun geéne n’a €té retrouvé.

Une forme particuliére de cardiopathie restrictive familiale due & une accumulation de
desmine dans les myocytes associée a des troubles de la conduction a également été identifiée
(Arbustini E. et al. 1998). Enfin, quelques familles associant une cardiomyopathie hypertrophique
et des troubles de la conduction ont également été décrites (Albanesi Filho F. M. et al. 1992;
Thongtang V. et al. 1991).

Des troubles de conduction peuvent ¢galement étre retrouvés dans les formes familiales
de communication inter-auriculaire liées a des mutations dans le géne NKX2.5 (Ikeda Y. et al.
2002; Schott J. J. et al. 1998). D’autres mutations de NKX2.5 ont également été¢ impliquées dans
I’association d’anomalies du retour veineux cardiaque et de troubles de la conduction progressifs
(Gutierrez-Roelens I. et al. 2002). Par ailleurs, des anomalies de la conduction sont également
fréquentes dans différentes pathologies neuromusculaires comme la maladie de Steinert, la
myopathie de Becker ou le syndrome d’Eymery-Dreyfus (Graber H. L. et al. 1986; Kanada M. et
al. 2002; Ohkubo R. et al. 1999).

L’ensemble de ces données montre que les troubles de conduction peuvent avoir un
substrat génétique. Cette hypothése est renforcée par le fait que dans les familles ou un cas index

de BAV dégénératif est retrouvé la fréquence des BAV est augmenté dans le reste de la famille
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(Morgans C. M. et al. 1974). Greenspahn en 1976 a évalué¢ la fréquence des troubles de la
conduction auriculo-ventriculaire chez les membres de la famille de patients examinés pour un
bloc bifasciculaire (Greenspahn B. R. et al. 1976). Il a pu ainsi examiner 95 membres de la
famille de 44 patients qu’il a comparé a 95 sujets appariés pour I’age et le sexe recrutés parmi le
" Adult screening Project of the Chicago Heart Association". Dans le groupe des sujets de
I’étude, 24 personnes avaient des troubles de la conduction alors qu’ils n’étaient que 10 dans le
groupe témoin (p=0,02). Trente neuf personnes appartenant aux familles de troubles de la
conduction n’avaient pas pu étre appariées car elles avaient moins de 18 ans ou plus de 65 ans.
Les 32 patients de moins de 18 ans avaient une fréquence de troubles de la conduction auriculo-
ventriculaire identique a la fréquence de cette pathologie décrite dans la population pour cet age.
En revanche, chez les patients de plus de 65 ans, les troubles de la conduction auriculo-
ventriculaire apparaissent trés fréquents puisqu'ils sont retrouvés chez 5 des 7 patients examinés.
Sur le plan anatomopathologique, il existe une bonne corrélation entre les lésions
identifiées sur les voies de la conduction et les aspects électrocardiographiques (Lenegre J. 1964).
Dans les troubles de conduction de type I et la maladie de Lenégre, les études
anatomopathologiques ont montré la présence de lésions a type de fibrose dans les voies de
conduction hissiennes, en particulier au niveau du tronc du faisceau de His ainsi que dans les
portions proximales des branches droites et gauches (Kennel A. J. et al. 1981; Stephan E. et al.
1985). En revanche, les nceuds sinusaux et auriculo-ventriculaires étaient indemnes de 1ésions. Il
faut cependant remarquer que d’autres études retrouvaient une quantité de fibrose identique dans
les voies de conduction que les patients soient atteints de troubles de la conduction ou ne le soient
pas (Davies M. J. 1967). Dans les troubles de la conduction de type II, le tronc commun et les
branches du faisceau de His seraient normaux alors que I’atteinte prédominerait dans le nceud
auriculo-ventriculaire. Des études ont montré la présence de fibrose dans la partie postérieure du
nceud auriculo-ventriculaire 1’isolant du myocarde auriculaire alors que d’autres études
retrouvaient un remplacement fibro-adipeux du nceud auriculo-ventriculaire avec une couche
graisseuse isolant ce nceud du myocarde auriculaire (Lenegre J. et al. 1970). Dans les formes
associées a une dysfonction sinusale, les transformations graisseuses pourraient s’étendre au

nceud sinusal (Waxman M. B. et al. 1975).
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|.A.6.Caractéristiqgues électrocardiographigues et cliniques.

Les blocs de la branche droite du faisceau de His sont le type de troubles de la conduction
le plus fréquemment rencontré dans ces formes familiales et isolées. IlIs peuvent étre isolés ou
associés a d'autres types de bloc tels que les blocs auriculo-ventriculaires ou les hémibloc
antérieur ou postérieur.

En fonction de la localisation des troubles de conduction, trois principaux types de
troubles de la conduction progressifs sont décrits.

Un premier type de troubles de la conduction, appelé PFHB (Progressive Familial Heart
Block) de type 1, est caractérisé par une atteinte sélective des branches du faisceau de His. Les
troubles de la conduction sont principalement des blocs de branche droits parfois associés a des
hémibloc antérieur gauche. Il n'y a pas d'anomalie de la durée du PR. Ces anomalies évoluent
progressivement vers un bloc complet. Dans cette forme, on ne retrouve pas de bloc de branche
gauche (Combrink J. M. D., W. H.; Snyman, H. W. 1962; Schaal S. F. et al. 1973; Simonsen E.
E. etal. 1970; Stephan E. 1978; Stephan E. et al. 1985; Stephan E. et al. 1997).

Le second type de troubles de la conduction progressifs, appelé PFHB II, est caractérisé
par une atteinte sélective du tissu de conduction au-dessus de la bifurcation du tronc commun du
faisceau de His. Les troubles de conduction sont donc des blocs auriculo-ventriculaires de
différents degrés qui peuvent évoluer vers un bloc complet. La durée de l'intervalle QRS est
normal alors que le PR est allongé. Une bradycardie sinusale est fréquemment présente. Les
troubles de la conduction peuvent étre intermittents ou parfois méme régressifs avec dans
quelques cas une normalisation de la conduction (Lenegre J. and Gay J. 1970; Lynch H. T. et al.
1975; Lynch H. T. et al. 1973).

Un troisiéme type de troubles de la conduction familial progressif serait caractérisé par
une atteinte de 1'ensemble du tissu de conduction. Dans ces formes, tous les types de troubles de
la conduction peuvent étre retrouvés, quel que soit 1'étage. On retrouve des blocs sinusaux, des
blocs auriculo-ventriculaires mais également des blocs de branche. Le PR, le QRS et la durée de
I’onde P peuvent étre allongés (Gazes P. et al. 1965; Kennel A. J. et al. 1981; Sarachek N. S. and
Leonard J. L. 1972). 1l y a généralement une altération progressive de la conduction dans le
systeme de His-Purkinje mais également dans le nceud sinusal et le nceud auriculo-ventriculaire.

Ces formes peuvent évoluer vers un BAV complet et entrainent donc un risque de syncope et de
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mort subite.

Parmi ces formes, la maladie de Lenégre serait caractérisée par une dégénérescence
fibreuse diffuse des voies de conduction alors que la maladie de Lev ne toucherait que les parties
proximales des branches du faisceau de His (Lenegre J. et al. 1963; Lev M. 1964; Lev M. et al.
1970; Stephan E. et al. 1985).

Les signes cliniques que l'on peut rencontrer dans cette pathologie sont liés a un
ralentissement de la fréquence cardiaque. En fonction de la fréquence d’échappement
ventriculaire et de la rapidité d'installation de la bradycardie, les symptdmes peuvent varier du
simple essoufflement a l'effort jusqu'a la syncope sévére pouvant conduire a la mort subite.

Quel que soit le type de troubles de la conduction, le seul traitement actuellement efficace
est la mise en place d’une stimulation cardiaque a 1’aide d’un pacemaker permettant d’accélérer

le cceur en cas de bradycardie importante.

I.A.7.Explorations électrophysiologiques invasives.

Par Dintroduction d'une sonde a l'intérieur des cavités cardiaques il est possible
d'enregistrer 'activité électrique du faisceau de His. L'électrode est introduite dans le ventricule
droit puis appliquée sur le faisceau de His. On peut ainsi enregistrer trois dépolarisations
différentes. L'onde A qui correspond a la dépolarisation des oreillettes, I'onde H qui correspond a
la dépolarisation du faisceau de His et 'onde V qui correspond a la dépolarisation du ventricule.
On peut ainsi mesurer la durée des intervalles AH et HV ce qui permet d'évaluer le site ou se
situe 1'anomalie de conduction. Un allongement de l'intervalle AH correspond a une atteinte de la
conduction supra-hissienne alors qu'un allongement de l'intervalle HV correspond a une atteinte
de la conduction infra-hissienne. Si le potentiel H est fractionné ou allongé, 1’anomalie de la

conduction porte sur le faisceau de His.
Dans les troubles de conduction progressifs de type I seul l'intervalle HV est allongé, dans

les troubles de la conduction de type II seul l'intervalle AH est allongé et dans la maladie de

Lenégre les intervalles AH et HV peuvent étre touchés.
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I.A.8.Etude anatomopathologique et histologique.

Il existerait une trés bonne corrélation entre les aspects électriques et les 1ésions des voies
de la conduction intracardiaque retrouvées a I’examen histologique.

Dans les troubles de la conduction progressifs de type I et la maladie de Lenegre, des
études histologiques post-mortem ont montré que l'interruption de la conduction était
principalement due a la présence d'une dégénérescence fibreuse progressive des voies hissiennes
touchant le tronc commun et les portions proximales et distales des branches du faisceau de His.
Les nceuds sinusaux et auriculo-ventriculaires étaient normaux et ne présentaient pas de fibrose.

Dans les troubles de la conduction de type II, le tronc commun et les branches du faisceau
de His seraient normaux, en revanche, le nceud auriculo-ventriculaire serait pathologique. On
peut retrouver une travée fibreuse continue sur la moitié postérieure du nceud auriculo-
ventriculaire qui l'isole presque totalement du myocarde auriculaire commun. Dans d'autres cas,
on retrouve une destruction presque compleéte du nceud auriculo-ventriculaire qui est remplacé
par une formation fibro-adipeuse et séparé du myocarde auriculaire par une nappe de tissu
graisseux parcouru de travées fibreuses. Cet obstacle pré-nodal ou nodal a la conduction auriculo-
ventriculaire expliquerait le bloc auriculo-ventriculaire a QRS normal. Ces transformations
fibreuses pourraient s'étendre au nceud sinusal dans les formes associées a une dysfonction

sinusale.

1.A.9.Hypothéses physiopathologigues.

La conduction de l’influx électrique dans le cceur étant un phénomeéne complexe, de
nombreuses causes peuvent étre impliquées dans la survenue de troubles de la conduction. Bien
que I’approche que nous avons employée pour nos travaux soit de type génétique inverse et donc
s’affranchisse des hypotheses physiopathologiques, il est important de connaitre les différents
mécanismes impliqués pour la conduction de I’influx électrique.

Schématiquement, ces causes peuvent étre regroupées ainsi :

- Réduction de l'excitabilité

—> Diminution du couplage des jonctions communicantes

- Anomalie de développement du systéme de conduction cardiaque
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- Changements de l'architecture cellulaire du tissu cardiaque (Antzelevitch C. et al.

1991; Cabo C. et al. 1994; Kucera J. P. et al. 1998; Rohr S. et al. 1998; Shaw R. M. et al. 1997)

1.A.9.a. Anomalies des canaux ionigues et des connexines

cardiagues.

La vitesse de propagation de I’influx électrique dans le cceur est dépendante de la pente de
dépolarisation du potentiel d’action mais également des connexions inter-cellulaires. Des
anomalies des canaux sodiques, calciques et des connexines cardiaques pourraient donc étre a

I’origine de ces troubles de la conduction.

1.A.9.b. Anomalie de développement du systéme de conduction

cardiaque.

Les cellules du systéme de conduction cardiaque dériveraient de précurseurs myogéniques
du tube cardiaque (Cheng G. et al. 1999). Chacune de ces cellules présente des groupes différents
de geénes qui leur confeérent un phénotype électrophysiologique spécifique. Par exemple, la
connexine 40 serait localisée de facon préférentielle dans les cellules myocardiques du systéme
de conduction, alors que la connexine 43 serait exprimée préférentiellement dans le myocarde
ventriculaire. Ces deux connexines seraient co-exprimées dans certaines fibres du réseau de
Purkinje distal (Gourdie R. G. et al. 1993). Un mode¢le de souris invalidé pour la connexine 40 ou
43 exprime des troubles de la conduction. {Lo, 2000 #92} {Guerrero, 1997 #1382} {Hagendorff,
1999 #1054} {Kirchhoff, 2000 #80}

Les mécanismes impliqués dans cette transition sont mal connus mais le développement
cardiaque est un processus trés complexe qui progresse sous un contrdle transcriptionnel strict.
Ainsi, le facteur de transcription Csx/Nkx2.5 serait impliqué dans cette transition phénotypique, il
serait I'un des facteurs de transcription les plus précoces du mésoderme cardiaque et jouerait un
role essentiel dans la différenciation cellulaire (Kasahara H. et al. 2000). Des dizaines de
mutations ont été trouvées dans ce gene chez des patients atteints de cardiopathie congénitale.
Les caracteres phénotypiques les plus fréquents de ces cardiopathies, transmises selon un mode

autosomique dominant, sont des blocs auriculo-ventriculaires progressifs et des communications

32



interauriculaires de type ostium secundum. Il existe parfois d'autres malformations cardiaques,
telles qu'une communication interventriculaire, une tétralogie de Fallot et des malformations des
valves tricuspides. Ce facteur de transcription interviendrait donc dans la septation auriculaire,
ventriculaire et cono-troncale, dans la formation des valves auriculo-ventriculaires et dans la
formation du systéme de conduction (Schott J. J. et al. 1998). Certaines mutations seraient
responsables d'un BAV progressif isolé de 2° ou 3° degré, sans malformations apparentes: il
s'agirait de mutations altérant la liaison a 'ADN mais préservant la capacité d'homodimérisation
de Csx/Nkx2.5 (Benson D. W. et al. 1999; Kasahara H. et al. 2000). La mutation ponctuelle
[183P dans la troisieme hélice du domaine de liaison a 'ADN abolit complétement cette liaison
tout en conservant les propriétés d'homodimérisation du facteur de transcription (Kasahara H. et
al. 2001a; Kasahara H. et al. 2001b). La souris transgénique exprimant l'alléle muté 1183P du
geéne Csx/Nkx2.5 sous contréle du promoteur de la chaine lourde de la myosine présente des
troubles de conduction auriculo-ventriculaire progressifs touchant tous les étages de la
conduction associée a une insuffisance cardiaque sans anomalies anatomiques. La plupart des
souris mutantes semblent normales a la naissance, mais meurent entre 3 et 6 mois d'insuffisance
cardiaque progressive due a une dilatation des cavités cardiaques et a une altération de la fonction
systolique du ventricule gauche. L'étude des connexines 40 et 43 a montré que leur expression
diminuait progressivement a partir de la naissance jusqu'a 1'dge de trois semaines ce qui était
probablement responsable d’une anomalie de formation des jonctions communicantes (Kasahara
H. et al. 2001a; Kasahara H. et al. 2001Db).

I1 existerait des sites de liaison consensus pour le facteur de transcription Nkx2.5 dans les
régions promotrices des connexines cardiaques et ces génes pourraient étre des cibles directes ou
indirectes de ce facteur de transcription (Chen C. Y. et al. 1995; Seul K. H. et al. 1997).

Un modéle de souris invalidé pour le gene HF-1b a été développé. Les souris
homozygotes présentent un phénotype cardiaque de troubles de conduction et de mort subite par
arythmies ventriculaires (Nguyen-Tran V. T. et al. 2000). Elles n’ont pas d’anomalie structurale
cardiaque mais meurent subitement par asystolie faisant suite a des épisodes de tachycardie
ventriculaires monomorphes. Ces troubles du rythme peuvent étre déclenchés lors d’une
stimulation ventriculaire programmée et les ECG montrent un allongement du PR ainsi qu’une
bradycardie. Lors de I’enregistrement continu de I’activité électrique, il est possible d’enregistrer

des pauses sinusales ainsi que des passages en BAV complet.
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L'analyse de cellules ventriculaires isolées du coeur par la technique de patch-clamp, a
révélé des anomalies de la repolarisation ventriculaire: les potentiels d'action sont allongés et il
existe une forte dispersion de leur durée. De plus, au niveau des myocytes du ventricule gauche,
la durée des potentiels d'action des cellules de 1'endocarde est significativement plus allongée par
rapport aux cellules de I'épicarde, ce qui refléte une hétérogénéité transmurale de la
repolarisation. Chez la souris, la durée du potentiel d'action serait controlée en grande partie par
un courant potassique transitoire sortant indépendant du Calcium, et un courant rectifiant retardé
s'activant rapidement et s'inactivant lentement, appelé (Ixsiow) (Xu H. et al. 1999a; Xu H. et al.
1999b). Chez les souris mutantes, seul ce courant rectifiant retardé serait diminué, sans
changement significatif du courant potassique sortant transitoire ni de celui qui contrdle le
potentiel de membrane (Ix;). Cette diminution sélective du courant (Ik qow) Serait responsable de

l'allongement et de la dispersion de la durée des potentiels d'action.

Au cours du développement HF-1b est exprimé dans les mémes régions que la connexine
40 (Delorme B. et al. 1995; Gourdie R. G. et al. 1993; Moorman A. F. et al. 1998; Simon A. M.
et al. 1998). Chez les souris invalidées pour HF-1b, la distribution régionale de 1'expression de la
connexine 40 ne serait pas modifiée, mais le nombre de cellules exprimant la connexine 40, en
particulier celles du réseau de Purkinje distal, serait diminué. Cette connexine présenterait des
anomalies de distribution intracellulaire. Chez les souris mutantes, I’adressage intra-cellulaire des
connexines est altéré et leur nombre est plus faible a la surface des cellules. L'expression de
minK chez les souris nouveau-nés mutantes serait intense et désorganisée dans le septum
interventriculaire reflétant une anomalie de développement du systéme de conduction.
Normalement, chez les souris adultes I'expression de minK diminue alors que chez les souris
mutantes cette expression se maintient a des niveaux ¢élevés dans toute la paroi du ventricule a
l'exception du septum ventriculaire.

Le facteur de transcription HF-1b jouerait donc un rdle essentiel dans la transition
phénotypique qui conduit aux myocytes ventriculaires ou aux cellules du systéme de conduction,
en intervenant notamment dans la mise en place des canaux ioniques et des connexines.
L'absence de ce facteur provoquerait une sorte de "confusion" de phénotype entre ces deux
lignées, responsables d'un allongement et d'une hétérogénéité de la durée du potentiel d'action et

d'arythmies ventriculaires.
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Nakamura K. et coll. ont réalis¢ un modele de souris transgénique sur exprimant la
calreticuline cardiaque sous contréle du promoteur de B-MHC (Nakamura K. et al. 2001). Les
souris surexprimant la calreticuline semblent normales a la naissance, mais meurent de mort
subite inexpliquée dans les cinq premicres semaines de vie. Les enregistrements
¢lectrocardiographiques montrent une dysfonction sinusale (bradycardie, pauses sinusales) et des
blocs auriculo-ventriculaires s'aggravant avec I'dge. A 1’age de 20 jours, le BAV est complet et
les souris décedent de mort subite.

L'analyse morphologique des cceurs de souris transgéniques montre qu’apres deux
semaines, apparait une dilatation des oreillettes et des ventricules et des signes de dégénérescence
cellulaire. L'expression des connexines 40 et 43 était fortement diminuée.

Les mécanismes responsables de la diminution d'expression des connexines 40 et 43 et de
la diminution du courant calcique en réponse a une surexpression de calreticuline ne sont pas
connus. Les auteurs suggéraient que la calreticuline puisse jouer un rdle dans l'adressage des
connexines vers les jonctions communicantes ou dans leur assemblage (Nakamura K. et al.

2001).

1.A.9.c. Changements de I'architecture cellulaire du tissu
cardiaque.

Trois formes de cardiomyopathies dilatées héréditaires associées a des troubles de
conduction ont été décrites (Bonne G. et al. 1999; Kass S. et al. 1994; Messina D. N. et al. 1997;
Olson T. M. and Keating M. T. 1996).

Les cardiomyopathies dilatées (CMD) sont caractérisées par une dilation des cavités
ventriculaires associée a une altération de la fonction contractile du myocarde pouvant conduire a
une insuffisance cardiaque et a la mort subite par arythmies ventriculaires. Les formes familiales
de cardiomyopathies dilatées résulteraient d'altérations de génes codant des protéines de structure
cytosquelettiques ou sarcomériques, telles que l'actine, la dystrophine, la desmine et la
métavinculine, entrainant des anomalies dans la transmission de la force contractile (Dalakas M.
C. et al. 2000; Maeda M. et al. 1997; Muntoni F. et al. 1993; Olson T. M. et al. 1998; Ortiz-Lopez
R. et al. 1997). Ces défauts seraient a 1'origine de 1ésions cellulaires conduisant a l'installation

progressive d'une fibrose interstitielle et d'une dilation des ventricules.
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A coté des formes isolées, certaines formes de cardiomyopathies sont associées a des
troubles de conduction.

Un premier locus a été identifié sur le chromosome 1pl-ql (Kass S. et al. 1994). La CMD
était associée a des blocs auriculo-ventriculaires progressifs de type BAV de 1% et 2° degré
évoluant vers un bloc complet, avec un allongement de l'intervalle PR, une bradycardie sinusale,
des tachyarythmies (flutter et fibrillation) auriculaires et des complexes QRS normaux. Les
troubles de conduction, la bradycardie sinusale et les arythmies auriculaires étaient les
manifestations initiales de la maladie se développant progressivement entre 20 et 40 ans, alors
que la dilatation des cavités ventriculaires et l'insuffisance cardiaque étaient des manifestations
secondaires tardives se développant progressivement a partir de 40 ans. A l'autopsie, les
oreillettes et les ventricules étaient dilatés de fagon importante, avec une fibrose interstitielle et
des signes de dégénérescence myocytaire. L'examen histologique du systéme de conduction
montrait que des cellules des nceuds sinusaux et auriculo-ventriculaires étaient remplacées par du
tissu fibreux et lipidique. Des études électrophysiologiques réalisées sur des cellules de
I’endocarde auriculaire ont montré un grand nombre de cellules partiellement dépolarisées avec
une diminution de l'amplitude et de la vitesse maximale de dépolarisation rapide du potentiel
d'action (Vmax), une diminution de I'excitabilité et de la conduction avec des régions de blocs
locaux et de réentrée. Certaines cellules présentaient un automatisme spontané type pacemaker
avec une phase 4 de dépolarisation diastolique lente, consécutif aux blocs locaux. Le gene
responsable de cette maladie a été localisé en 1pl-ql (Amat-y-Leon F. et al. 1974; Graber H. L.
et al. 1986; Kass S. et al. 1994). 1l s'agit du géne codant la lamine A/C, une protéine de
I'enveloppe nucléaire, dont certaines mutations sont également responsables de la dystrophie
musculaire d'Emery-Dreyfuss et de la lipodystrophie de Dunningan (Bonne G. et al. 1999; Cao
H. et al. 2000; Fatkin D. et al. 1999).

Les lamines sont des polypeptides constitutifs de la lamina nucléaire, un réseau fibreux
tapissant la face interne de la membrane nucléaire des cellules. Elles contribuent a l'intégrité
structurale de l'enveloppe nucléaire et interagissent avec des protéines intégrales et avec les
composants nucléaires. Elles forment un dimére dans leur domaine central, et I'interaction avec la
chromatine et les protéines de membrane s'effectue par des sites de liaison situés dans ce domaine
et dans la partie globulaire carboxy-terminale. Dans les cellules en division, elles ont un role

dynamique dans I'organisation de la chromatine interphasique et le réassemblage de la membrane
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nucléaire durant la mitose. Dans les cellules qui ne se divisent pas, elles participeraient a la
transduction des signaux entre le cytoplasme et le noyau. Certaines mutations pourraient bloquer
les fonctions nucléaires et entralner la mort cellulaire; la perte myocytaire participerait a
l'infiltration fibrolipidique du myocarde et du systeme de conduction. Ces mutations pourraient
aussi altérer les interactions avec les protéines cytoplasmiques, en particulier avec les protéines
du cytosquelette ou du sarcomere, et indirectement modifier les structures impliquées dans les
communications et l'adhérence intercellulaire et/ou modifier l'expression ou les propriétés
fonctionnelles de canaux ioniques de la membrane cellulaire (Fatkin D. et al. 1999).

Dans un deuxiéme locus de CMD, localisé en 3p22-p25, la dilatation ventriculaire était
¢galement précédée par des anomalies du rythme et de la conduction cardiaque. La maladie
débutait dans 1'adolescence par une dysfonction sinusale (bradycardie sinusale) et parfois des
tachyarythmies supraventriculaires (flutter et fibrillation) et progressait vers des troubles de
conduction progressifs se manifestant par des BAV du 1% degré et des blocs de branche droits. La
dilatation des oreillettes et des ventricules et l'insuffisance cardiaque se manifestant aux stades
tardifs de la maladie (Olson T. M. and Keating M. T. 1996).

Un troisiéme locus de CMD et de troubles de conduction a été identifi¢ en 6q23 (Messina

D. N. et al. 1997). Aucun geéne n’a encore été identifié¢ dans ces deux dernieres formes de CMD.

Dans le cceur, l'ankyrine B est présente au niveau de la membrane du réticulum
sarcoplasmique, ou elle intervient dans la localisation des récepteurs de la ryanodine, du
récepteur a I’IP3 et a I'ATPase calcique impliqués dans I'homéostasie calcique intracellulaire.
Elle joue également un rdle au niveau de la membrane plasmique ou elle servirait de protéine
adaptatrice avec d'autres éléments du cytosquelette tels que la spectrine, la dystrophine, la
vinculine et des éléments des sarcomeres.

Les souris homozygotes invalidées pour I’ankyrine B présentent une myopathie
squelettique sans cardiomyopathie apparente. Environ 80 % de ces souris meurent dans les
premiers jours apres la naissance. Elles présentent des troubles de conduction
électrocardiographiques: une bradycardie, un bloc auriculo-ventriculaire du 2° degré. Les études
¢lectrophysiologiques des myocytes ventriculaires montrent une diminution du courant Iy, liée a
une diminution du nombre de canaux sodiques fonctionnels et des modifications des cinétiques et

de la sensibilit¢ au potentiel des canaux sodiques. De plus les canaux restent ouverts plus
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longtemps et s'ouvrent de nouveau pour des potentiels de — 40 et — 50 mV, entrainant une
augmentation du courant Iy, tardif et un allongement de la durée de phase 3 du potentiel d'action
ventriculaire (Chauhan V. S. et al. 2000). Bien que les souris homozygotes ankyrine B -/-
présentent des anomalies d'adaptation de I’intervalle QT en fonction de la fréquence cardiaque,
elles ont un intervalle QT normal. L'ankyrine B pourrait jouer un réle essentiel dans la fonction et
la régulation des canaux sodiques en stabilisant 1'organisation du cytosquelette et de la membrane
plasmique. Récemment, nous avons identifi¢ une mutation dans le géne codant I’ Ankyrine B dans
une famille atteinte du syndrome du QT long LQT4. Ce syndrome associe un allongement de la
durée du QT avec une morphologie de I’onde T de type sinusoidal, une dysfonction sinusale et
une fibrillation auriculaire (Mohler P. J. et al. 2003; Schott J. J. et al. 1995).

Les protéines du cytosquelette peuvent donc étre responsables de troubles de conduction
ou de troubles du rythme. Les mécanismes par lesquels ces protéines du cytosquelette sont
capables de générer des troubles de conduction, pourraient faire intervenir des perturbations des
structures impliquées dans les communications et l'adhérence intercellulaire et/ou des
modifications de I'expression ou des propriétés fonctionnelles de canaux ioniques de la
membrane cellulaire.

Les protéines du cytosquelette seraient aussi impliquées dans la formation des jonctions
communicantes et il a ét¢é montré qu'une désorganisation du cytosquelette d'actine par la
cytochalasine empéchait la formation des jonctions de type gap. Au niveau des zones de contact
intercellulaires, les complexes cadhérines-caténines sont capables d'interagir avec les filaments
d'actine et la formation de ces complexes moléculaires constituerait un pré requis a la formation

des jonctions communicantes (Fujimoto K. et al. 1997).
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I.B. APPROCHE GENETIQUE DES TROUBLES DE LA
CONDUCTION DEGENERATIFS.

Le travail que nous allons présenter ici rapporte 1'é¢tude génétique de plusieurs familles
atteintes de troubles de la conduction dégénératifs de la région nantaise. Initialement,
I’identification de ces familles résultait d’enquétes familiales réalisées en cas d’identification de
plusieurs cas familiaux de troubles de la conduction. Secondairement, nous avons développé une

approche plus systématique basée sur une approche d’épidémiologie génétique.

1.B.1.Matériel et méthodes.

1.B.1.a. Identification des familles.

Initialement, I’enquéte génétique débutait lors de la découverte d’au moins deux patients
apparentés porteurs d’une maladie de Lenegre. Nous contactions alors 1I’ensemble des membres
de la famille, aprés que ceux-ci aient été prévenus par un des membres de la famille, en accord
avec les recommandations francaises pour la recherche génétique et aprés ’accord du comité
d’éthique de Nantes.

Afin d'identifier de nouvelles familles atteintes de BAV dégénératif, nous avons
développé une approche basée sur 1’épidémiologie génétique. L'hypothése a la base de cette
approche, est que s'il existe des formes familiales de la maladie, il doit étre possible d'identifier
des zones géographiques ou la fréquence de la maladie sera anormalement ¢levée. Ces zones
correspondant a des « clusters » familiaux.

Afin de pouvoir développer ce type d'approche deux conditions sont essentielles. I faut
disposer d'un fichier exhaustif de la maladie et il faut que la population étudiée soit sédentaire.

Nous avons constitué¢ un fichier incluant I'ensemble des patients de notre région implantés
d'un pacemaker pour BAV dégénératif. Pour cela, nous allons utiliser les fichiers du CHU de
Nantes, du centre hospitalier de Saint-Nazaire, du centre hospitalier départemental de la Roche-

sur-Yon, du centre hospitalier de Chollet, du CHU d’Angers et des nouvelles cliniques nantaises.
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Notre but étant de constituer un fichier regroupant tous les patients implantés d'un pacemaker
pour BAV dégénératif afin de dresser une carte régionale de la fréquence de cette pathologie
grace a I’identification du lieu de naissance des patients par le code INSEE contenu dans le
numéro de sécurité sociale. Dans un deuxiéme temps, nous avons contacté les patients implantés
d'un pacemaker pour BAV dégénératif et issus des zones ayant la plus forte fréquence de la
maladie. Nous avons proposé un dépistage de la maladie par la réalisation d'un
¢lectrocardiogramme aux membres de la famille de ces patients.

Par ailleurs, nous avons également recherché la présence d'homonymie chez les patients
implantés et issus de la méme commune car ces homonymies peuvent fréquemment révéler des
formes familiales.

Cette approche est réalisable dans notre région car, la population est extrémement
sédentaire et les gens restent fréquemment pendant de trés nombreuses générations dans la méme
commune. En effet, dans notre région une part importante de la population est restée rurale et
ainsi, également pour des raisons historiques (les guerres de Vendée), il s'est constitué des isolats
géographiques extrémement forts.

Une fois les zones de haute fréquence de la maladie identifiées, nous avons réalisé¢ une
recherche de généalogie ascendante a partir des patients atteints issus des communes avec la plus
forte prévalence de la maladie afin d'identifier un ancétre commun a ces patients. Les recherches
de généalogie ascendante ont été réalisées par le professeur Chaventré du laboratoire de

génétique population de Bordeaux.

1.B.1.b. Caractérisation phénotypigue.

L'étude clinique comportait un interrogatoire sur les antécédents médicaux, un examen
clinique, en particulier du systéme cardiovasculaire, et un ECG douze dérivations. Les parameétres
suivants ont été mesurés au repos: fréquence cardiaque, intervalles PR, QRS, QT et QTc, onde P
et axe QRS. Un intervalle PR de durée < 210 ms, un intervalle QRS de durée < 115 ms et un axe
QRS compris entre des valeurs de — 30° et + 90° étaient considérés comme normaux.

Afin d’améliorer la précision des mesures, nous avons réalisé¢ des électrocardiogrammes
avec amplification et moyennage de I’onde P et des QRS réalisés grace au logiciel développer par

Marquette Inc.
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Les troubles de conduction ont été définis selon la classification conventionnelle (Criteria
comittee of the New York Association, 1979).
Un bloc pariétal était défini comme un €largissement des complexes QRS (>115 ms) sans

les critéres morphologies de bloc de branche droit ou gauche (Rosenbaum M. B. 1970).

1.B.1.c. Etude génétique, analyse de liaison génétique.

1.B.1.c.1. Principe.

L’analyse de liaison génétique consiste a rechercher une co-ségrégation entre un marqueur
génétique et un locus morbide, associé au phénotype de la pathologie, afin de localiser le géne.

Les marqueurs génétiques utilisés sont les marqueurs microsatellites, séquences d’ADN
polymorphes avec une localisation connue sur les cartes génétiques. La carte génétique du
Généthon est dense et regroupe des microsatellites de type dinucléotidiques (CA), uniformément
distribués, informatifs. Ils sont situés dans des régions non codantes, extra-géniques ou intra-
géniques (introniques) (Dib C. et al. 1996).

La distance génétique entre le locus morbide et un marqueur li¢ dépend du temps écoulé
depuis la mutation (l'effet fondateur). Ainsi, plus l'effet fondateur est éloigné dans le temps, plus

il y aura eu de méioses et plus l'intervalle retrouvé chez les sujets atteints sera faible.

1.B.1.c.2. Test statistique : la méthode paramétrique des lod

Sscores.

L'outil utilisé est la méthode paramétrique des lod scores (logarithm of the odds, Z) deux
points, log décimal du rapport de la vraisemblance de la liaison sur celle de la non liaison
(Morton N. E. 1955). Ainsi, le lod score, calculé par le programme informatique MLINK (GLUE,
Genetic Linkage User Environnement, http://menu.hgmp.mrc.ac.uk/menu-bin/GLUE/glue.pl),

évalue le rapport de la vraisemblance pour chaque marqueur.
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Z - logjo L(6<0.5)  avec #- nombre de gametes recombinées
L(6=0.5) nombre de gameétes transmis

Le programme prend en compte différents paramétres : les résultats de I'analyse génétique
(les génotypes), la structure de la famille, le statut des individus (inconnu, sain, ou atteint), ainsi
que le mode de transmission (autosomique dominant) et la pénétrance (fixée a 90 %).

Le marqueur est significativement li¢ au locus morbide si Z est supérieur a 3 (1000 chances
sur 1 de liaison), et significativement non li¢ si Z est inférieur a -2. Entre ces deux valeurs, le
calcul n'est pas significatif. Pour obtenir un calcul significatif, il faut augmenter le nombre de

méioses étudiées, c'est-a-dire augmenter la taille de la famille.

1.B.1.c.3. Extraction de I’ADN génomique.

Les ADN lymphocytaires sont extraits a I'aide du kit Nucleon BACC2 (Amersham LIFE
SCIENCE) selon les instructions du fournisseur, a partir du sang des individus retenus pour
I’analyse génétique. Les ADN précipités sont remis en solution dans du TE 20/1 (Tris 20 mM,
EDTA 1 mM) pour obtenir une concentration d'environ 100 ng/ul, puis dilués dans I’eau pour

une solution de travail a 20 ng/pl.

1.B.1.c.4. Génotypage.

[LA.l.ai.a.1. Génotypage avec des amorces fluorescentes.

Les marqueurs génétiques analysés sont polymorphes et réguliérement répartis sur 1’ensemble du
génome, tous les 10 cM environ. Ils sont testés par PCR avec des amorces fluorescentes encadrant les
répétitions (ABI PRISM™ Linkage Mapping Set Version 2, Applied Biosystems) selon les instructions du

fournisseur.

[LA.l.a.i.a.2.  Génotypage avec des amorces non fluorescentes.

Pour tester les locus potentiels en détail, nous avons eu recours a d'autres marqueurs génétiques
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proches des premiers marqueurs, dont les séquences des amorces et les positions sur la carte génétique

sont accessibles par le Généthon (Dib C. et al. 1996).

[LA.l.a.i.a.3. PCR (Polymerase Chain Reaction).

La premiére étape du génotypage consiste a amplifier les microsatellites par PCR en
utilisant des amorces s'hybridant a des séquences spécifiques bordant chaque marqueur
microsatellite, générant des fragments de tailles variables selon les individus.

Les PCR sont réalisées pour chaque individu et chaque marqueur dans un volume final de
20 pl comprenant 100 ng d'ADN, 1 unité de Tag DNA polymerase, du tampon de PCR 1X
associé (Amersham Biosciences), des dNTP (200 uM, Invitrogen™™), et les amorces sens et anti-
sens du Généthon (I pM, Sigma-Genosys), dans l'appareil GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems).

La réaction comprend une dénaturation de 3 min a 94°C, puis une amplification de 35
cycles (30 s de dénaturation a 94°C, 30 s d'appariement a 55°C, et 1 min d'¢longation a 72°C), et
enfin une extension finale de 10 min a 72°C.

Les produits de PCR sont contr6lés par une électrophoreése en mini-gel d’acrylamide 6 %
dans du tampon TBE 1X (Invitrogen™"), en appliquant un champ électrique de 140 V, puis une

révélation par le bromure d’éthidium sous UV.

[.LA.l.a.i.a.4. Marquage fluorescent des fragments de PCR.

L'étape suivante est le marquage avec des fluorophores d’un des deux brins d’ADN des
produits de PCR (I’¢longation). Ainsi, 1 a 5 pl de produit de PCR sont ajoutés dans un volume
final de 15 pl contenant 0,75 unité de Tag DNA polymerase, le tampon de PCR 1X associé, des
dNTP (200 pM, Invitrogen™), I'amorce sens ou anti-sens (0,1 pM, Sigma- Genosys), et des
dCTP couplés a un fluorophore (R6G vert ou R110 bleu, 0,5 uM, Perkin Elmer).

La réaction comprend une dénaturation de 2 min a 94°C, puis une amplification de 25
cycles (30 s de dénaturation a 94°C, 30 s d'appariement a 49°C, et 20 s d'élongation a 72°C).

L'utilisation d'une seule des deux amorces du couple permet de ne marquer qu'un seul brin,

ce qui améliore la résolution lors de I'analyse du gel d’électrophorése (Jouquand S. et al. 1999).
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[LA.l.a.i.a.5. Purification des fragments de PCR fluorescents.

Les produits d'élongation sont purifiés sur résine G50 (Séphadex, Amersham Biosciences) qui est
centrifugée 4 min a 2000 rpm a température ambiante afin d'éliminer I'eau, et ou sont multiplexés les
produits d'¢longation des différents marqueurs analysés, pour chaque individu, puis filtrés par une

centrifugation de 3 min a 2000 rpm.

[LA.l.a.i.a.6. Migration ¢électrophorétique sur séquenceur.

Deux microlitres de pools (ensemble des marqueurs) pour chaque individu sont alors
mélangés a 3 ul de solution de charge, composée de formamide déionisée (2,5 ul), de gel loading
dye (0,5 ul), et de Genescan®400HD[Rox] (0,5 ul), le standard de taille interne (Applied
Biosystems). Ces échantillons sont dénaturés 5 min a 94°C puis déposés sur le séquenceur ABI
PRISM™ 377 (Applied Biosystems).

La migration s'effectue en gel d'acrylamide Long Ranger 5 % (tebu-bio) a 51°C, 3000 V,
dans du tampon TBE 1X (Invitrogen'™). Le laser, de puissance 40 mW, excite les fluorophores et

une caméra digitale enregistre 1'image (2400 scans par heure).

[LA.l.a.i.a.7. Analyse des génotypes.

Les données sont successivement analysées par les logiciels GeneScan®3.1. et
Genotyper®2.1. La taille des alléles est déterminée pour chaque marqueur microsatellite, grice au
standard de taille interne. Le génotype de chaque individu pour chaque marqueur est déduit, en

numérotant les différents alleles, puis les haplotypes sont construits et les lod scores calculés.

1.B.1.d. Statistigues.

Les variables quantitatives sont exprimées en moyenne +/- écart type. Les variables

qualitatives sont exprimées en pourcentage. L ’analyse statistique utilise le test t de student pour la
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comparaison des variables discontinues, le test du Chi 2 ou le test exact de Fisher pour la
comparaison de deux pourcentages. Les différences sont considérées comme significatives pour
un p inférieur a 0,05.

Pour la comparaison des courbes de régression linéaire, nous avons utilisé la méthode de
Altman et Gardner. Cette méthode est utilisée pour comparer deux groupes de valeurs avec un

intervalle de confiance de 95% pour la pente de la courbe de régression lin€aire.

1.B.2.Etude génétique et phénotypique de la famille C.

1.B.2.a. Caractérisation phénotypigue.

Une premicre étude a été réalisée initialement a partir de 42 individus de cette famille,
(appelée famille C-1) ayant accepté de participer, parmi lesquels 15 patients étaient clairement
atteints de troubles de conduction auriculo-ventriculaire (moyenne des durées des QRS
moyennés: 135+7 ms), et présentaient différents aspects de troubles de conduction cardiaque. Dix
patients présentaient un bloc de branche droit isolé ou associ¢ a un hémibloc antérieur ou
postérieur gauche, deux patients avaient un bloc de branche gauche, un patient présentait un
hémibloc antérieur gauche isolé et huit patients avaient un intervalle PR allongé (> 210 ms).
Quatre patients des générations II et III ont recu un stimulateur cardiaque en raison de syncopes
ou de BAV complet (II-1, II-5, 1I-6 et III-19) (Figure 4). Aucun des individus atteints ne
présentait d'onde T allongée, ni de sus-décalage du segment ST, ni de maladie cardiaque
structurale apparente.

Le suivi dans le temps de plusieurs sujets atteints de cette famille a montré que les
troubles de conduction s'aggravaient avec l'age et le diagnostic de troubles de conduction

héréditaires progressifs, encore appelés maladie de Lenégre, a été posé (Figure 2).
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Figure 2: Electrocardiogrammes de quelques patients de la famille C : le patient 11-1 avait un
trouble de conduction non spécifique a I’age de 60 ans (durée de QRS de 120 ms) mais a I’age de
72 ans il présentait un hémibloc antérieur gauche avec des complexes QRS larges et un intervalle

PR long (240 ms). Les électrocardiogrammes des patients 11-6, 111-25 et IV-29 montrent
respectivement un bloc de branche gauche, un bloc de branche droit et un hémibloc postérieur

gauche.

1.B.2.b. Etude génétigue de la famille C.

A partir des membres de cette famille (famille C-1), pour lesquels la maladie de Lenégre
ségrégeait selon un mode de transmission autosomique dominant, nous avons réalisé des analyses
de liaison génétique. Cette famille comportait initialement 15 individus atteints et 23 individus
sains. En raison de I’apparition tardive des troubles de conduction, le statut génétique de quatre
sujets jeunes de la derniére génération (IV-5, IV-15, IV-20 et IV-34) dont le phénotype était a la
limite de la normale, a été considéré comme indéterminé. Nous avons utilisé une approche géne-
candidat pour tester les différents locus de troubles de conduction isolés ou associés a d’autres
maladies cardiaques, les locus des connexines cardiaques ainsi que le locus du canal sodique

cardiaque SCN5A.
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1.B.2.b.1. Locus de troubles de conduction.

Nous avons d'abord exclu le premier locus de troubles de conduction isolés localisé sur le
chromosome 19q13.2-q13.3 (Brink P. A. et al. 1995; de Meeus A. et al. 1995) ainsi que le locus
du géne Csx /INkx2.5 en 5q34 (Schott J. J. et al. 1998).

Nous avons également exclu les différents locus de cardiomyopathies héréditaires
associées a des troubles de conduction : le locus du géne de la lamine A/C (LMNA) en 1q21.2-
q21.3 (Fatkin D. et al. 1999; Kass S. et al. 1994), un second locus en 3p22-p25 (Olson E. N. et al.
1996; Olson T. M. and Keating M. T. 1996), et un troisieme locus en 6q23 (Messina D. N. et al.
1997).

1.B.2.b.2. Locus des connexines cardiaques.

En raison de I’importance des connexines dans la conduction cardiaque, nous avons testé
quatre connexines exprimées dans le cceur: les connexines 37 (1p35.1), 40 (1g21.1), 43 (6q21-23)
et 45 (17q21) (Saffitz J. E. et al. 2000). L'analyse de liaison génétique de ces locus de connexines

cardiaques n'a pas permis de trouver de liaison statistique significative.

1.B.2.b.3. Locus du canal sodique cardiaque SCN5A.

En raison du role du courant sodique dans la conduction électrique cardiaque, le locus du
canal sodique cardiaque SCN5A, en 3p21, a été testé. En utilisant le marqueur D3S1260 flanquant
le gene SCN5A, nous avons trouvé une coségrégation de la maladie avec ce marqueur chez tous
les individus atteints (lod score de 6,03 a 0% de recombinaison). L'analyse d'autres marqueurs
flanquant et la mise en évidence d’événements de recombinaison méiotique, a permis de
confirmer une liaison génétique au locus 3p21 et de définir un intervalle de liaison minimal entre
les marqueurs D3S2338 et D3S3559 contenant le géne SCN5A.

Le géne SCN5A comporte 28 exons dispersés sur une distance génomique de 80kb (Wang
Q. et al. 1996). Le séquencage des régions codantes de ce géne a permis de trouver une

substitution T-> C (Thymine—>Cytosine) sur un site donneur d'épissage de l'intron 22 (IVS22+2
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T->C). Cette mutation était retrouvée chez tous les sujets atteints de la famille et n'a pas été
trouvée chez les sujets sains de cette famille ni chez 100 chromosomes contrdles sains non
apparentés (Figure 3). Cette mutation serait a l'origine d'un épissage anormal de l'exon 22 qui
serait absent dans le transcrit correspondant (Krawczak M. et al. 1992). La protéine tronquée au
niveau du segment S4 du domaine III, qui joue un réle important dans la sensibilité au potentiel,

ne serait pas fonctionnelle.

exon 22 intron 22 exon 22 | intron 22
- D o_ . - I _________
ATGAGGG TA AG AG ATGAGGGNAAGAG
M R M R

Figure 3 Séquence de la jonction exon-intron de I’exon 22 du géne SCN5A. Chez un sujet sain (a
gauche) et chez un individu atteint (a droite) de la famille C. Les individus atteints présentent une

mutation d’épissage T = C en position +2 apres la fin de I’exon 22.
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Figure 4 : Arbre généalogique de la famille C. Le propositus de la famille est indiqué par une
fleche. Les sujets atteints sont représentés en noir, les sujets sains sont représentés en blanc et les
sujets de phénotype indéterminé sont représentés en gris. Les patients porteurs de la mutation
(IVS22+2 T 2C) du géne SCN5A sont indiques par (+). Les patients porteurs d’un stimulateur

cardiaque sont indiqués (PM pour pacemaker).

Dans le cadre d’une collaboration avec le service de génétique médicale du CHU
d’ Amsterdam (Hollande), une seconde mutation du géne SCN5A a été identifiée dans une petite
famille hollandaise comportant trois membres atteints de troubles de conduction isolés non
progressifs. Le propositus (II-3) présentait aprés la naissance un BAV de 1° degré associé a un
bloc de branche droit (intervalles PR: 200 ms et QRS: 120 ms). Un de ses freres (II-2) présentait
un bloc de branche droit asymptomatique (QRS: 110 ms) et leur mére (I-2) présentait également
des troubles de conduction non systématisés (QRS: 120 ms) (Figure 5). Le séquencage du gene
SCN5A chez ces sujets atteints a permis d’identifier une délétion d'un nucléotide en position
5280, entrainant un décalage du cadre de lecture et un codon STOP prématuré (codon 1786)
(Figure 6). Comme dans le cas précédent, ce canal tronqué a partir de la boucle S5-S6 du

domaine DIV, ne serait pas fonctionnel (Schott J. J. et al. 1999).
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Figure 5: Arbre généalogique de la famille hollandaise. Les sujets atteints sont représentés en
noir, les sujets sains sont représentés en blanc. Les patients porteurs de la mutation (delG5280)
du géne SCN5A sont indiqués par (+).

exon 28 exon 28

3275- ACGTCGOGGCCGGC TGGGAT 35275- ACGTCGGCCGOGGC TG G GAT

i 3 A G W D T S A G W D
A 53275- ACGTCGCCGGCT G GG ATG

Sain Atteint

Figure 6 : Représentation de la séquence nucléotidique de I’exon 28 du géne SCN5A chez un
sujet sain (a gauche) et chez un individu atteint (a droite) de la petite famille hollandaise. Les
individus atteints présentent une délétion d’un G en position 5280 du géne.

1.B.2.C. Etude d’expression fonctionnelle.

Pour confirmer les conséquences fonctionnelles de la mutation IVS22+2 T->C du geéne

SCN5A, nous avons cloné le transcrit muté en utilisant la technique de RT-PCR (Reverse

50



Transcriptase- Polymerase Chain reaction). Puisque aucun tissu cardiaque d’un individu atteint
n’¢était disponible, nous avons appliqué cette technique a de I’ARN total extrait de lymphocytes
périphériques de patients sains et atteints de cette famille. Une étape de transcription inverse avec
un oligo-dT suivie de réactions de PCR emboitées, en utilisant différentes amorces localisées
dans les exons 20 a 24 du géne, ont mis en évidence des transcrits alternatifs dans les
lymphocytes normaux, délétés au niveau des exons 22 ou 23. Cette approche de RT-PCR ne
pouvant étre appliquée, nous avons donc utilisé une deuxieme approche d’« exon-trapping ». En
utilisant une technique de PCR permettant d’amplifier de grands fragments d’ADN, nous avons
amplifi¢ I’ADN génomique d’un individu sain et d’un individu atteint a I’aide d’amorces situées
dans les séquences introniques flanquant les exons 21 et 23. Le fragment génomique ainsi obtenu
a été sous-cloné dans un vecteur d’ « exon-trapping » (pSPL3) et cette construction a été
transfectée dans des cellules COS-7. Nous avons ensuite réalis¢ une RT-PCR a partir de I’ARN
total extrait de ces cellules, 48 heures apres la transfection. Cette technique a permis de mettre en
évidence un transcrit anormal délété de 1’exon 22 du géne chez les sujets atteints et absent chez
les sujets sains (Figure 7 et Figure 8). La limite de cette approche vient du fait qu’elle ne permet

pas de détecter tous les transcrits anormaux qui pourraient atteindre d’autres exons du gene.

A22  WT

Figure 7: Epissage anormal de I’exon 22 du gene SCN5A chez un patient atteint de la famille C.
Le fragment génomique obtenu par « exon trapping », sous-cloné dans un vecteur, a été
transfecté dans les cellules COS-7. La réaction de RT-PCR réalisée sur ces cellules montrait un

produit de 209 pb chez les sujets atteints, correspondant a une délétion de I’exon 22 du géne
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SCNb5A, alors que chez les sujets sains un seul produit de 332pb correspondant au transcrit

normal (WT) était produit.

Exon 21 Exon 23

TC GT G C GTG GTG GT

'

Figure 8: Epissage anormal de I’exon 22 du géne SCN5A chez un patient atteint de la famille C.
Le séquencage du produit de 209 pb, obtenu par « exon-trapping » chez les sujets atteints,

montre que ce produit de RT-PCR correspond a un transcrit SCN5A délété de I’exon 22.

Nous avons ensuite caractérisé les conséquences fonctionnelles de cette délétion de 1'exon
22 du gene SCN5A (SCNS5A-6exon22) dans un systéme d'expression hétérologue de mammifere,
par la technique de patch-clamp (Probst V. et al. 2003b) (Figure 9). Des cellules COS-7 ont été
transfectées avec 0,8 pg/ml d'un vecteur d'expression contenant I'ADNc de SCN5A délété de
lI'exon 22 (8exon22). Aucun courant sodique n'a été enregistré en réponse a des dépolarisations
successives (n=15). Des cellules transfectées avec SCNSA-WT ou SCNSA-WT/ SCN5A-022
(rapport 1/1) présentaient des courants sodiques de propriétés identiques. La densité de courant a
— 20 mV, ¢était de - 60,8 10,8 pA/pF (n=23) dans les cellules transfectées avec 0,8 pg/ml de
SCNSA-WT et 1,2 pg/ml de pTR-GFP utilis¢ comme plasmide inerte. Cette valeur n'était pas
différente de la valeur - 57,6 £ 9,2 pA/pF (n=19) obtenue en transfectant les cellules avec 0,8
ng/ml de plasmide SCNSA-WT, 0,8 pg/ml de plasmide SCN5A-dexon22 et 0,4 pug/ml de
plasmide pTR-GFP. Le potentiel de demi-activation de SCNSA-WT (— 41,6 £ 1,3 mV, n=14)
n'était pas différent de celui obtenu pour SCNSA-WT et SCN5A-dexon22 ( — 38,7 + 1,4 mV,
n=10, p>0,05). De méme, le potentiel de demi- inactivation de SCN5A-WT (— 88,5 = 1,4 mV,
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n=10) n'était pas différent de celui obtenu pour SCNSA-WT et SCN5A-dexon22 ( — 88,6 + 4,1
mV, n=7, p>0,05). Ces résultats suggérent que la mutation IVS22+2 T->C provoque une perte de
fonction du canal sodique et que 1'haplo-insuffisance du canal serait le mécanisme responsable

des troubles de conduction cardiaque isolés (Probst V. et al. 2003b).

D
Aexon22 Aexon22 + hp1

Figure 9 : Etude d’expression fonctionnelle de la mutation 1VS22+2 T->C du géne SCN5A par la
technique de patch clamp. A la différence des canaux sodiques normaux (WT) sans (A) ou en
présence de la sous-unité g (hfl) (B), les canaux mutés (d%exon22) en présence (D) ou non (C) de

la sous-unité A1, ne produisent aucun courant.

Pour confirmer 1’expression a la surface cellulaire du canal muté SCN5A-6exon22, des
protéines de fusion SCNSA-WT-EGFP ou SCN5A-dexon22-EGFP ont été exprimées dans des
cellules COS-7. Les résultats obtenus en épifluorescence et en microscopie confocale montrent
que les protéines de fusion SCN5SA-WT-EGFP ou SCN5A-6exon22-EGFP semblent toutes les
deux localisées au niveau de la membrane cellulaire (Figure 10). Ces résultats indiquent que le

canal SCN5A-dexon22, bien que non fonctionnel, est transporté normalement jusqu’a la
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membrane plasmique.

Aexon22

C

Figure 10 : Adressage de SCN5A-dexon22 a la surface cellulaire. Cet adressage n’est pas
perturbé par la mutation SCN5A-dexon22. Les cellules ont été transfectées par 1 pg de SCN5A-
WT-EGFP ou SCN5A- sexon22-EGFP. Trois jours apres transfection, la localisation de la
protéine de fusion a été examinée en microscopie en fluorescence (A et B) et microscopie

confocale (C et D).
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1.B.2.d. Analyse genotype-phénotype de la famille C.

En interrogeant plusieurs membres de la famille C, nous avons appris la présence d'autres
sujets, que nous n'avions pas examinés initialement. L'augmentation de la taille de la famille et la
possibilité de connaitre le statut génétique de chaque membre de cette famille, nous a permis de

réaliser une étude de relation génotype-phénotype (Probst V. et al. 2003b).
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Figure 11 : Arbre genéalogique élargi de la famille C.

Parmi les 62 sujets génotypés, 25 patients étaient porteurs de la mutation (IVS22+2 T->C)
du géne SCNS5SA et 40 ne I’étaient pas. Le génotypage a permis de diviser les patients en deux
groupes en fonction de leur statut génétique : ceux qui sont porteurs de la mutation et ceux qui ne
le sont pas. Ce classement a permis de comparer entre eux les phénotypes des sujets porteurs de
la mutation et de comparer les données cliniques entre les sujets porteurs de la mutation et les
sujets sains de cette famille.

Il existe une variabilité phénotypique importante entre les patients porteurs de la mutation
(IVS22+2 T->C) du gene SCN5A.

Dans cette famille, tous les types de troubles de conduction étaient présents.

Huit patients avaient un bloc de branche complet isolé (III-29, IV-1, IV-16, IV-18) ou
associé avec un hémibloc antérieur gauche (I11-27, I1I-31, II1-32, IV-19). Un patient avait un bloc
incomplet de la branche droite du faisceau de His (II-23). Un patient avait un hémibloc
postérieur gauche isolé (I1-2). Huit patients avaient un bloc pariétal isolé (I1I-1, ITI-2, I1I-7, II1-25,
IV-20), ce bloc pariétal était associé a une déviation axiale gauche dans 3 cas (II-3, II-15, 1I-19).
Dix patients avaient un bloc auriculo-ventriculaire du premier degré (I1-3, 1I-19, 11-20, III-2, III-
23, 1I-25, 111-27, 11-28, 111-29, 111-32). Enfin, quatre patients, un jeune garcon de 11 ans (IV-2)
et trois femmes agées de 36 (I111-6), 47 (I11-8) et 50 ans (I11-24), avaient un ECG dans les limites
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de la normale (Figure 12).
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Figure 12 : ECG caractéristiques de la famille. La patiente 11-19 &gée de 70 ans avait un bloc

pariétal avec une déviation axiale gauche. Elle a été implanté d’un pace-maker en raison de

multiples épisodes de syncopes. Le patient I11-2était agé de 49 ans et avait un bloc pariétal avec
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un axe électrique indéterminé. La patiente 111.31 était agee de 48 ans, elle était atteinte d’un bloc
de branche droit. L’aggravation rapide de ses troubles de conduction avec la survenue
d’épisodes de BAV 2/1 au cours d’un exercice a amene a lui implanté un pace-maker. La patiente
11-20 était agée de 78 ans. Son ECG montrait un bloc de branche gauche. Elle a été implantée

d’un pace-maker en raison de la survenue de plusieurs épisodes syncopaux.

Parmi les patients porteurs de la mutation, 7 avaient des symptomes qui pouvaient étre
attribués aux anomalies de la conduction. Des syncopes survenant au repos étaient le type de
symptomes le plus fréquent et pouvaient étre retrouvées lors de I’interrogatoire de 5 patients (II-
3, 1I-19, II-20, I1I-25, 111-31). Chez le patient III-25 une exploration ¢€lectrophysiologique avait
¢été réalisée en raison de la survenue d’une syncope chez ce patient porteur d’un bloc pariétal.
L’intervalle HV était dans les limites de la normale de base (HV=55 ms) mais augmentait
anormalement a 120 ms apres injection d’Ajmaline. L’indication de I’implantation d’un
pacemaker avait été retenue et le jour de son hospitalisation, la patiente a présenté un arrét
cardiaque li¢ a un passage en BAV complet qui a nécessité des manceuvres de ressuscitation
cardio-respiratoires. Tous les patients qui ont bénéficié de 'implantation d’un pacemaker sont
restés asymptomatiques depuis.

L’age moyen des membres de la famille était similaire chez les patients porteurs de la
mutation (48+/-20 ans) et non porteurs (40+/-10 ans). Leur pression artérielle était également
similaire 121+/- 14 contre 125+/-12 mmHg pour la pression artérielle systolique et 77+/- 9 contre
73+/-9 pour la diastolique. Une échocardiographie avait été réalisée chez ’ensemble des
membres atteints de la famille mais aucune anomalie n’avait été€ retrouvée.

Dans cette famille, la fréquence cardiaque chez les sujets atteints était plus basse que chez
les sujets sains (68+10 bpm contre 75+11 bpm; p=0.03). L’intervalle PR était plus long chez les
sujets atteints que chez les sujets sains (20633 ms contre 149+22 ms, p<0.00001). L’intervalle
QRS était plus long chez les sujets atteints que chez les sujets sains (130+28 ms contre 95+13 ms,
p<0.00001). La durée du QT était identique dans les deux groupes (423+29 ms contre 415+19
ms). La durée de I’onde P moyennée et filtrée était supérieure chez les sujets atteints (143+13 ms
contre 119+13 ms; p<0.0001). Enfin, le QRS moyenné et filtré était également plus long chez les
sujets atteints (140+£20 ms contre 116+10 ms, p<0.0001) (Figure 13).
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Figure 13 : Principales données cliniques et électrocardiographiques de la famille C.

L’atteinte électrocardiographique est de sévérité¢ variable puisque par exemple le patient
[I1.19 avait déja un bloc de branche droit complet avec des QRS trés larges a 57 ans ce qui a
amené a I’implantation d’un pacemaker alors que le patient I1.10 4g¢ de 74 ans n’avait qu’un

hémibloc postérieur gauche avec une durée de QRS normale a 94 ms.

1.B.2.d.1. Evolution des troubles de la conduction au cours

du temps.

Une des caractéristiques majeures des troubles de la conduction dans cette famille est
I’aggravation progressive des anomalies électriques au cours du temps. Deux types de données
montrent la progressivité des anomalies de la conduction avec 1’age.

Chez 5 patients, nous avons pu obtenir des ECG enregistrés sur une période allant de 11 a
16 ans. La durée du QRS augmente chez I’ensemble des sujets et la durée du PR augmente chez 4
d’entre eux (Tableau 1). Chez le patient III-31 1I’évolution est particulierement caractéristique

(Figure 14).
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Année PR (ms) ORS (ms) Année PR (ms) QRS (ms)

[11-28 1987 240 160 1998 253 180
[1-29 1982 220 130 1998 230 180
-31 1982 200 130 2000 205 172
[1-15 1986 200 150 1998 208 160
-3 1985 200 160 1998 230 170

212 146 225 172

Tableau 1 : Evolution des troubles de la conduction chez les patients pour lesquels plusieurs

ECG enregistrés au cours du temps étaient disponibles.

L’age des patients qui ont participé a 1’étude variait de 15 a 81 ans. Afin d’évaluer
I’évolution des paramétres ECG au cours du temps, nous avons réalis€¢ un graphique montrant la
durée des principaux parametres ECG en fonction de 1’age.

Quel que soit 1’age, la durée de I’onde P moyennée, du PR et du QRS est supérieure chez
les sujets atteints en comparaison des sujets sains. Pour I’onde P moyennée et le PR la pente
d’évolution des courbes est comparable entre les deux groupes bien que les valeurs de ces deux
parametres soient plus élevées chez les sujets atteints. L’augmentation de la durée de 1’onde P
moyennée est de 0.37 ms par an chez les sujets sains contre 0.47 ms par an chez les sujets
atteints. Pour le PR, I’augmentation est de 0.88 ms par an chez les sujets sains contre 0.60 ms par
an chez les sujets atteints. Ces différences ne sont pas significatives. A I’inverse, la durée du QRS
évolue différemment dans les deux groupes en fonction de 1’age. D’une manicre générale, la
progression de la durée du QRS est plus marquée chez les sujets atteints. Cependant, il existe
¢galement une variabilité en fonction de I’age. La variance est significativement différente avant
et apres 40 ans (ratio variance test ; p<0.001). Cette variabilité n’est pas retrouvée chez les sujets
sains, ce qui montre une évolution différente entre les deux groupes en fonction de 1’age. Lorsque
le sous-groupe des patients agés de moins de 40 ans est considéré (7 patients atteints et 19 non-
atteints) les parameétres de la conduction sont également prolongés chez les sujets atteints (durée
de Ionde P: 132 &+ 12 ms versus 115 £ 10 ms, p=0.002; PR: 179 £11 ms versus 140 + 20 ms,
p<0.00001; et QRS: 116 + 8 ms versus 92 £14 ms, p=0.0001). Ces résultats montrent les

anomalies de la conduction sont déja présentes chez les sujets les plus jeunes.
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Figure 15 : Evolution des paramétres ECG au cours du temps dans la famille C. Les sujets sains

sont représentés en blanc et les sujets atteints en noir.
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1.B.2.e. Résumé des résultats.

Ce travail sur la famille C. montre que les troubles de la conduction dégénératifs peuvent
étre dus a une mutation du géne SCN5SA.

La mutation du géne SCN5A identifiée chez les sujets atteints de la famille C est une
mutation d'épissage, située au niveau de l'intron 22, qui donnerait une protéine anormale tronquée
au niveau du segment S4 du domaine DIII. La mutation identifiée chez les sujets atteints de la
petite famille hollandaise est une délétion d’un nucléotide entrainant un décalage du cadre de
lecture et un codon STOP prématuré, tronquant la protéine a partir de la boucle S5-S6 du
domaine IV. Ces mutations donneraient des canaux sodiques non fonctionnels qui seraient a
I’origine d’une diminution de la vitesse de propagation de l'influx cardiaque et expliquerait ces
troubles de conduction.

Dans la famille C. les troubles de conduction sont progressifs et d'apparition retardée alors
que dans la famille hollandaise les troubles de conduction sont présents des la naissance. Le
phénotype pourrait donc se révéler a un age différent en fonction du type de mutation et de ses
conséquences fonctionnelles sur le canal sodique. Ces différences pourraient étre également liées
a de nombreux facteurs modulant la conduction de 1'influx cardiaque dont des facteurs génétiques
ou environnementaux (Kucera J. P. et al. 1998; Rohr S. et al. 1998; Shaw R. M. and Rudy Y.
1997).

L’étude de cette famille C. nous a permis de recueillir plusieurs arguments montrant
I’aggravation progressive des troubles en particulier au niveau intra-ventriculaire aux cours du
temps. L augmentation de la durée des ondes P et du PR est similaire chez les sujets atteints et les
sujets sains mais les QRS augmentent significativement plus vite chez les sujets atteints. De
méme, 1’analyse de plusieurs électrocardiogrammes au cours du temps chez les sujets pour
lesquels cet examen est disponible montrent une dégradation progressive des parameétres de la
conduction avec un allongement du PR et du QRS. Cette aggravation progressive des troubles de
la conduction avec le temps montre que plusieurs mécanismes sont impliqués.

Pour que les troubles de la conduction surviennent, il faut d’une part une haplo-
insuffisance du canal sodique puisque, comme la moiti¢ des canaux sodiques ne sont pas
fonctionnel, il est probable que le courant sodique soit diminué de moiti¢é, et d’autre part, un autre

mécanisme li¢ a la sénescence (par exemple une fibrose de voies de conduction) qui va révéler le
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troubles de la conduction. Nos données suggeérent que le deuxiéme mécanisme pourrait étre
physiologique car méme chez les patients non-mutés les intervalles de conduction ont tendance a
augmenter avec le temps, méme si cette augmentation est plus faible que chez les sujets mutés.

Il est probable que chez les sujets mutés les plus jeunes, 1’absence de 50% des canaux
sodiques soit compensé par d’autres mécanismes (par exemple les canaux calciques) ce qui
permet de garder une propagation de I’influx ¢électrique satisfaisante bien que moins bonne que
chez les sujets non-mutés. Les troubles de la conduction surviendraient lorsque ces mécanismes
compensateurs seraient dépassés par I’apparition d’une diminution progressive de la qualité des

voies de conduction par les mécanismes normaux de la sénescence.

|.B.3.Etude génétique et phénotypique dans la famille B.

1.B.3.a. Analyse phénotypique de la famille B.

C’est lors de I'hospitalisation d’un patient de 80 ans pour un bloc auriculo-ventriculaire
complet dans le service de soins intensif de I’hopital de Nantes que ce patient nous a signalé que
deux membres de sa famille avaient déja bénéficié de I’implantation d’un pacemaker. Cette
découverte a été le point de départ de I’enquéte génétique réalisé dans la famille B. Il s’agit d’une
tres grande famille puisqu’elle se compose d’environ 150 personnes. Nous avons pu ainsi
examiner 90 personnes.

Six membres de la famille avaient bénéfici¢ de 1'implantation d'un pacemaker pour bloc
auriculo-ventriculaire progressif. Les patients 1I-3, II-4 et 1I-5 étaient toujours vivants lors de
'étude de la famille alors que les patients II-1, IT -12 et II-13 étaient décédés au moment de
I'étude (Figure 16).

Les électrocardiogrammes enregistrés chez 1'ensemble des autres membres de la famille
ont montré que 7 autres individus avaient des anomalies importantes de la conduction. Ces
anomalies étaient un bloc de branche droit chez 2 patients, un bloc de branche droit associé a un
hémibloc antérieur gauche chez 3 patients, un hémibloc antérieur gauche chez 2 patients et un
bloc pariétal chez 2 patients. Trois patients avaient un allongement de la durée du PR. Chez le
patient II-3 qui était €électroentrainé en permanence pour bloc auriculo-ventriculaire, il n'a pas été

possible de déterminer quelles étaient les anomalies de la conduction a I'étage ventriculaire.
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L'échocardiographie réalisée chez ces patients était dans les limites de la normale.

Sept autres membres de la famille avaient des anomalies mineures de la conduction qui
incluaient un bloc incomplet de la branche droite dans 5 cas et une déviation axiale gauche dans 2
cas.

Chez les 62 autres membres de la famille agés de plus de 45 ans les paramétres
¢lectrocardiographiques étaient dans la limite de la normale. Les anomalies de la conduction
ségrégeaient de maniere autosomique dominante dans cette famille (Figure 16).

L'age n'était pas significativement différent chez les membres atteints et non-atteints de la
famille (68 +/-13 ans contre 61 +/-9 ans NS) de méme, la fréquence cardiaque était identique
dans les deux groupes (72+/-12 bpm contre 71+/-14 bpm NS). En revanche, la durée du PR
(192+/-45 ms contre 158+/-22 ms ; p<0.0001) et la durée du QRS (126+/-25 ms contre 87+/-10

ms p<0.0001) étaient significativement plus longues chez les sujets atteints.

A,
niEiEHE@@JZJZ@ ﬁ@ﬁ:ﬂllimiﬂ

PM PM

E%ﬁﬁ%ﬁﬁﬁh} -0 Omootliljmmoow [TITITIT Ooomt‘ﬁo

+ o+ - -+ o+

Figure 16 : Arbre généalogique de la famille B. Les patients représentés en noir sont atteints de
troubles de la conduction mais sans que nous puissions connaitre le type de troubles de la

conduction intra-ventriculaire. Les patients en gris ont des anomalies mineures de la conduction.
Le symbole E montre un bloc de la branche droite, le symbole E montre un bloc de la branche
droite associé a un hémi-bloc antérieur gauche, le symbole E montre un un hémi-bloc antérieur

gauche, le symbole :montre un bloc pariétal. PM signifie pacemaker. Les patients marqués

d’une croix sont porteurs de I’haplotype morbide sur le chromosome 16.
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Figure 17: ECG caractéristiques dans la famille B.

1.B.3.b. Analyse génétique de la famille B.

Pour réaliser ces analyses de liaison génétique, considérant l'aspect progressif et la
pénétrance incompléte de la maladie chez les sujets jeunes, seuls sept patients 4gés de plus de 60
ans et ne présentant pas de troubles de conduction ont été¢ considérés comme sains et ont été
inclus dans I’analyse initiale.

Une approche géne candidat a permis d’exclure les deux premiers locus de troubles de
conduction isolés en 19q13.3 et 3p21.1 (SCN5A), ou associés a d’autres maladies cardiaques ainsi
que les différents locus des connexines cardiaques.

Une analyse de liaison sur 1'ensemble du génome a ensuite été réalisée en utilisant les 400
marqueurs chromosomiques dinucléotidiques du Généthon espacés de 10 cM (ABI PRISM™
Linkage Mapping Set-MDI10 version 2, PE Biosystem). L’analyse et la détermination du
génotype ont été réalisées a 1’aide des logiciels GENESCAN® et GENOTYPER®. Les tailles des
alleles ont été comparées aprés normalisation a un échantillon d’ADN témoin (CEPH 1347-02).
Les lod scores a deux points ont été calculés avec le logiciel LINKAGE® (version5.2, Lathrop

G.M. et Lalouel J.M. 1984). Les lod scores multipoint ont été calculés avec le logiciel

65



SIMWALK® (version 2). La pénétrance de la maladie a été fixée a 90 %. La fréquence de la
maladie était supposée €égale entre les deux sexes. La fréquence de I’allele morbide a été fixée a
0,001 et les fréquences alléliques des microsatellites ont été obtenues a partir des banques de

données.

Nous avons utilisé une technique particuliére de regroupement des ADN qui a consisté a
regrouper sept ADN de sujets atteints qui ont été amplifiés par PCR simultanément et analysés
sur un gel de génotypage par comparaison a sept ADN de sujets sains de cette famille traités en
parall¢le de la méme fagon. Cette technique était basée sur le principe que l'all¢le associé a la
maladie devait étre majoritaire chez le groupe de sujets atteints comparé au groupe de sujets sains
et a permis de sélectionner initialement une cinquantaine de marqueurs génétiques
potentiellement liés a la maladie. Le génotypage de ces marqueurs chez l'ensemble des membres
de la famille nous a permis de trouver une liaison génétique pour les marqueurs D16S516 et
D16S3091 avec des lod scores a 0 % de recombinaison de 4,21 et 6,82 respectivement. Le
génotypage des marqueurs flanquant et une analyse de liaison multipoint (Figure 18) a permis de
définir un intervalle de liaison de 19 ¢cM en 16q23.3-16q24, entre les marqueurs D16S518 et
D16S402 (kyndt F. et al. 2000) (Figure 19). L'analyse génétique sur I'ensemble des membres de
la famille montre que tous les sujets considérés comme atteints partagent 1’haplotype morbide.
Sept membres de la famille considérés comme indéterminés partagent ¢galement cet haplotype,
six étaient agés de moins de 55 ans et le septieme patient (patient II-14) avaient uniquement une
déviation axiale gauche. Huit membres de la famille considérés comme non-atteints avaient
¢galement 1'haplotype morbide. Parmi eux, 7 avaient moins de 55 ans, un patient (I1I-13) était
agée 65 ans et avait un ¢électrocardiogramme strictement normal. Il peut donc étre considéré

comme non pénétrant pour la maladie.
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Figure 18: Locus de troubles de conduction progressifs sur le chromosome 16. Une analyse de
liaison multipoint a été réalisée en comparant la ségrégation du phénotype et 7 marqueurs
microsatellites. La distance séparant les marqueurs (en cM) est indiquée en abscisse et les

valeurs de lod score sont indiquées en ordonnées.

De facon surprenante une des branches de cette famille présente des recombinaisons entre
les marqueurs D16S3040 et D16S516, ainsi qu'entre les marqueurs D16S3040 et D16S3091. 11
existerait donc trois petites régions potentiellement liées a la maladie. La reconstitution des
haplotypes des parents de la premicre génération laisse penser que ces individus pourraient &tre
apparentés, atteints tous les deux de la méme maladie, et qu'ils auraient 1'un et l'autre transmis
l'allele délétere. Une enquéte généalogique ascendante n’a pas encore permis de trouver un lien
de parenté entre ces deux individus, mais des arguments génétiques et démographiques suggerent

que ces individus puissent étre apparentés de facon tres éloignée.
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Figure 19: Représentation schématique du chromosome 16 et des marqueurs microsatellites
utilises pour I’analyse de liaison génetique ainsi que les distances génétiques séparant ces
marqueurs. Des lod scores de 4,21, 4,14 et 6,82 ont été trouvés a 0% de recombinaison pour les
marqueurs D16S3049, D16S3040 et D16S3091 respectivement. Les marqueurs encadrés

représentent les marqueurs liés pour I’ensemble de la famille.

Plusieurs genes potentiellement candidats sont situés dans I’intervalle de liaison génétique
délimité par les marqueurs D16S518 et D16S402. Dans le cadre du séquencage du génome
humain complet (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001) de nombreuses
séquences génomiques de cette région sont maintenant disponibles dans les banques de données
sous formes de « contigs », mais il existe encore des zones non séquencées. Les régions codantes
de trois geénes a expression cardiaque ont fait I’objet d’un séquengage direct : un géne codant une
cadhérine cardiaque, un geéne codant une oxydoreductase et un geéne codant la
phosphatidylinositol- phospholipase C gamma 2 (Figure 20). Pour cela des amorces situées dans

les introns flanquant les régions codantes de ces genes ont été choisies a partir des séquences

68



génomiques disponibles dans les banques de données, en utilisant un logiciel spécifique (Primer
3, Steve Rozen et Helen J. Skaletsky (1998): http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer/primer3 www.cgi).
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Figure 20: Représentation schématique de I’intervalle de liaison génétique du chromosome 16,
montrant la position des marqueurs microsatellites utilisés, les contigs génomiques couvrant

actuellement cette zone et la position des génes testés.

Les sous-unités Kv6 sont des sous-unités régulatrices des canaux Kv. Elles ne génerent
pas de courant potassique fonctionnel lorsqu'elles sont exprimées seules mais sont capables de
s'assembler avec d'autres sous-unités pour former des canaux hétéromultimériques fonctionnels et
de moduler les propriétés ¢lectrophysiologiques de ces canaux.

Un geéne codant un canal potassique de la famille Kv6 (KCNG1-like) de 256 acides
aminés était présent entre les marqueurs D16S402 et D16S3037. La technique de RT-PCR
(Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction) a permis de montrer que ce geéne était
exprimé dans le cceur. Nous avons identifié¢ des répétitions dinucléotidiques (CA)n polymorphes
dans un des introns de ce geéne mais ces répétitions ne ségrégeaient pas avec le phénotype dans la

famille.

Le géne WWOX, localisé entre les marqueurs D16S518 et D16S3040, code une protéine

de 414 acides aminés contenant deux domaines WW du c6té amino-terminal et une région de
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forte homologie avec la chaine courte des enzymes de la famille déhydrogénase/reductase. Sa
fonction est actuellement inconnue, mais il est exprimé¢ dans le cceur et pourrait, par
l'intermédiaire de ses domaines WW, interagir avec les canaux sodiques cardiaques, réguler leur
densité a la surface cellulaire et par conséquent moduler 1'excitabilité et la conduction cardiaque
(Abriel H. et al. 2000; Harvey K. F. et al. 1999).

Le séquencage des régions codantes des neuf exons de ce géne n'a pas permis d'identifier
de mutation.

Le gene PLCG2 (Phospholipase C Gamma _est localisé en 16q24.1, entre les marqueurs
D16S3073 et D16S3098. 1l code une protéine de 1252 acides aminés exprimée dans le cceur.

Les pospholipases C sont des enzymes catalysant I'hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate (PIP2) en D-myo-inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et diacylglycerol (DAG). Cette
famille de protéines comporte actuellement 11 isoformes différentes qui se différencient par leur
structure, leur distribution tissulaire, leur mode d'activation et sont groupées en quatre sous-
familles (a., B3, v et 8) (Rhee S. G. 2001).

Plusieurs hypothéses physiopathologiques ont permis de considérer ce géne comme un
candidat potentiel.

La phospholipase C modulerait l'automatisme cardiaque par l'intermédiaire des
phosphoinositols et du calcium: l'augmentation des niveaux intracellulaires d’IP3, de D-
myoinositol 1,4-biphosphate, D-myoinositol 1-phosphate et de calcium libre serait a l'origine
d'une augmentation de l'automatisme cardiaque (Viamonte V. M. et al. 1990).

La deuxiéme hypothese serait que des mutations du géne PLCG2 pourraient provoquer
des troubles de conduction par I’intermédiaire d’une désorganisation du cytosquelette d'actine, en
altérant les densités ou les cinétiques des canaux ioniques cardiaques (Undrovinas A. L. et al.
1998; Undrovinas A. I. et al. 1995).

D'autre part la PLCG2 pourrait intervenir dans l'ancrage dans la membrane plasmique des
cadhérines. Certaines cadhérines sont fixées aux lipoprotéines de la membrane plasmique par
l'intermédiaire d'un groupement glycosylposphatidylinositol (GPI) et ce groupement peut étre
clivé par les phospholipases C phosphatidylinositol-specifique (Niermann T. et al. 2000). Des
anomalies de ces enzymes pourraient étre a l'origine de perturbations de la distribution des
cadhérines et des connexines au niveau des jonctions communicantes des cardiomyocytes.

Les 20 exons codants de ce géne ont été séquencés et aucune mutation n’a été trouvée.
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Le géne codant la cadhérine 13 (CDH13) a expression cardiaque est localisé entre les
marqueurs D16S505 et D16S3037. 1l s’agit d’une protéine de 713 acides aminés, fortement
exprimée au niveau du cceur et dont la fonction exacte n’est pas connue. Cependant, il a été
montré que les cadhérines qui sont des glycoprotéines d'adhésion cellulaire dépendant du calcium
participeraient a la formation des jonctions communicantes et moduleraient les fonctions des
canaux jonctionnels (connexines).

Avant d'atteindre la membrane cellulaire, les connexines s'assemblent par groupes de six
molécules pour former des structures tubulaires creuses appelées connexons. Cette
oligomérisation survient au niveau d'un compartiment distal de I'appareil de Golgi. Les
connexons sont ensuite transportés et incorporés dans les membranes cellulaires, et s'agrégent
pour former les plaques jonctionnelles. Lorsqu'un contact intercellulaire est établi, les connexons
d'une cellule qui constituent la moiti¢ d'un canal s'alignent bout a bout avec ceux de la cellule
voisine, €tablissant un canal hydrophile continu mettant en communication directe le cytoplasme
des deux cellules. Les éveénements régulant le transport des connexons et leur agrégation au
niveau des plaques jonctionnelles sont mal connus. Pour que les connexons d'une membrane
cellulaire puissent s'aligner avec ceux d'une membrane cellulaire adjacente, ces membranes
doivent étre trés proches I'une de l'autre et le transport et 1'agrégation des connexons d'une cellule
doivent étre coordonnés avec des évenements similaires se produisant dans la cellule adjacente. Il
existerait donc des interactions entre les membranes des cellules adjacentes a travers l'espace
extracellulaire. Bien que les molécules responsables de ces interactions n'aient pas été clairement
identifiées, il semblerait que des molécules d'adhésion cellulaire telles que les cadhérines, jouent
un role important dans la formation des jonctions communicantes (Fujimoto K. et al. 1997).

Des répétitions de dinucléotides (CA)n polymorphes, présentes dans 1’intron 1 du géne
CDHI13 (CDHI13(CA)n), ont été testées sur I’ensemble de la famille et recombinent dans une des
branches de cette famille. Les 14 exons de ce géne ont été séquengés et nous n’avons trouvé

aucune mutation.

1.B.3.C. Evolution des paramétres de la conduction dans la

famille B.

Dans le but d’évaluer la progression des troubles de la conduction avec 1’age, nous avons
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comparé la progression de la durée du PR et du QRS chez les patients porteurs et non-porteurs de
I'haplotype morbide.

Pour les sujets atteints, le coefficient de progression du PR en fonction de 1’age est de
1,11 ms/an avec un PR théorique a la naissance de 117,7 ms. Le coefficient de corrélation est de
R2 = 0,33. Pour les sujets sains le coefficient de progression du PR en fonction de 1’age est de
0,57 ms/an avec un PR théorique a la naissance 125,19 ms. Le coefficient de corrélation est de
R2 = 0,10 (Figure 21). Les coefficients de progression du PR en fonction de 1’dge ne sont pas

statistiquement significativement différents.
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Figure 21 : Evolution de la durée du PR en fonction de I’age dans la famille B. Les sujets non-
porteurs de I’haplotype morbide sont représentés en blanc alors que les sujets porteurs sont

représentés en noir.

Pour les sujets atteints, le coefficient de progression du QRS en fonction de 1’age est de
0,81 ms/an avec un QRS théorique a la naissance de 66,4 ms. Le coefficient de corrélation est de
R2 =0,33. Pour les sujets sains le coefficient de progression du QRS en fonction de 1’age est de —
0,079 ms/an avec un QRS théorique a la naissance 92,6 ms. Le coefficient de corrélation est de
R2 = 0,0097. Les coefficients de progression du QRS en fonction de 1’dge sont statistiquement

significativement différents.
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Figure 22 : Evolution de la durée du QRS en fonction de I’age dans la famille B. Les sujets non-
porteurs de I’haplotype morbide sont représentés en blanc alors que les sujets porteurs sont

représentés en noir.

1.B.3.d. Résumé des résultats.

Ce travail sur la famille B a permis de mettre en évidence un nouveau locus de troubles de
la conduction progressif. Ce locus est complexe puisque composé de trois petites zones liées
séparées de deux zones non-liées. La reconstitution des haplotypes des parents de la premicre
génération laisse penser que ces individus pourraient étre apparentés et pourraient tous les deux
avoir transmis l'allele délétere. L analyse géne-candidat que nous avons menée sur cette région ne
nous a pas encore permis d’identifier le géne morbide dans cette famille. Cependant, I’analyse
des relations génotype-phénotype montre que les troubles de la conduction sont progressifs et que

la pathologie dont est atteinte cette famille est une forme typique de la maladie de Lenégre.

|.B.4.Etude phénotypique des familles Ch., G. et N.

Trois autres familles de taille plus modeste ont pu également étre identifiées.
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La famille Ch. comporte 40 membres incluant 15 patients cliniquement atteints (Figure
23). Dans cette famille, sept membres ont bénéfici¢ de l'implantation d'un pacemaker. Les
anomalies de la conduction étaient un bloc de branche droit dans 3 cas, un bloc de branche droit
associ¢ a un hémibloc antérieur gauche dans 10 cas et un bloc de branche gauche dans 1 cas. Un
bloc pariétal a été retrouvé dans 1 cas. Six patients ont été considérés comme indéterminé car
leurs ¢électrocardiogrammes montraient un bloc incomplet de la branche droite (Figure 24).

La fréquence cardiaque était de 74+/-18 bpm contre 66+/-11 bpm (NS), le PR était de
186+/-61 ms contre 145+/-19 ms (NS) et le QRS ¢était de 136+/-23 ms contre 90+/-7
ms(p<0.0001).

Dans cette famille, une analyse de liaison a été réalisée mais elle n'a pas permis de mettre
en évidence un locus morbide.
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Figure 23 : Arbre généalogique dans la famille Ch montrant une transmission autosomique

dominante des troubles de la conduction.
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Figure 24 : Electrocardiogramme typique de la famille Ch montrant un aspect de bloc de
branche droit associé avec un hémibloc antérieur gauche ainsi que la progression des troubles

de la conduction au cours du temps.

La famille G se composait de 31 membres (Figure 25). Dix individus ¢taient atteints et 13
sains. Quatre patients ont bénéfici¢ de l'implantation d’un pacemaker. Les anomalies de la
conduction étaient un bloc de branche gauche dans 3 cas et un hémibloc antérieur gauche dans 7
cas.

La fréquence cardiaque était identique dans les deux groupes (61+/-10 bpm chez les
atteints contre 66+/-11 bpm chez les sains). En revanche, la durée du PR (239+/-43 ms contre
162+/-22 ms p<0.001) et la durée du QRS (131+/-31 ms contre 91+/-7 ms p<0.001) étaient

allongées chez les sujets atteints.
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Figure 25 : Arbre généalogique de la famille G. Les patients en gris ont des anomalies mineures

de la conduction. Le symbole E montre un bloc de la branche droite, le symbole ﬂ montre un
bloc de la branche gauche, le symbole E montre un bloc de la branche droite associé a un
hémi-bloc antérieur gauche, le symbole E montre un un hémi-bloc antérieur gauche, le symbole

:montre un bloc pariétal. PM signifie pacemaker.

La famille N se composait de 32 membres (Figure 26). Six membres étaient atteints et 17
¢étaient sains. Trois patients avaient bénéficié¢ de 1'implantation d'un pacemaker. Les troubles de la
conduction étaient un bloc de branche droit dans 2 cas, un bloc pariétal dans 2 cas, et un
hémibloc antérieur gauche dans 2 cas (Figure 27). La fréquence cardiaque (57+/-8 bpm contre
65+/-11 bpm) et la durée du PR (154+/-18 ms contre 161+/-18 ms) étaient similaires dans les
deux groupes mais la durée du QRS était allongée chez les patients atteints (122+/- 26 ms contre

87+/- 11 ms p<0.001).
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Figure 26 : Arbre généalogique de la famille N. Les patients en gris ont des anomalies mineures

de la conduction. Le symbole E montre un bloc de la branche droite, le symbole ﬂ montre un

bloc de la branche gauche, le symbole E montre un bloc de la branche droite associé a un

hémi-bloc antérieur gauche, le symbole E montre un un hémi-bloc antérieur gauche, le symbole

:montre un bloc pariétal. PM signifie pacemaker.
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Figure 27 : ECG typiques dans la famille N montrant des blocs de branche droits.
La taille des familles G et N était insuffisante pour permettre la réalisation d'une analyse

de liaison sur l'ensemble du génome mais nous avons pu éliminer les locus préalablement décrits.

1.B.4.a. Analyse globale des formes héréditaires de la maladie de
Lenegre.

L'analyse du type de troubles de la conduction retrouvé dans ces différentes familles
montre qu'en fonction de la famille considérée, les anomalies électrocardiographiques peuvent
étre spécifiques (Tableau 2).

En effet, si dans les familles B et C tous les types de troubles de la conduction peuvent
étre retrouvés, en revanche dans la famille G. on ne retrouve que des blocs de branche gauche ou
les hémibloc antérieur gauche alors qu’a l'inverse dans la famille Ch, on retrouve essentiellement

des blocs de branche droit associés a un hémibloc antérieur gauche.
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Il est donc probable que les génes responsables des troubles de la conduction dans ces

familles puissent avoir une localisation spécifique dans les voies de conduction

RBBB RBBB+LAHB RBBB+LPHB LBBB | LHAB LPHB Parietal block

Family C 4 0 4 3 0 1 8 20
Family B 2 3 0 0 2 0 2 9
Family Ch 3 10 0 1 0 0 1 15
Family G 0 0 0 3 7 0 0 10
Family N 2 0 0 0 2 0 2 6

11 13 4 7 11 1 13/ 60

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des types de troubles de la conduction retrouvés dans les

différentes familles.

1.B.4.b. Résumé des résultats :

Ce travail sur trois familles atteintes de troubles de la conduction dégénératifs progressifs
non liés au locus préalablement décrit montre que la maladie de Lenégre est une maladie
génétiquement hétérogene. Les raisons pour lesquelles nous ne sommes pas parvenu a identifier
le locus morbide dans la famille Ch alors que cette famille a une taille apparemment suffisante
peuvent étre multiples. Tout d’abord, s’agissant d’une maladie fréquente dans la population
générale, il est possible qu’un nombre anormalement important de phénocopie (patient atteint de
la maladie mais non porteur du géne morbide) soit présent dans cette famille. Ce risque est pris
en compte dans les analyses de lod-score mais le taux de phénocopie peut avoir ét€¢ sous-estimé.
A I’inverse, nous avions considéré pour ces analyses une pénétrance de la maladie de 90%. Ce
taux de pénétrance est purement spéculatif et il est possible que ces valeurs puissent étre variables
en fonction du géne considéré. Une surestimation de la pénétrance pouvant conduire a écarter un
locus potentiellement lié.

Afin de surmonter ces difficultés, il faut pouvoir identifier des familles de plus grandes
tailles. Pour cela nous allons tenter d’identifier de nouvelles branches familiales a ces différentes
familles. Dans ce but, nous allons contacter les patients implantés de pacemaker et provenant des
méme régions géographiques que les familles préalablement identifiées. En effet, toutes ces
familles sont issues de régions rurales dans lesquelles la mobilité géographique est faible. Les

troubles de la conduction dont elles sont atteintes étant d’origine génétique, I’anomalie génétique
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leur a été transmise par un ancétre. Les populations de ces régions étant trés sédentaires, il est
probable que les troubles de la conduction dont sont atteints d’autres patients issus de ces régions
puissent leurs avoir été transmis par le méme ancétre commun et avoir la méme origine

génétique.

|.B.5.Etude de prévalence des mutations du géne SCN5A dans les troubles de

la conduction dégénératifs.

Il nous est apparu important d’évaluer la fréquence des mutations de SCN5SA dans la
survenue de troubles de la conduction dégénératif. Nous ainsi pu sélectionner 50 patients qui
¢taient atteints de troubles de la conduction dégénératifs ayant nécessité¢ 1’implantation d’un
pacemaker. Tous ces patients ont donné leurs accords écrits pour participer a cette étude et cette
¢étude a obtenu ’autorisation du CCPPRB de Nantes.

Une premicre analyse était effectuée par SSCP lorsqu’une bande anormale apparaissait,
nous réalisions un séquencage de I’exon impliqué.

Sur les 50 premiers patients €tudiés aucune mutation n’a été retrouvée. En revanche, nous
avons montré la présence de plusieurs polymorphismes dont certains n’étaient pas connus jusqu’a
présent. La liste des polymorphismes que nous avons retrouvés dans SCN5A est présentée
(Tableau 3).

Le role de ces polymorphismes n’est actuellement pas connu cependant le données
concernant par exemple le polymorphisme de I’enzyme de conversion de l’angiotensine et
I’hypertension artérielle nous permet de penser que ceux ci pourraient jouer un réle dans la
survenue de troubles de la conduction dégénératifs.

Ces premiers résultats montrent que les mutations dans le géne SCNSA ne peuvent
probablement pas étre considérées comme une cause fréquente de troubles de la conduction
dégénératifs. Cependant, comme nous 1’avons montré les troubles de la conduction dégénératifs
sont génétiquement hétérogenes et il est donc possible que d’autres genes soient plus

fréquemment impliqués.
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Exon  Polymorphismes
Exon 2 A29A
Exon 3 H118H
Exon 3 P119P
Exon 3 11201
Exon 3 IVS 3-24 C-T
Exon 10 IVS 10-3 C-A
Exon 12A H558R
Exon 12A R558R
Exon 12A H558H
Exon 12A 1529
Exon 13 T632T
Exon 17B E1061E
Exon 23 S1382lle
Exon 24 IVS 24+26 C-T
Exon 24 IVS 24+28 C-T
Exon 24 IVS 24+32 G-T
Exon 24 IVS 24+53 C-T
Exon 28A F1616F
Exon 28C D1819D
Exon 28C T1783T

Tableau 3 : Liste des polymorphismes retrouvés dans le géne SCN5A chez les patients implantés

d’un pacemaker pour BAV dégénératif.

1.B.6.Approche d’épidémiologie.

Nous développons actuellement une approche de type épidémiologie génétique. Pour cela
nous constituons un grand fichier regroupant les patients implantés d’un pace maker pour
troubles de la conduction dégénératifs. Dans un deuxiéme temps, nous déterminons le lieu de
naissance des patients inclus dans I'é¢tude grace a leur numéro de sécurité sociale. Nous évaluons
ensuite la fréquence de la maladie dans chaque commune et nous nous intéressons ensuite aux
communes qui ont le plus fort taux de la maladie. Nous émettons ensuite 1'hypotheése que la

fréquence anormalement ¢levée de la maladie dans ces communes peut étre liée au fait qu'un
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ancétre commun trés ancien a pu transmettre la maladie a sa descendance. Pour cette approche, il
est nécessaire que la population soit peu mobile, ce qui est le cas habituellement dans notre
région. Nous réalisons ensuite une enquéte généalogique sur I'ensemble des patients atteints de la
maladie étudiée et originaire de la région ou la fréquence la maladie est élevée. Le but de cette
enquéte généalogique étant d'identifier I’ancétre commun a I'ensemble des patients issus de cette
région.

Cette approche apparait d'autant plus prometteuse qu'elle s'adresse a des pathologies rares
pour lesquelles le risque de phénocopies est faible.

Cependant, nous l'avons également appliqué aux troubles de la conduction dégénératifs.
La carte présentée dans ce travail est incomplete car pour des raisons administratives, nous
n’avons pu obtenir que les fichiers des patients implantés pour 1’hdpital de Saint Nazaire, les
nouvelles cliniques nantaise, le CHD de La Roche sur Yon et le CHU de Nantes. Cependant,
cette carte montre une répartition géographique non aléatoire des implantations de stimulateurs
cardiaques pour bloc auriculo-ventriculaire dans la région nantaise. A titre de référence, pour
Nantes et Saint-Nazaire, les deux agglomérations principales du département, le nombre
d’implantations de stimulateurs cardiaques pour 1000 habitants était respectivement de 1,54 (299
implantations / 195185 habitants) et 1,53 (59 implantations / 38350 habitants). Le taux
d’implantation le plus élevé (23 pour 2867 habitants soit 8,02 pour 1000 habitants) était retrouvé
dans la région R., une zone rurale constituée de 4 communes dans un cercle de 5 km de rayon

(Figure 28).
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Figure 28 : Répartition de la fréquence des implantations de pacemaker pour BAV dégénératif
dans la région nantaise évaluée grace aux fichiers des patients implantés de pacemaker de
I’hdpital de Saint Nazaire, des nouvelles cliniques nantaise, du CHD de La Roche sur Yon et
du CHU de Nantes .

Notre approche n’ayant pas pour vocation de tracer une carte exhaustive de la fréquence
des implantations dans la région mais d’identifier des zones de haute fréquence de la maladie,
nous avons considéré ces résultats suffisamment intéressant pour justifier de focaliser nos
investigation sur cette zone R. Nous avons donc réalisé une enquéte familiale systématique a
partir des cas index des patients implantés de pacemaker dans ces communes.

Les dossiers médicaux des 23 patients implantés natifs de la région R. ont été étudiés.
Parmi eux, 19 patients avaient un bloc de conduction infra-hissien sans cardiopathie associée, 3

avaient un bloc de conduction nodal et 1 avait un bloc de conduction infra-hissien et un
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rétrécissement aortique calcifié¢ serré. Les 19 patients qui avaient un bloc de conduction infra-
hissien isolé ont été sélectionnés comme propositus pour une enquéte familiale. Douze d’entre
eux étaient décédés avant le début de 1’étude. Une enquéte familiale a pu étre réalisée chez les
apparentés de 17 des 19 propositus sélectionnés, en raison du refus de deux d’entre eux de
participer a I’étude.

Quatre vingt trois individus (45 femmes et 38 hommes), dont 5 des 19 propositus
sélectionnés au départ et 78 apparentés a un de ces 19 propositus de départ ont été inclus dans
I’étude. Parmi ces individus, 22 (8 femmes et 14 hommes) avaient un phénotype atteint, 52 (28
femmes et 24 hommes) un phénotype sain et 9 (4 femmes et 5 hommes) un phénotype douteux.

Au stade actuel de ’enquéte généalogique, des liens de parenté ont été retrouvés entre 4
des propositus, et les 83 individus recrutés représentent 14 familles. Il n’a pas été retrouvé de lien
de parenté entre ces 14 familles a 5 générations.

Parmi les familles de la région R., la famille Br. remplissait les criteres d’informativité
génétique et a été retenue pour la réalisation d’une analyse de liaison aux locus déja identifiés et
en cas d’exclusion de ces locus a 1’échelle du génome entier.

La famille Br. telle que nous la connaissons actuellement est constituée de 3 noyaux
familiaux dont le lien a été retrouvé par I’enquéte généalogique en identifiant un couple
d’ascendants communs nés vers 1810. Elle comporte 22 membres (9 femmes et 13 hommes),
dont 8 individus phénotypiquement atteints (2 femmes et 6 hommes), 13 individus sains (6
femmes et 7 hommes) et 1 individu douteux (1 femme). Trois membres de la famille ont
bénéfici¢ de I’implantation d’un stimulateur cardiaque en raison d’une syncope ou d’une
bradycardie sévére. Parmi les individus atteints, les troubles de conduction observés étaient un
bloc de branche droit complet associ¢ a un hémibloc antérieur gauche (2 patients), un bloc de
branche droit incomplet associé & un hémibloc antérieur gauche (1 patient), un hémibloc antérieur
gauche (3 patients), un bloc auriculo-ventriculaire du premier degré associ¢ a un bloc de branche
gauche complet (1 patient) et un bloc auriculo-ventriculaire complet avec complexes
d’échappement ventriculaire larges (1 patient). La patiente phénotypiquement douteuse était agée
de 42 ans et avait un bloc de branche droit incomplet. Les autres individus avaient un
¢lectrocardiogramme dans les limites de la normale. Un membre de la famille décédé était atteint

de maladie de Lenégre et était porteur d’un stimulateur cardiaque (Figure 29).
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Figure 29 : Famille R identifiée grace a une approche d’épidémiologie génétique.

La répartition des troubles de conduction dans la famille Br. était compatible avec un trait
mendélien transmis sur le mode autosomique dominant. Les critéres d’informativité génétique
étaient satisfaits, puisque le Lod Score théorique maximal de la famille était de 3,49 pour un
marqueur situé a 0 cM du géne recherché et pour une pénétrance de la maladie de 90%.

Les trois locus déja identifiés de troubles de conduction isolés progressifs, en 19q13.2-
13.3, 3p21.1 et 1624, ont été exclus par analyse de liaison des marqueurs habituellement utilisés
a ces locus.

Une analyse de liaison sur I’ensemble du génome a ensuite été entreprise et est
actuellement en cours.

L’identification de cette grande famille par cette approche d’épidémiologie génétique
permet donc de valider cette approche pour des pathologies fréquentes tel que les troubles de la

conduction dégénératifs.
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1. SYNDROME DE BRUGADA.

Les fibrillations ventriculaires seraient responsables de plus de 300 000 morts subites par
an aux Etats-Unis et environ 70 000 en France (Kannel W. B. et al. 1987; Willich S. N. et al.
1987). La cause de loin la plus fréquente est la maladie athérosclérotique qui représente environ
80 % des cas. Les cardiomyopathies dilatées et hypertrophiques seraient la deuxiéme cause. La
fibrillation ventriculaire resterait pourtant inexpliquée chez 3 a 9 % des personnes (Viskin S. et
al. 1990).

En 1981, le Centre de Controle et de Prévention des maladies des Etats-Unis avait recensé
un nombre anormalement élevé de morts subites inexpliquées parmi les réfugiés d’origine
asiatique. Ces morts subites inattendues touchaient essentiellement les hommes jeunes (moyenne
d’age de 33 ans), apparemment sains, et se produisaient pendant le sommeil (Baron R. C. et al.
1983a; Baron R. C. et al. 1983b).

Ces morts subites inexpliquées seraient fréquentes au Japon et en Asie du Sud
(Nademanee K. 1997; Nademanee K. et al. 1997). Cette maladie est encore appelée le syndrome
de mort subite et inattendue (SUDS: Sudden and Unexpected Death Syndrome) ou syndrome de
mort subite inattendue nocturne (SUNDS: Sudden Unexpected Nocturnal Death Syndrome). Elles
sont suffisamment fréquentes pour avoir un nom spécifique dans plusieurs pays « Lai Tai » en
Thailande, « Bangungut» aux Philippines, et « Pokkuri» au Japon et pour influencer les
traditions locales. Les morts subites touchant essentiellement les hommes pendant leur sommeil,
il est de tradition, dans certains villages, que les hommes s’habillent en femmes la nuit, pour
tromper la mort. Environ 40 % de ces patients auraient une histoire familiale de mort subite
(Tatsanavivat P. et al. 1992). En Thailande, ce syndrome serait la cause naturelle majeure de
mortalité des hommes jeunes et serait responsable de 26 a 38 déces pour 100 000 hommes entre
20 et 49 ans (Nademanee K. 1997).

Les morts subites dans ce syndrome sont dues a des tachycardies et des fibrillations
ventriculaires. Ce syndrome serait probablement le méme que le syndrome de Brugada (SB) car
un aspect électrocardiographique compatible est retrouvé chez certains patients. Aucune anomalie

n’est retrouvée lors des autopsies (Akai J. et al. 2000; Nademanee K. et al. 1997).
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Dés le milieu du XX eéme siécle Osher et Wolff (1953) ont identifié un profil
¢lectrocardiographique particulier, comprenant un aspect de bloc de branche droit, un sus-
décalage du segment ST et une inversion de l'onde T dans les dérivations précordiales droites
chez des sujets asymptomatiques (Osher H. L. et al. 1953). En 1989, Martini B. et coll. ont
retrouvé ce profil ECG particulier chez trois patients ayant fait des morts subites et suggéraient
un lien possible entre ces anomalies de la repolarisation ventriculaire et les morts subites (Martini
B. et al. 1989). Cependant, chez ces patients, une forme subclinique ou frustre de
cardiomyopathie du ventricule droit avait été suspectée. Le mérite revient aux fréres Brugada
d’avoir émis I’hypothése qu’il s’agissait d’une maladie cardiaque fonctionnelle et d’en avoir fait
une description é€lectrocardiographique précise a partir de huit patients ayant présenté une mort
subite récupérée sur fibrillation ventriculaire idiopathique. Chez 4 des 8 patients décrits, une

histoire familiale était suspectée (Brugada P. et al. 1992).

I1LA. INTRODUCTION.

11.A.1. Critéres électrocardiographigues diagnostiques.

Le syndrome de Brugada (SB) est une entité clinico-électrocardiographique. Les critéres
¢lectrocardiographiques retenus pour le diagnostic positif, en particulier les modifications du
segment ST et 1’¢lévation du point J, étaient différents d’un auteur a I’autre jusqu’a 1’¢laboration

d’un rapport de consensus publi¢ en 2002 (Wilde A. A. et al. 2002).

Ainsi 3 types distincts de repolarisation sont décrits dans ce rapport (Figure 30) :

Type 1 : élévation du point J > 2 mm avec un aspect convexe et descendant du segment
ST et onde T inversée (« coved type») qui peut également étre appelé triangulaire.

Type 2 : ¢élévation du point J > 2 mm avec un aspect en selle du segment ST, sus-décalage
du segment ST > 1 mm et onde T positive ou biphasique (« saddle back »).

Type 3 : élévation du point J > 2 mm avec un aspect en selle du segment ST, sus-décalage

du segment ST < 1 mm et onde T positive.
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Figure 30 : Différent aspect électrocardiographique retrouvés dans le syndrome de Brugada.

Seule une repolarisation de type 1, présente sur au moins deux dérivations précordiales
droites (V1, V2, V3), est considérée comme caractéristique d’un ¢électrocardiogramme d’aspect
Brugada.

Le terme de SB ne peut étre associé a ce type d’ECG qu’en présence d’au moins un des
criteres suivants : fibrillation ventriculaire documentée, tachycardie ventriculaire polymorphe
spontanément résolutive, histoire familiale de mort subite (dge < 45 ans), apparenté ayant un
ECG avec une repolarisation de type 1, induction d’un trouble du rythme ventriculaire lors de la
stimulation ventriculaire programmée, antécédent de syncope ou de respiration stertoreuse

nocturne.

Ces modifications de la repolarisation s’accompagnent d’un aspect de bloc de branche
droite le plus souvent incomplet. Cependant les anomalies typiques du bloc de branche droite,
avec la présence d’une onde S dans les dérivations opposées, ne sont pas systématiques.

L’intervalle QT, généralement normal (QTc < 440 ms), peut étre allongé (Bezzina C. et

al. 1999; Brugada P. and Brugada J. 1992; Clancy C. E. et al. 2002).

Ces modifications de la repolarisation si¢gent le plus souvent dans les dérivations
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précordiales droites (V1, V2, V3). Elles peuvent n’étre présentes que dans les dérivations
précordiales hautes, un espace intercostal au-dessus de V1 et V2 (Sangwatanaroj S. et al. 2001;
Takagi M. et al. 2002) ou inférieures en D2, D3, AVF (Potet F. et al. 2003; Takagi M. et al.
2000), dérivations cependant non retenues dans le rapport de consensus (Figure 31 et Figure 32).
Devant une suspicion de SB ainsi qu’au cours des enquétes familiales, 1’enregistrement des
dérivations précordiales hautes doit étre systématique. L’étude de ces dérivations augmente la
puissance diagnostique de I’ECG (Sangwatanaroj S. et al. 2001). Des techniques
¢lectrocardiographiques de type cartographie de surface, avec enregistrement simultané¢ de 120
dérivations, pourraient aussi améliorer la sensibilité diagnostique et permettre une analyse
quantitative plus rigoureuse par la mesure automatisée de la durée de 1’intervalle QRS et du sus-

décalage du segment ST (Bruns H. J. et al. 2002; Shimizu W. et al. 2000b).

L’aspect électrocardiographique typique est parfois absent: I’ECG de base peut étre
fluctuant dans le temps, voire normal en permanence. Les modifications de la repolarisation
peuvent apparaitre ou se majorer avant ou apres un €pisode rythmique (Matsuo K. et al. 1998).
Ces modifications peuvent aussi €tre induites par certains agents pharmacologiques ayant une
action de bloqueurs des canaux sodiques dont: les antiarythmiques de classe I, les
antidépresseurs tricycliques type amitriptyline (Rouleau F. et al. 2001), les neuroleptiques
phénothiaziniques mais également des variations de la glycémie induite par la prise de sucre
(Nishizaki M. et al. 2003) (Figure 31 et Figure 32).

Les antiarythmiques de classe I sont maintenant utilisés couramment a titre diagnostic

pour démasquer le SB.
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Figure 31 : Aspect électrocardiographique typique d’un syndrome de Brugada bien visualisé

dans les dérivations précordiales hautes et majorées apres injection de Flécainide.
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Figure 32 : Aspect électrocardiographique de syndrome de Brugada dans les dérivations

inférieures majoreé apres injection de Flécainide.

D’autres anomalies électriques peuvent étre associées comme une fibrillation auriculaire
(Eckardt L. et al. 2001b; Itoh H. et al. 2001; Morita H. et al. 2002) ou une tachycardie
supraventriculaire par réentrée intra-nodale ou en rapport avec une voie accessoire, type
syndrome de Wolff-Parkinson-White (Eckardt L. et al. 2001a). Les troubles du rythme auriculaire
seraient prédictifs du risque rythmique (Bordachar P. et al. 2004).
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11.A.2. Données épidémiologigues et clinigues.

La variabilité des aspects électrocardiographiques et 1’absence de consensus concernant
les critéres diagnostiques jusqu’en 2002 expliquent, en partie, les différences de prévalence du
SB. Dans une population préjugée saine, la prévalence varie de 0,05 a 0,15 % (Hermida J. S. et
al. 2000; Matsuo K. et al. 2001; Miyasaka Y. et al. 2001). Ce syndrome serait responsable de 40 a
60 % des fibrillations ventriculaires idiopathiques pour les uns mais seulement de 3 a 24 % pour

les autres (Chen Q. et al. 1998; Remme C. A. et al. 2001).

Les principales données épidémiologiques sont issues de registres ¢laborés par différentes
équipes mondiales (Alings M. et al. 1999; Atarashi H. et al. 2001; Brugada J. et al. 2002; Matsuo
K. et al. 2001; Priori S. G. et al. 2002a) (Tableau 4). L’atteinte prédomine chez les sujets de sexe
masculin (75 a 95 % des cas selon les études), de race blanche ou asiatique, et se révele dans la
3™ ou 4™ décennie.

Une histoire familiale de mort subite, fibrillation ventriculaire documentée ou syncope est
retrouvée dans 20 a 35 % des cas.

Selon les auteurs, 25 a 64 % des patients atteints sont symptomatiques. Les événements
rythmiques, tachycardie ventriculaire polymorphe ou fibrillation ventriculaire, sont parfois
résolutifs spontanément (Gussak I. et al. 1999). Ils sont plus fréquents au repos et pendant le
sommeil (Matsuo K. et al. 1999). IIs se traduisent par des troubles de conscience qui vont des
malaises lipothymiques a la syncope voire a la mort subite. La fréquence des symptomes est
difficile a évaluer car initialement seuls les patients les plus séveérement symptomatiques étaient
identifiés ce qui avait fait considérer le SB comme une pathologie dont le risque 1étal était tres
¢levé. Actuellement, les derniéres données concernant plus de patients asymptomatiques
identifiés lors de la réalisation d’un ECG systématique ou au cours d’une enquéte familiale

montre que la gravité du SB a probablement été initialement sur-évaluée.

Bien que les données épidémiologiques soient incomplétes, la conduite a tenir sur le plan
thérapeutique commence a étre codifiée. Ce sont les études de grandes cohortes de patients de
Brugada et al. et de Priori et al. qui ont permis d’identifier les facteurs prédictifs de survenue de

troubles du rythme et donc de risque de syncope ou mort subite (Brugada P. et al. 2003; Priori S.
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G. et al. 2002a). En I’absence de traitement médical efficace, I’implantation d’un défibrillateur
implantable est indiquée chez les sujets symptomatiques et ceux asymptomatiques dont 'ECG de
base est anormal et la stimulation ventriculaire programmée positive. La valeur prédictive de la
stimulation ventriculaire programmée reste cependant discutée. Actuellement, la place d’un
traitement a base de quinidinique reste discuté mais une étude semble montrer que ce traitement
pourrait diminuer le risque de survenue de trouble du rythme (Alings M. et al. 2001; Hermida J.

S. et al. 2004).

Brugada et Brugadaet Priorietal.
al. al.
Circ 2002  Circ 2003  Circ 2002

No. (Homme) 334 (255) 547 (408) 200 (152)
Index (Homme) 294 130 (110)
Mort subite 71 0 22
Syncope 73 124 34
Asymptomatique 190 423 144
Age lors du diagnostic 42+16 41+15 41+18
Aspect de Brugada
Spontanement 234 (70%) 391 (71%) 90 (51%)
Apres Class | 100 (30%) 156 (29%) 86 (49%)
Histoire familiale de 180 of 334 302 of 547 26 of 130
mort subite (54%) (55%) (22%)
Aborted SCD 23 (38%) 0 na
Syncope 26 (39%) na na
Asymptomatic 131 (72%) na na

Tableau 4 : Caractéristiques démographiques et cliniques des patients atteints de syndrome de

Brugada d’apreés les données de la littérature.
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Différentes  atteintes  cardiaques peuvent s’accompagner de  modifications
¢lectrocardiographiques proches de ce qui est enregistré en cas SB. Il peut s’agir d’atteintes
myocardiques et en particulier de la dysplasie arythmogeéne du ventricule droit (DAVD) (Corrado
D. et al. 2001), d’une myocardite, d’'une ischémie myocardique par thrombose coronaire et/ou
vasospasme ou d’une compression extrinseéque de type tumorale (Buob A. et al. 2003; Tarin N. et
al. 1999). La frontiere entre DAVD et SB est parfois discutée. Le diagnostic de DAVD est
essentiellement anatomo-pathologique. Des critéres pour différencier ces 2 entités ont été
proposés dans le rapport de consensus de la Société Européenne de Cardiologie (Wilde A. A. et
al. 2002). Des atteintes péricardiques sont également décrites (Tomcsanyi J. et al. 2002).

Des anomalies du bilan ionique, en particulier les hyperkaliémies, les hypercalcémies ou
une insuffisance rénale sévere peuvent également étre responsables d’anomalies mimant 1’aspect
de SB (Douglas P. S. et al. 1984; Levine H. D. et al. 1956; Ortega-Carnicer J. et al. 2002). De
méme des intoxications médicamenteuses (phénothiazine, fluoxétine, amytriptyline) peuvent
entrainer des aspects proches de ce qui est retrouvé dans le SB alors qu'un test a 1’Ajmaline
n’avait pas révélé de SB chez ces patients (Rouleau F. et al. 2001). Les méme anomalies peuvent
étre retrouvées au cours d’une intoxication a la cocaine (Ortega-Carnicer J. et al. 2001). Enfin, un
aspect de repolarisation précoce noté chez certains athlétes peut aussi étre confondu avec un tracé
ECG de type Brugada, mais le sus-décalage du segment ST est généralement moins marqué

(Bianco M. et al. 2001).

11.AS.
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Mécanismes physiopathologiques.

I1.LA.3.a. Courants ioniques et potentiel d’action.

Les mécanismes ¢lectrophysiologiques sont imparfaitement connus et ceux décrits
actuellement restent hypothétiques. L’aspect du segment ST a ’ECG de surface dépend
principalement des phases 1 et 2 et partiellement 0 du potentiel d’action. La phase 1, de
repolarisation rapide, met en jeu un courant entrant de type calcique et sodique, auquel s’oppose
un courant transitoire sortant (Ito ou transient-outward), de type potassique et chlorure calcium-

dépendant (Figure 33).
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Figure 33 : Courant ionique intervenant pendant le potentiel d’action.

11.A.3.b. Théorie d’Antzelevitch et al.

Dans les cellules de la paroi ventriculaire la densité du courant Ito est plus importante
dans I’épicarde que dans I’endocarde, en particulier dans 1’épicarde du ventricule droit (Di Diego
J. M. et al. 1996; Yan G. X. et al. 2003). Ainsi la phase 1 du potentiel d’action épicardique est

caractérisée par une prépondérance du courant sortant (Ito) par rapport au courant entrant
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(principalement calcique). Ce déséquilibre de la balance entre les courants entrant et sortant se
traduit sur le potentiel d’action épicardique par une encoche (« notch »). La phase 1 du potentiel
d’action ¢épicardique est suivie d’un dome, d’ou la dénomination « spike-and-dome ».
L’hétérogénéité spatiale de repolarisation crée un gradient transmural a 1’origine du point J sur
I’ECG de surface.

Dans des conditions physiologiques : le point J est quasiment inexistant sur 'ECG de
surface en raison de la prépondérance du potentiel d’action ventriculaire gauche (densité moindre
de courant Ito) par rapport au droit.

Dans des conditions pathologiques : I’encoche du potentiel d’action épicardique peut étre
plus marquée, on note alors une €élévation du point J et du segment ST a ’ECG de surface. Chez
I’homme cette accentuation du point J a été décrite dans I’hypothermie (onde d’Osborn), et
I’hypercalcémie. Ces 2 situations pourraient conduire a un déséquilibre de la balance entre les
courants entrant et sortant lors de la phase I de repolarisation, au profit du courant sortant.
L’hypothermie induirait une activation plus lente des canaux calciques par rapport aux canaux

potassiques, alors que I’hypercalcémie favoriserait I’inactivation plus rapide du courant calcique.

L’équipe d’Antzelevitch a pu reproduire expérimentalement chez le chien les conditions
du SB (Yan G. X. et al. 1999). L’activation des canaux potassiques impliqués dans le courant Ito
par du pinacidil induisait un déséquilibre de la balance entre les courants, au profit du courant
sortant, avec une accentuation de 1’encoche mais une perte du dome du potentiel d’action
épicardique et une surélévation du point J et du segment ST. L inhibition de ces mémes canaux
potassiques permettait une atténuation de 1’encoche et une restauration du dome du potentiel
d’action épicardique. Cette inhibition peut étre directe par des agents type la 4-aminopyridine.

Le systeme nerveux autonome influencgait aussi la repolarisation. Ainsi ’acétylcholine,
probablement par blocage du courant calcique et stimulation du courant potassique Ix.atp,
facilitait I’accentuation de 1’encoche et 1’atténuation du dome du potentiel d’action. Au contraire,
I’atropine mais aussi 1’isoprénaline (augmentation du courant calcique) permettaient une

restauration du dome et une normalisation du segment ST a ’ECG de surface.

Le courant Ito est plus marqué chez ’homme que la femme. La densité des canaux est

plus importante et la vitesse d’inactivation plus lente chez I’homme, en particulier dans le
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ventricule droit (Di Diego J. M. et al. 2002). Cette prépondérance du courant Ito chez le sujet de

sexe masculin serait une des raisons de la prédominance masculine du syndrome.

Les modifications de la repolarisation dans le SB concernent le segment ST mais aussi

Ponde T :

Si la repolarisation des cellules épicardiques précéde celle des cellules M et

endocardiques alors I’onde T reste positive et le segment ST a un aspect en selle.

Si I’encoche a la phase I du potentiel d’action épicardique est trés marquée le potentiel
d’action ¢épicardique se prolonge. Il existe alors une inversion du gradient de voltage
transmembranaire et du vecteur de repolarisation, le segment ST est en dome avec une onde T

négative (Yan G. X. and Antzelevitch C. 1999) (Figure 34).
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Figure 34 : Méecanisme cellulaire responsable de I’aspect électrocardiographique dans le

syndrome de Brugada.

La perte compléete du dome épicardique, dans certaines zones épicardiques ventriculaires
droites, s’accompagne d’une dispersion de repolarisation et des périodes réfractaires. Cette

hétérogénéité électrophysiologique du myocarde constitue un substrat arythmogeéne a la base des
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réentrées en phase 2 (Antzelevitch C. 2001)(Figure 35). La zone épicardique avec un potentiel
d’action sans dome est activée par le dome du potentiel de la région voisine qui se propage de
facon électrotonique. Il en résulte une extrasystole qui va dépolariser la zone a potentiel d’action
avec dome. Cette théorie a pu étre démontrée expérimentalement sur des préparations de
myocarde ventriculaire droit de chien perfusées et exposées a du pinacidil (Yan G. X. and

Antzelevitch C. 1999).

ddme

Figure 35:Mécanismes des réentrées en phase 2. Les potentiels d’action 4 et 3 sont caractérises
par un déme qui se propage en 2 et 1, initiant une extrasystole en 1. Cette extrasystole est

conduite vers le site 4 avec constitution d’un circuit de réentrée.
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Pour cette théorie, deux mécanismes peuvent étre a [origine de [’aspect
¢lectrocardiographique du SB. Soit une diminution des courants entrants, soit une augmentation

des courants sortants.

Ces données ¢lectrophysiologiques permettent de mieux comprendre le role des agents
bloqueurs sodiques utilisés lors des tests diagnostiques et de définir des génes candidats pouvant

étre responsables de ce syndrome.

I11.LA.3.c. Meécanismes d’action des agents blogueurs sodiques.

Sous I’action des bloqueurs du canal sodique, la phase 1 du potentiel d’action débute et se
termine a un voltage plus négatif et la disponibilité des canaux calciques est alors moindre. Il en
résulte un déséquilibre de la balance entre les courants en faveur du courant sortant, avec
facilitation de la perte du dome du potentiel d’action épicardique (Yan G. X. and Antzelevitch C.
1999).

Les principaux bloqueurs sodiques utilisés sont les antiarythmiques de classe I dont
I’action est cependant hétérogene. La cinétique d’installation du bloc de conduction et de retrait

des antiarythmiques de classe I est différente selon le sous-groupe :

les antiarythmiques de classe IB, dont la cinétique de retrait est rapide, n’ont aucun effet
sur la repolarisation ;
les antiarythmiques de classe IA et IC ont une cinétique de retrait respectivement

intermédiaire et lente permettant un blocage prolongé des canaux.

Dans ces 2 sous-groupes IA et IC on distingue des différences entre les molécules liées
aux propriétés associées :
anticholinergiques : la quinidine et & un moindre degré la procainamide ;

bloqueurs des courants Ito : la disopyramide et la quinidine.

Les effets sur la phase 1 du potentiel d’action, en rapport avec ces 2 propriétés associées,
s’opposent aux effets liés au blocage du courant sodique. Il en résulte une encoche moins

marquée lors de la phase 1 et une atténuation moindre du dome du potentiel d’action épicardique.
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L’ajmaline et la flécainide ont un effet dépresseur sodique quasi exclusif et sont donc plus
appropriées pour les tests de sensibilisation.

Plusieurs études ont confirmé ces différentes propriétés chez les patients atteints de SB
mais aussi chez des sujets controles (Miyazaki T. et al. 1996; Shimizu W. et al. 2000a; Shimizu
W. et al. 2000b). Si des modifications de la repolarisation sont notées dans les groupes contrdles,
celles-ci sont moindres que chez les patients atteints (Brugada R. et al. 2000). Chez le sujet
atteint, le déséquilibre de la repolarisation qui pré-existe avant la réalisation du test est majoré par

les bloqueurs sodiques et explique le démasquage de 1’aspect de SB chez ces sujets.

I11.A.3.d. Rbéle du systéme nerveux autonome.

Le systéme nerveux autonome est impliqué dans la physiopathologie du SB. Une injection
intra coronaire d’acétylcholine, chez des patients atteints, induisait une ¢lévation du segment ST
alors qu’une stimulation béta-adrénergique par isoprénaline ou un blocage des récepteurs alpha
permettait une diminution du sus-décalage du segment ST (Miyazaki T. et al. 1996). Le role du
systéme nerveux autonome serait cependant modeste, et le déséquilibre entre le systeme
sympathique et parasympathique ne semble pas 1’élément fondamental de cette pathologie. La

diminution de fixation du MIBG I'*

traduit une dysfonction présynaptique cardiaque.
Contrairement a Miyazaki et al., I’équipe de Wichter et al. a mis en évidence un défaut de
fixation du marqueur au niveau des parois ventriculaires inférieure et septale gauche chez 47 %
des patients atteints de SB (Miyazaki T. et al. 1996; Wichter T. et al. 2002). L’augmentation de
I’activité sympathique, en rapport avec un phénomene de désensibilisation, semble improbable
puisque la stimulation béta-adrénergique a un effet positif sur la repolarisation dans le SB. Par
conséquent, le défaut de fixation serait li¢é a une réduction du nombre ou de la fonction des
neurones sympathiques efférents expliquant la diminution de la captation du MIBG et donc de la
noradrénaline. Ces anomalies peuvent faire suite a une dénervation ou a une modulation de
I’activité neuronale influencée par ’activité des canaux sodiques et le tonus vagal. Il s’agit d’une
petite population (17 patients) ; des études sur un échantillon plus large, avec des techniques type

PET scan (tomographie par émission de positons), pourraient préciser le réle exact du systéme

nerveux autonome, en particulier dans les troubles du rythme. Cependant, si le role exact du
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systtme nerveux reste discuté son implication est évidente. La plupart des morts subites
surviennent en période nocturne lorsque le tonus vagal est élevé et inversement la perfusion
d’agoniste béta-adrénergique permet de diminuer 1’amplitude du sus-décalage mais également de
traiter un orage rythmique dans ce syndrome (Gronefeld G. et al. 2001; Maury P. et al. 2004;
Miyazaki T. et al. 1996; Mizumaki K. et al. 2004; Tanaka H. et al. 2001)

11.LA.3.e. Autres hypothéses physiopathologiques.

Pour expliquer les modifications électrocardiographiques typiques du SB, certains auteurs
ont propos¢ un autre mécanisme physiopathologique (Nagase S. et al. 2002). Celui-ci
n’impliquerait ni la théorie du gradient de voltage transmural, ni la notion de déséquilibre de la
balance entre les systémes sympathique et parasympathique. Il existerait un retard de conduction
dans la paroi libre de la chambre de chasse du ventricule droit. En utilisant une électrode
endocavitaire introduite dans 1’artére du conus, un électrogramme épicardique de la paroi libre de
la chambre de chasse du ventricule droit a pu étre enregistré. Un potentiel postérieur a la
terminaison du QRS a pu ainsi étre isolé¢ dans cette région correspondant a la détection de
potentiels tardifs a ’ECG de surface. Sous 1’action de bloqueurs sodiques, ces potentiels décalés
sont prolongés comme les potentiels enregistrés a ’ECG haute amplification. Il existerait donc
une anomalie myocardique épicardique dans la chambre de chasse du ventricule droit a I’origine
de ces potentiels tardifs. Parallélement a la théorie concernant les anomalies de conduction, une
équipe japonaise a cherché a identifier des anomalies morphologiques non détectables avec les
techniques usuelles et qui expliqueraient les troubles de repolarisation (Takagi M. et al. 2001). Ils
ont réalisé chez des patients atteints de SB une imagerie de type scanners ultrarapides (electron
beam computed tomography, Imatron®). Dans cette étude, 81 % des patients avaient des
anomalies morphologiques du ventricule droit. Mais aucun paralléle n’a pu étre établi avec des

anomalies tissulaires lors des biopsies endomyocardiques.

11.A4.
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Aspects génétiques du syndrome de Brugada.

En 1998, I’équipe de JA. Towbin a identifi¢ chez 3 familles de SB les premicres
mutations dans le géne SCN5SA par une approche géne-candidat (Chen Q. et al. 1998). Ce géne
code pour la sous-unité alpha du canal sodique et est situé sur le chromosome 3 (3p21) (Wang Q.

et al. 1996). Ces mutations représentaient les 3 classes de mutations restreintes possibles :

- mutation faux-sens (substitution C-T) avec substitution conservatrice d’une thréonine
par une méthionine sur le codon 1620,

- délétion d’un nucléotide (A) du codon 1397 produisant un codon stop (mutation non-
sens) et donc une protéine tronquée,

- insertion de 2 nucléotides dans la zone du site donneur d’épissage de I’intron 7. Les
séquences codantes des genes ou exons sont séparées par des s€quences non codantes ou introns.
Le transcrit primaire de ces génes comporte I’ensemble de ces séquences. La maturation de ce
transcrit aboutit a 1’élimination des séquences introniques et a la jonction des séquences
exoniques. Les 2 nucléotides en début et en fin d’intron ont un role important de signalisation
pour 1’épissage. La région intronique proximale comportant le dinucléotide GT constitue le site
donneur d’épissage, toute mutation dans ce dinucléotide conduit a la perte de ce site et a un
¢épissage différent, donc a une protéine différente plus ou moins fonctionnelle.

Depuis 1998, de nombreuses autres mutations ont pu étre identifiées, certaines ont fait
I’objet de publications (Akai J. et al. 2000; Baroudi G. et al. 2002; Baroudi G. et al. 2000;
Baroudi G. et al. 2001; Bezzina C. et al. 1999; Deschenes I. et al. 2000; Grant A. O. 2001; Hong
K. et al. 2004; Kyndt F. et al. 2001; Mok N. S. et al. 2003; Potet F. et al. 2003; Priori S. G. et al.
2002b; Rook M. B. et al. 1999; Schulze-Bahr E. et al. 2003; Smits J. P. et al. 2002; Ueda K. et al.
2004; Valdivia C. R. et al. 2002; Valdivia C. R. et al. 2004; Wang D. W. et al. 2002). La liste des
mutations identifiées dans le SB peut é&tre consultée sur le site WEB « http:
/Iwww.pcd.fsm.it :81/Cardmoc/ ».

Les mutations peuvent siéger a différents niveaux du géne SCN5A codant pour la sous-
unité alpha du canal sodique avec une traduction électrophysiologique dépendant du site
correspondant sur la protéine. La sous-unité alpha du canal sodique est constituée de 4 domaines

(D) et chaque domaine est divisé€ en 6 segments (S) (Figure 36).
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Figure 36 : Structure supposée du canal sodique cardiaque.

Top View

Figure 37 : Aspect tridimensionnel du canal sodique.

Cette segmentation de la sous-unité alpha est fondamentale, en particulier pour la
compréhension du fonctionnement du canal sodique (Balser J. R. 2001). Le canal sodique
présente différentes conformations liées a son état d’activation. Lors de la dépolarisation il passe
d’un état de repos (fermé) a un état activé (ouvert), cet état est suivi d’une inactivation puis d’un

retour a un état de repos.

Le segment S4 de chaque domaine donne au canal sodique sa sensibilité au potentiel, il

est responsable de 1’activation et de 1’ouverture du pore. Ce dernier est délimité par les boucles
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intra membranaires P situées entre les 5™ et 6°™ segments des 4 domaines.

L’inactivation du canal se fait selon deux mécanismes au moins :

- L’inactivation rapide : elle fait intervenir la portion cytoplasmique de la boucle reliant
les domaines III et IV qui interagit avec les éléments constitutifs du vestibule, le lien entre les

segments S4-S5 des domaines III et IV et la terminaison du segment 6 du domaine IV.

- L’inactivation lente : son fonctionnement est moins bien connu. Elle impliquerait un
changement de conformation de la boucle P (boucle S5-S6). Dans cette derniére forme
d’inactivation, on distingue une forme a cinétique intermédiaire impliquée pour des
dépolarisations de durée moyenne, qui est facilitée en cas de mutations dans la portion C-

terminale.

Cette description, bien que simplifiée, du fonctionnement du canal sodique explique le
retentissement variable des mutations dans le géne SCN5A selon leur siége (Bezzina C. R. et al.
2001). Cette variabilité¢ d’expression est aussi liée a la nature des mutations. Certaines, dont les
non-sens, conduisent a une absence de courant sodique plus ou moins associée a un défaut de
migration de la protéine a la membrane. D’autres conduisent a une modification de I’inactivation
qui est prolongée en raison d’un début plus précoce ou d’une récupération retardée, il en résulte
une diminution du courant sodique. Paradoxalement, les mutations faux-sens entrainent une
récupération post-inactivation plus rapide. Mais sous certaines conditions : influence du type
cellulaire (oocytes de xénope versus cellules mammiferes) (Baroudi G. et al. 2000), co-
expression avec la sous-unité 31 (Makita N. et al. 2000), hyperthermie (Dumaine R. et al. 1999),

ces mutations induisent une réduction du courant sodique par allongement de 1’inactivation.

Les mutations dans le géne SCN5A peuvent étre recherchées par séquengage direct ou
apres pré-sélection par DHPLC (Denaturating high performance liquid chromatography) ou
SSCP (Single-stranded conformation polymorphism). Ces mutations ne sont retrouvées que chez
20 a 30 % des patients atteints d’un SB, ce qui montre que d’autres génes sont donc impliqués
dans cette pathologie.

La pénétrance des mutations du gene SCNS5A reste difficile a déterminer. Dans une étude
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rétrospective, Priori et al. rapportait une pénétrance de 71,7 %. Le phénotype était basé sur un
ECG standard (sans enregistrement des dérivations hautes) avec test a la flécainide (Priori S. G.
et al. 2002a).

Par une approche de génétique inverse, 1’équipe de Barry London a mis en évidence un
nouveau locus situé sur le chromosome 3, en position 3p22-25 (Weiss R. et al. 2002). Les
patients atteints de cette famille sont caractérisés par un SB et des troubles de la conduction
progressifs. A ce jour, aucun gene n’a encore pu étre identifié.

De nombreuses questions, tant cliniques que fondamentales restent posées concernant le
SB. Mon travail de thése a visé a identifier les autres facteurs génétiques impliqués dans ce
syndrome par une approche de génétique inverse a partir de grandes familles. Je me suis
¢galement efforcé de préciser les caractéristiques cliniques de cette pathologie d’une part par
I’analyse génotype-phénotype des grandes familles mutées sur géne SCN5SA que nous avons pu
identifier mais également par la constitution d’un large fichier clinique et génétique sur

I’ensemble des patients atteints d’un SB dans la grande région ouest au sein du réseau Ouest pour

les maladies rythmiques héréditaires.

I1.B. MATERIEL ET METHODES.

Ce travail a cherché a identifier les facteurs génétiques a l'origine du SB mais également a
préciser ses caractéristiques cliniques de ce syndrome. Pour cette raison, notre étude a porté a la

fois sur des cas index (propositus) mais également sur les cas familiaux.

Nous avons donc, a partir dun cas index, cherché systématiquement a identifier
I'ensemble des membres de la famille. Pour cela nous contactions les membres de la famille apres
que ceux-ci aient été prévenus par le cas index de la famille dans le respect des bonnes pratiques
cliniques. L’ensemble des patients inclus dans 1’étude recevait une information écrite et orale
concernant le SB et les patients signaient un consentement écrit avant le prélévement sanguin a

but génétique.
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11.B.1. Diagnostic clinigue du syndrome de Brugada.

I1.B.1.a. Critéres d’inclusions.

- Patient ayant donné son autorisation €crite de participation a 1’étude apres information
orale et écrite.

- Patient atteint d'un SB selon les critéres de la conférence de consensus (Wilde A. A. et
al. 2002).

- Membres de la famille des patients atteints d'un SB.

I11.B.1.b. Critéres d’exclusions.

- Absence de signature du consentement écrit ou impossibilit¢ de comprendre le
consentement.

Afin de pouvoir mener a bien ce type de travail, il était impératif de définir précisément
les critéres permettant la classification phénotypique des patients participants. Les critéres

d’atteinte et de non atteinte étaient les suivants.

11.B.1.c. Critéres d’atteintes :

-Aspect ¢lectrocardiographique de type I spontanément ou lors du test a 1'ajmaline ou a la
flécaine. Le diagnostic de SB était retenu si I’ ECG montrait un aspect de type I de la conférence

de consensus (Wilde A. A. et al. 2002).

11.B.1.d. Critéres de non-atteintes :

La pénétrance du SB étant trop faible les patients n'ayant pas d'aspect de SB a
I'¢lectrocardiogramme n’étaient pas utilisés pour les analyses de biologie moléculaire.

Les patients ayant un aspect électrocardiographique pouvant faire discuter un SB (type II)
et sans apparition d'un type I lors du test a I'ajmaline étaient considérés comme indéterminés pour

les analyses génétiques.
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Pour chacun des patients inclus dans D’étude il était réalisé aprés obtention du
consentement éclairé:

- Un interrogatoire afin de recueillir les antécédents médicaux personnels ou familiaux et
construire I’arbre généalogique.

- Un examen clinique cardiovasculaire avec auscultation et prise de la tension artérielle.

- La réalisation d'un électrocardiogramme et réalisation d'un test a 1'ajmaline (1 mg/kg en
10 min) ou test a la flécaine (2 mg/kg en 10 min) si I'électrocardiogramme de base ne permet pas
de conclure a un aspect de SB de type 1. Pendant ce test ’ECG était enregistré en permanence. Ce
test était réalisé dans un environnement de réanimation en présence d’un médecin et d’une
infirmiere.

- La réalisation d'une échocardiographie pour tous les patients considérés comme atteints
afin de ne pas risquer d'ignorer une cardiopathie sous-jacente pouvant expliquer l'aspect
¢lectrocardiographique.

- La réalisation d'une prise de sang d'environ 30 ml destinée a extraire des cellules

sanguines l'acidedésoxyribonucléique (ADN).

Toutes les données concernant les patients inclus dans 1’étude étaient centralisées au sein
du CIC de Nantes.

Les patients inclus dans 1’étude étaient informés de leur statut phénotypique, ils étaient
informés que s’agissant d’un protocole de recherche, il était possible que nous ne puissions pas
leurs donner de résultat de biologie moléculaire mais que si ces résultats devenaient disponibles

ils en seraient informés s’ils le souhaitaient au cours d’une consultation individuelle.

11.B.2. Principe et technigue de biologie moléculaire.

11.B.2.a. Extraction de I’ADN.

Toutes les techniques de biologie moléculaire que nous utilisons sont basées sur une
analyse d'ADN, obtenu par extraction a partir des leucocytes. Du sang total (6ml) est prélevé sur
tube EDTA. L'extraction est réalisée, a l'aide du Kit Nucleon BACC2 (Amersham LIFE

SCIENCE) selon le protocole suivant : isolement des leucocytes par centrifugation, lyse cellulaire
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par détergent, déprotéinisation de 'ADN puis extraction par chloroforme et résine et enfin
précipitation avec de 1'éthanol absolu froid. L'ADN est remis en solution avec du tampon TE a

20/1 (Tris 20mM, EDTA 1mM) soit une solution d'ADN a 100ng/uL.

11.B.2.b. Détection de mutations.

A ce jour, SCN5A est le seul gene sur lequel des mutations ont pu étre identifiées dans le
SB. Il comporte 28 exons, I'ARN messager (ARNm) contient 8414 paires de bases. Afin
d’accélérer le criblage génétique des patients atteints d’un SB le séquengage est précédé par une
pré-sélection par DHPLC. En cas de détection d’un profil anormal, nous réalisons le séquengage

du gene SCNSA.

11.B.2.b.1. La DHPLC.

La DHPLC (Denaturating high performance liquid chromatography) est une technique de
dépistage. Sa sensibilité, bien que n'atteignant probablement pas 100 %, semble supérieure a celle
de la SSCP. Cette méthode d'analyse repose sur la détection de bases mésappariées formées lors
de I'hybridation des brins complémentaires d'un allele mutant et d'un allele sauvage, cet hybride
correspondant & un hétéroduplex. Cet hétéroduplex possede une température de dissociation
inférieure aux autres hybrides. Ceci conduit, lors de la chromatographie, a un profil de migration
différent. Si un hétéroduplex est détecté, un séquengage est alors effectué. La premicre étape de
la DHPLC comprend une réaction d'amplification standard des différents exons. Chaque exon est
analysé individuellement. Plusieurs chromatographies sont effectuées, sur un chromatographe de
type TRANSGENOMIC WAVE®), a des températures différentes afin d'augmenter la sensibilité
de l'analyse. Ces températures sont déterminées, en fonction du nombre de domaines de la

séquence a analyser, par le logiciel WAVEMAKER®.

11.B.2.b.2. Le séquencage.

Il permet de déterminer la séquence nucléotidique d'un gene, et de rechercher une

mutation au sein de ce géne. Afin de déterminer que la modification du changement de séquence
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identifié est véritablement a I’origine de la pathologie étudiée et donc d’éliminer un simple
polymorphisme tout changement de séquence est systématiquement recherchée chez 100 sujets
témoins avant de conclure qu’il s’agit d’une mutation.

Aprées une premiere réaction d'amplification exponentielle d ADN par PCR (Polymerase
Chain Reaction) en présence des amorces sens et anti-sens, une réaction d'amplification linéaire
d'un seul brin est réalisée. Cette seconde phase nécessite une seule amorce (sens ou anti-sens), un
mélange des quatre désoxynucléotides (ANTP) et des quatre didésoxynucléotides (ddNTP)
marqués par des fluorophores différents et en concentration nettement inférieure. La réaction
d'amplification s'interrompt dés l'incorporation d'un ddNTP. On obtient ainsi de multiples
fragments débutant par 1'amorce utilisée et se terminant sur un ddNTP. Il y a autant de tailles
différentes de fragments que de bases constituant la portion d'ADN ¢étudiée. Pour un géne donné,
chaque exon est séquencé individuellement. S’il s’agit d’un exon de grande taille celui-ci est

fragmenté.

11.B.3. Etude des relations phénotype-génotype.

L'étude des relations génotype/ phénotype est particulierement importante pour le SB. En
effet, pour ce syndrome actuellement peu de choses sont connues sur ces relations et les
premicres données montrent que ces relations sont complexes. La constitution de fichiers
comprenant un nombre important de patients porteurs de la méme mutation devrait nous
permettre d'affiner nos connaissances sur cette pathologie. Ce fichier comprend les données
cliniques, para-cliniques, génétiques et généalogiques pour 1’ensemble des patients.

Afin d’augmenter la taille de 1’échantillon de patients que nous pouvions étudier et donc
d’améliorer la pertinence de notre fichier, nous avons collaborés avec les équipes d’Amsterdam

et de Munster et nous avons mis en commun nos fichiers cliniques et génétiques.
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11.C. RESULTATS.

11.C.1. Analyses des familles mutées sur le géne SCN5A.

I1.C.1.a. Famille P,

Dans cette famille, quatre sujets étaient atteints du SB (II-11 , 1I-15, III-18 et I11-24) et

huit sujets étaient atteints de troubles de conduction isolés (II-1, II-3, 11-6, I1I-3, I1I-4, I1I-9, I1I-11

et IV-1). Les deux phénotypes semblaient ségréger de facon indépendante dans les différentes
branches de cette famille (Kyndt F. et al. 2001) (Figure 38).
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Figure 38: Représentation schématique d'une partie de la famille P. Le propositus (patient 11-
11) atteint de SB, a recu un défibrillateur (DEF). Un des sujets de cette famille a recu un
stimulateur cardiaque (PM). Les symboles pleins représentent les sujets atteints du syndrome
de Brugada et les symboles a demi-pleins représentent les sujets atteints de troubles de
conduction cardiaque isolés. Les deux syndromes sont transmis selon un mode autosomique
dominant. Les patients porteurs de la mutation G 2T en position 4372 du gene SCN5A sont

marqués par une croix (+).

111



I11.C.1.a.1. Etude clinique.

Le propositus (patient II-11) est venu en consultation dans le service de cardiologie en
raison d'épisodes répétés de palpitations et de vertiges. Un enregistrement ECG a 12 dérivations
(Figure 39) présentait un sus-décalage du segment ST caractéristique du SB, associ¢ a un
intervalle PR prolongé (284 ms). Une stimulation électrique programmée a déclenché une
tachycardie ventriculaire polymorphe en réponse a un seul stimulus et un défibrillateur a été

implanté chez ce patient.

Patient 1I.11 Patient 11l.18
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Figure 39: Enregistrements électrocardiographiques du patient I1-11 et de son fils (111-18)
montrant un phénotype typique du SB comprenant un sus-décalage du segment ST et un
aspect rSR" dans les dérivations précordiales droites, associés a un intervalle PR prolongé (284
et 215 ms).

Bien qu’asymptomatique, un de ses fils (patient III-18) avait un ECG compatible avec un
SB (Figure 39). Un des fréres du propositus (patient I1-15) ainsi que I'un de ses fils (patient III-
24) présentaient également un phénotype ECG typique du SB. Chez le patient 1I-15, un test
électrophysiologique invasif montrait un intervalle HV prolongé (80 ms), reflétant un retard de
conduction intraventriculaire, et a déclenché des tachycardies ventriculaires persistantes.

Trois sceurs du propositus (patients II-1, 1I-3 et II-6) présentaient un bloc auriculo-
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ventriculaire de premier degré (2/3) et/ou des troubles de conduction intra-ventriculaire mais ne
présentaient pas de sus-décalage du segment ST ni de bloc de branche droit. Parmi leurs enfants,
quatre sujets asymptomatiques (I1I-3, I1I-4, I11-9 et III-11) présentaient ¢galement des troubles de
conduction cardiaque isolés: un patient présentait un intervalle PR allongé (> 210 ms), deux
patients présentaient un bloc de branche droit complet, un patient présentait un hémibloc
antérieur gauche et deux patients présentaient un bloc pariétal. Parmi ceux-ci le patient I1I-4, agé
de 43 ans, présentait un intervalle PR de durée prolongée (274 ms), un bloc de branche droit
complet mais pas de sus-décalage du segment ST (Figure 40). Six mois plus tard, ce patient a fait
deux épisodes de syncope. Une étude électrophysiologique invasive et une stimulation électrique
programmeée ont montré un intervalle HV prolongé (80 ms) mais pas de tachycardie ventriculaire
inductible. Un stimulateur cardiaque a ét¢ implanté chez ce patient et ce patient n'a présenté
aucun symptome depuis cette intervention. Le patient IT1-3 qui présentait un BAV de 1% degré et
un hémibloc antérieur gauche a été soumis au test a la flécaine. La flécaine a aggravé de facon
importante les troubles de conduction mais n'a pas provoqué de sus-décalage du segment ST: la
durée de l'intervalle PR est passée de 206 a 230 ms, un bloc de branche droit est apparu, les
complexes QRS se sont élargis de 100 a 150 ms, et l'intervalle HV est passé de 72 a 104 ms.
Enfin, la stimulation électrique programmeée n'a pas déclenché d'arythmies. Un test a la flécaine a
¢été aussi réalisé chez les patients II1-9 (I'intervalle PR est passé de 202 a 244 ms, les complexes
QRS se sont ¢largis de 120 a 186 ms) et chez le patient I1I-11 (Figure 40) (l'intervalle PR est
passé de 208 a 222 ms, les complexes QRS se sont élargis de 108 a 136 ms). La flécaine n'a
provoqué de sus-décalage du segment ST chez aucun d'entre eux. Le patient 1I-13 avait un ECG

normal.
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Figure 40: A gauche : enregistrement électrocardiographique du patient 111-4 montrant
un intervalle PR de durée allongée (274 ms) et un bloc de branche droit complet sans sus-
décalage du segment ST. A droite :enregistrements électrocardiographiques du patient 111-11
avant et apres le test a la flecaine (2mg/kg). La flécaine a aggravé de facon importante les

troubles de conduction préexistants, mais aucun sus-décalage du segment ST n'est apparu.

11.C.1.a.2. Etude génétique.

Le séquencage du géne SCNSA chez le propositus (patient II-11) a permis d'identifier une
mutation G>T en position 4372, dans l'exon 23 (Figure 41). Cette mutation ponctuelle
changerait une glycine en arginine (G1406R) entre les domaines DIII-S5 et DIII-S6 du canal
sodique. Le séquencage des autres exons du gene n'a permis de trouver aucune autre anomalie.
La mutation G1406R n'a été retrouvée chez aucun des 100 alléles normaux d'individus non
apparentés. La ségrégation de la mutation chez les individus atteints du SB et de troubles de
conduction cardiaque isolés a ¢été confirmée par RFLP (Restriction fragment Length
Polymorphism) avec ’enzyme de restriction BstXI (Figure 41). Cette mutation a été retrouvée
¢galement chez le sujet 1I-13, considéré initialement sain. Par comparaison aux sujets sains non
porteurs de la mutation de cette famille, les sujets porteurs de la mutation ont un intervalle PR

plus long (256 + 36 ms pour les sujets atteints du SB et 212 + 35 ms pour les sujets atteints de
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troubles de conduction cardiaque isolés versus 164 + 21 ms pour les sujets sains, p< 0,001) et une
durée de QRS plus large (120+ 10 ms pour les sujets atteints du SB et 133 + 18 ms pour les sujets
atteints de troubles de conduction cardiaque isolés versus 94 £ 10 ms pour les sujets sains,
p<0,001). Les patients atteints du SB ont un intervalle PR plus long (p< 0,006) mais des durées
de QRS similaires en comparaison avec les sujets atteints de troubles de conduction cardiaque
isolés. La comparaison du rythme cardiaque dans les trois groupes a montré que les sujets atteints
du SB avaient un rythme cardiaque significativement plus lent (64 = 5 battements/ minute, n=4)
par rapport aux patients atteints de troubles de conduction cardiaque isolés (71 + 3 battements/

minute, n=7) ou aux sujets sains (74 £ 2 battements / minute, n=19) (p<0,05).

GTGGGGGCCNGGTACCTG

Figure 41: Séquence de I’exon 23 du gene SCN5A chez le patient 11-11 montrant une mutation
G 2T en position 4372 du géne et les résultats de I'analyse par RFLP avec I’enzyme de
restriction BstXI: la mutation chez les sujets atteints (A) de la famille crée un nouveau site de

restriction enzymatique qui est absent chez les sujets sains (S).

11.C.1.a.3. Etudes fonctionnelles.

Pour étudier les conséquences fonctionnelles de la mutation, les plasmides contenant le
gene SCNS5SA sauvage (WT) ou muté (SCNSA- G1406R) ont été exprimés dans des cellules COS-
7. Les courants, en configuration cellules entieres, obtenus en réponse aux dépolarisations entre -
60 et 0 mV sont illustrés (Figure 42). Dans les cellules exprimant SCN5SA-WT, la densité du
courant a - 20 mV ¢était de - 66,7 = 16,2 pA/pF (moyenne = SD, n=10). Dans les cellules
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cotransfectées avec SCNSA-WT et la sous-unité 1 du canal sodique, des courants plus
importants ont été enregistrés (a - 20 mV, l'amplitude du courant était de - 120,3 + 25,2 pA/pF,
n=12, p<0,05 en comparaison avec SCN5SA-WT seul). Les cellules transfectées avec le canal
muté G1406R, ne présentent aucun courant en absence (n=14) ou en présence (n=24) de la sous-
unité B1 (Figure 42).

Pour confirmer 1’expression a la surface cellulaire du canal muté, des protéines de fusion
SCN5A-WT-EGFP ou SCN5A-G1406R-EGFP ont été exprimées dans des cellules COS-7. En
épifluorescence et en microscopie confocale, les protéines de fusion SCNSA-WT-EGFP ou
SCN5A-G1406R-EGFP semblent toutes les deux localisées au niveau de la membrane cellulaire.
Ces résultats suggerent que, bien que non fonctionnel, le canal SCN5SA muté soit transporté

normalement jusqu'a la membrane plasmique (Figure 43).

WT SCNSA WT SCNSA + 1

G1406R SCN5A G1406R SCNOSA + B 1

— v, —

Figure 42: Comparaison des caractéristiques électrophysiologiques des canaux SCN5A-WT et

SCN5A-G1406R exprimés dans des cellules COS-7. Courants enregistrés dans les cellules COS
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exprimant SCN5A-WT et SCN5A-G1406R en présence ou non de la sous-unité £1 du canal
sodique. Le protocole de stimulation consistait en une application de paliers de potentiels de 10
mV, entre —60 mV et 0 mV. La membrane était maintenue a un potentiel de —100 mV. La ligne

horizontale représente le niveau de courant 0. Barre verticale: 500 pA; barre horizontale: 5

ms.

WT SCN5A G1406R SCN5SA

Figure 43: L'adressage a la surface cellulaire de SCN5A n'est pas perturbé par la mutation
G1406R. Les cellules COS ont été transfectées par 1ug de SCN5A-WT-EGFP ou SCN5A-
G1406R-EGFP. Trois jours apres transfection, la localisation de la protéine de fusion a été

examinée en microscopie de fluorescence (en haut) et microscopie confocale (en bas).
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11.C.1.a.4. Résumé des résultats.

L'é¢tude de cette famille a montré qu'une méme mutation du géne SCN5A pouvait étre
responsable soit d'un SB chez deux fréres et leurs descendants, soit de troubles de conduction
cardiaque isolés chez trois sceurs de la méme génération et leurs descendants. En fonction des
branches de cette famille, la méme mutation du géne SCN5A peut donner deux phénotypes
¢lectrocardiographiques différents. Le canal sodique muté ne serait pas fonctionnel, comme les
autres mutations identifiées dans des formes familiales de troubles de conduction progressifs ou
du SB. Ces résultats laissent penser que la mutation SCNSA seule n’expliquerait pas cette
différence phénotypique mais qu’un autre géne modulateur, ségréguant de facon apparemment
simple dans les différentes branches de cette famille, pourrait expliquer cette différence de
phénotype. Il faut également noter que le SB a toujours ¢été retrouvé dans cette famille chez des
hommes alors que les troubles de la conduction sont retrouvés chez des femmes. Il est donc

possible que le facteur sexuel soit responsable des différences de phénotype.
I1.C.1.b. FamilleJ.

11.C.1.b.1. Etude clinique.

Le propositus de cette famille, une femme agée de 59 ans (patient I1-4) avaient été
hospitalisé en raison de douleurs thoraciques atypiques. Dans le service des urgences, son
¢lectrocardiogramme montrait un sus-décalage du segment ST dans les dérivations inférieures
avec un intervalle PR allongé (253 millisecondes). Son axe de QRS était a 190°(Figure 44). Son
examen clinique était sans particularité mais en raison de cette douleur thoracique et du sus-
décallage du segment ST dans les dérivations inférieures le diagnostic d’infarctus inférieur a été
suspecté. L'échographie cardiaque, le dosage des enzymes cardiaques, la coronarographie et la
ventriculographie gauche étaient dans les limites de la normale.

Finalement, un tracé électrocardiographique réalisé sept ans plus tot a pu étre récupéré et
montrait les mémes anomalies ¢lectriques. Cela a permis d'éliminer le diagnostic d’infarctus et un
SB atypique a été suspecté. Un test a la flécaine a montré une aggravation du sus-décalage du
segment ST dans les dérivations inférieures et l'apparition d'un sus-décalage dans les dérivations

antérieures a confirmer le diagnostic de SB (Potet F. et al. 2003).
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Figure 44 : ECG en registré chez le propositus montrant un aspect de sus-décalage du segment
ST dans les dérivations inférieures se majorant lors du test a la flécaine avec I’apparition d’un

sus-décalage dans les dérivations antérieures.

Une enquéte familiale a alors été réalisée. Deux fréres du propositus (patient II-1 et 11-3)
¢taient décédés brutalement a I'age de 34 et 36 ans. Le diagnostic de SB a pu étre établi chez
quatre membres de la famille asymptomatiques en raison de l'aspect électrocardiographique de

base ou apres test a la flécaine (Figure 45).
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Figure 45 : Arbre généalogique de la famille J. Les croix montrent les patients porteurs de la
mutations G752R du géne SCN5A.

La patiente III-1, 4gée de 37 ans avaient un sus-décalage modéré du segment ST dans les
dérivations antérieures. Le test a la flécaine a entrainé une majoration des anomalies électriques
mais surtout la survenue de doublets d'extrasystoles ventriculaires qui ont ensuite dégénéré en
fibrillation ventriculaire qui a di étre réduite par choc électrique externe. Les différents examens
comprenant une échographie cardiaque n'ont pas retrouvé d'anomalie morphologique chez cette
patiente. La patiente I1I-3, 4gés de 35 ans avaient un électrocardiogramme dans les limites de la
normale au repos mais le test & la flécaine entrainait l'apparition d'un sus-décalage dans les
dérivations antérieures (Figure 46). Les patients I11-7 et I11-9 avaient un SB révélé lors du test a la

flécaine.
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Figure 46 : ECG du patient 111-3 montrant I’apparition d’un sus-décalage typique du SB dans

les dérivations antérieures lors du test a la flécaine.

11.C.1.b.2. Etude génétique.

Chez le propositus, le séquencage du gene SCNSA a permis de mettre en évidence dans
I'exon 14 une mutation G2254A du géne SCN5SA (Figure 47). Cette mutation change une Glycine
en Arginine dans le domaine DII-S2. Le séquencgage des autres exons n’a pas montré d’anomalie
et la mutation G2254A n’a pas été retrouvée chez 200 alleéles normaux. Cette mutation était
retrouvée chez tous les membres atteints de la famille. La patiente III-1 qui avait un bloc pariétal
¢tait également porteuse de cette mutation bien qu’elle ne soit pas atteinte du SB méme apres le
test a la flécaine. Sept membres de la famille sans anomalie ¢électrocardiographique n’étaient pas

porteurs de la mutation.
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Figure 47 : Analyse de séquence du géne SCN5A du patient 11-4 montrant une mutation
G2254A.

11.C.1.b.3. Etudes fonctionnelles.

La protéine mutée a ét¢ ré-exprimée dans des cellules COS-7. La protéine G752R produit
un courant dont I’amplitude est réduite (0.7+/-0.2 pA/pF a -10mV contre —58.3+/-11.2 pA/pF
pour la forme sauvage, n=10, p<0.001). L’expérience a été renouvelée en augmentant la
concentration du plasmide G752R et en augmentant la «driving force » en utilisant une
concentration de Na' intra-cellulaire inférieure & ImM. Dans ces conditions un courant sodique a

pu étre enregistré. Il montre un shift positif prononcé de la courbe d’activation et un shift positif

moins marqué de la courbe de désactivation.
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Figure 48 : Caractéristiques fonctionnelles de la protéine mutée. Les cellules étaient
transfectees avec 20% de formes sauvages ou mutées de pCI-SCN5A et 80% de pTR-GFP. Le

tracé inférieur était enregistré avec une concentration de 75% de pCI-SCN5A et une

concentration plus faible de Na® intra-cellulaire (1 mM).
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Figure 49 : Courbe d’activation et d’inactivation pour le canal sodique muté en noir et
sauvage en blanc montrant shift positif prononcé de la courbe d’activation et un shift positif

moins marqué de la courbe de désactivation.

Ces résultats montrent que la mutation entraine une perte de fonction de la protéine mutée.

11.C.1.b.4. Résumé des résultats.

L’¢tude réalisée dans cette famille montre qu’avec la méme mutation dans le gene SCNSA
responsable d’une perte de fonction du canal sodique, certain membre de la famille avait un SB
atypique localisé dans les dérivations inférieures, que d’autres avaient une forme classique de la
maladie avec méme la survenue d’une fibrillation ventriculaire au cours d’un test a la flécaine et
enfin qu'un des patients porteurs de la mutation n’était pas atteint par un SB mais avait des

troubles de la conduction.

11.C.1.c. Etude de lafamille R.

Dans cette famille six sujets étaient atteints du SB (II-4, 1I-5, III-2, II1-8, III-10 et ITI-11)

et trois sujets étaient atteints de troubles de conduction isolés (I-1, II-1et I1I-5) (Figure 50).
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Figure 50: Représentation schématique de la famille R. Le propositus (patient 11-5), atteint de

SB a recu un défibrillateur implantable (DEF). Les patients atteints de SB sont représentés en

noir. Les patients atteints de troubles de conduction isolés sont représentés par des symboles a
demi-plein. Les patients de phénotype indéterminé sont représentés en gris.

11.C.1.c.1. Etude clinique.

Le propositus (patient I.5) a été implanté d’un défibrillateur en raison de syncopes
répétées. Un enregistrement électrocardiographique a 12 dérivations (Figure 51) présentait un
sus-décalage du segment ST et un bloc de branche droit, associés a un intervalle PR allongé (240
ms). Chez cette patiente une stimulation électrique programmée a déclenché une fibrillation
ventriculaire (Figure 52). Trois de ses enfants (III-8, III-10 et III-11) ainsi que son frere (11.4)
présentaient aussi des signes de SB. Cependant, le statut phénotypique de 1’individu III-10 est
difficile a déterminer car son ECG de base est dans les limites de la normale tandis que lors du
test a la flécaine apparait un sus-décalage du segment ST qui atteint juste 2 mm dans les
dérivations droites. Cette patiente asymptomatique a été¢ considérée comme atteinte du SB. La
mere du propositus (I.1), agée de 90 ans, présentait des troubles de conduction isolés comprenant

des durées des ondes P et des intervalles PR (140 ms et 220 ms respectivement) prolongées, mais
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ne présentait pas de sus-décalage du segment ST ni de bloc de branche droit. La sceur du
propositus (II-1) présentait un hémi-bloc antérieur gauche sans signe de Brugada. Parmi ses
enfants, deux patients présentaient des troubles de conduction : le patient III-5 présentait un
hémi-bloc antérieur gauche, et le patient II1.2 présentait des troubles de conduction ainsi qu’un
SB (Tableau 5). En raison de leur age, le phénotype des patients de la derniére génération a été

considéré comme indéterminé.

Figure 51: Electrogramme du propositus (patient 11-5) montrant un sus-décalage du segment
dans les dérivations précordiales droites (V1, V2 et V3).
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Figure 52: Electrocardiogramme du propositus (patient 11-5) montrant une fibrillation

ventriculaire induite lors d’une stimulation électrique programmée.

Ne age FC | Durée onde | Durée PR Durée Axe Morpho | Test flécaine
P (ms) (ms) QRS (ms) QRS QRS

I-1 90 65 140 220 100 0 BAV 1° -
1I-1 67 62 100 194 120 -45 HBAG -

11-4 62 70 80 200 100 0 BP +
1I-5 63 82 120 240 120 60 BBDC +
11-2 45 73 100 204 110 71 BP +
1I-5 33 66 100 194 108 -37 HBAG -
1I- 8 39 91 80 174 100 61 BBDI +
111-10 32 78 100 190 112 - BBDI +
1I-11 26 81 80 226 108 100 BBDI +

Tableau 5: Parameétres électrocardiographiques et résultats des tests a la flécaine chez les

patients atteints de la famille R. FC: fréquence cardiaque (battements/min), HBAG: hémibloc

antérieur gauche, BP: bloc pariétal, BBDC: bloc de branche droit complet, BBDI: bloc de
branche droit incomplet.
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11.C.1.c.2. Etude génétique.

I1.C.1.c.2.1. Séquengage  du
gene SCNSA.

Le séquengage du géne SCN5A chez le propositus (I1.5) a permis d’identifier une mutation
G—> T en position 4295 dans 1'exon 23 du géne (figure 53). Cette mutation ponctuelle changeait
une serine en isoleucine (S13821) entre les domaines DIII-S5 et DIII-S6 du canal sodique. Le
séquencage des autres exons du géne n’a montré aucune autre mutation. Cette mutation n’a été

retrouvée chez aucun des 100 alleéles normaux d’individus non apparentés.

Y ;'L./ﬁ MYV |

GAACABCAAGANCCAGTGOGTGAGTCE C

Exon 23

Figure 53: Séquence de I’exon 23 du gene SCN5A chez le patient 11-5 montrant une mutation
G 2T en position 4295 du géne.

Cette mutation ségrégeait chez tous les individus de cette famille atteints du SB, a
l'exception de I’individu I1I-8 qui présentait un SB typique avant méme le test a la flécaine mais
n’¢était pas porteur de la mutation G4295T du gene SCN5SA. Ce patient n’avait pas contrairement

au reste de la famille de troubles de la conduction. La mutation G4295T était également retrouvée
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chez les individus I-1, II-1 et III-5 qui n’avait que des troubles de la conduction mais pas de SB.
Cette mutation ségrégeait donc parfaitement avec les troubles de la conduction mais pas avec le
SB. Nous avons donc considéré qu’un autre géne pouvait étre responsable du SB dans cette
famille.

La taille de la famille étant suffisante, nous avons réalis¢ une analyse de liaison génétique

sur ’ensemble du génome, en considérant uniquement le phénotype Brugada.

[LA.l.a.i.a.8. Analyse de liaison génétique sur I'ensemble du

génome.

L’analyse de liaison sur I'ensemble du génome a été réalisée en utilisant les 400
marqueurs chromosomiques dinucléotidiques du Généthon espacés de 10 cM (ABI PRISM™
Linkage Mapping Set-MDI10 version 2, PE Biosystem). L’analyse et la détermination du
génotype ont été réalisées a 1’aide des logiciels GENESCAN® et GENOTYPER®. Les lod
scores ont été calculés avec le logiciel LINKAGE® (version5.2, Lathrop G.M. et Lalouel J.M.
1984). La pénétrance de la maladie a été fixée a 70 %. La fréquence de la maladie était supposée

¢gale entre les deux sexes. La fréquence de 1’all¢le morbide a été fixée a 0,001.

L'analyse de liaison génétique sur I'ensemble du génome a permis de trouver une liaison
pour le marqueur D21S1889 avec un lod score de 3,71 a 0 % de recombinaison.

Les séquences génomiques de cette région sont entierement disponibles dans les banques
de données. Pour confirmer et définir précisément I’intervalle de liaison génétique, nous avons
test¢ d’autres marqueurs flanquant du Génethon ainsi que des marqueurs dinucléotidiques
microsatellites (NT-011513 et NT-011514) pour lesquels nous avons choisi les amorces a partir
des séquences génomiques des contigs correspondants. L’analyse de ces marqueurs a permis de
définir un intervalle de liaison minimal entre les marqueurs D21S268 et NT-011514 (21q22.3).
En fonction du statut phénotypique de 1’individu recombinant I1I-10, deux intervalles de liaison
ont été définis: un intervalle de liaison minimal de 12 ¢cM en considérant non porteur I’individu
[I1-10 et un intervalle de liaison maximale de 27cM en le considérant comme porteur. (Figure

54).
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Figure 54: Représentation schématique de I’intervalle de liaison génétique du locus de
Brugada sur le chromosome 21. Ce schéma montre les marqueurs microsatellites utilisés pour
I’analyse de liaison génétique, les distances qui les séparent, et les valeurs de lod score obtenus

pour certains marqueurs. En fonction du statut phénotypique de I’individu recombinant 111-
10, deux intervalles de liaison ont été définis: un intervalle de liaison minimal de 12 cM en
considérant non porteur I’individu 111-10 et un intervalle de liaison maximale en le

considérant comme porteur.

Par séquencage direct, nous avons test¢é un certain nombre de génes situés dans
I’intervalle de liaison génétique en raison de leur réle physiopathologique potentiel ou de leur
expression cardiaque. Six geénes localisés dans I’intervalle de liaison maximal ont été séquencés
en raison de leur réle physiopathologique potentiel dans la maladie (KCNE1, KCNE2, KCNJ6,
KCNJ15, SH3BGR, WRB). Les génes KCNE1 et KCNE2 codant les protéines minK et MiRP1

respectivement sont localisés entre les marqueurs D21S263 et D21S1252. Ces protéines sont
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principalement des sous-unités 3 régulatrices des canaux potassiques KVLQT1 et HERG, mais
pourraient moduler d’autres canaux (Abbott G. W. et al. 1999; Sanguinetti M. C. et al. 1996).

Les geénes KCNJ6 et KCNJ15, localisés entre les marqueurs D21S267 et D21S1255
codent les sous-unités Kir3.2 et Kir4.2 respectivement. Les canaux de la famille Kir (inward
rectifier) seraient impliqués dans la régulation du potentiel de repos membranaire, mais la
fonction exacte de ces canaux n’est pas encore connue. Ce sont des canaux a deux segments
transmembranaires de 423 et 375 acides aminés respectivement (Gosset P. et al. 1997; Sakura H.
et al. 1996).

Le gene WRB (tryptophan rich basic protein), encore appelé CHDS5 (congenital heart
disease 5 protein) code une protéine basique de 174 acides aminés dont la fonction est
actuellement inconnue. Cette protéine, localisée au niveau du noyau cellulaire, pourrait intervenir
dans les processus transcriptionnels et dans la morphogénese cardiaque (Egeo A. et al. 1998).

L’ensemble de ces genes candidats ont été séquen¢és mais aucune mutation n’a été
identifiée.

D’autres geénes présents dans la région ont été séquengés apres que nous ayons vérifié leur
expression cardiaque par RT-PCR. Il s’agissait des génes SH3BGR (SH3 domain binding
glutamic acid-rich protein), DSCAM (Down syndrome cell adhesion molecule), DIK (PKC-
Delta— Interacting protein Kinase), (ANKRD3) ou PKK (Protein Kinase C-associated Kinase) et
les génes prédits PRED 42, PRED 44.

Le séquengage de ces genes n’a pas retrouvé de mutation.

Aprées la réalisation de ce travail de génétique, nous sommes parvenus a identifier une
nouvelle branche familiale. Dans cette branche, une femme était porteuse de I’haplotype morbide
et ’avait transmis a deux de ses filles. La meére était traitée par flécaine au long cours pour une
fibrillation auriculaire paroxystique mais son ¢lectrocardiogramme ne montrait pas d’aspect en
faveur d’un SB. Cette patiente étant déja traitée par un bloqueur sodique, nous n’avons pas réalisé
de test. Nous avons réalis¢ le test avec les bloqueurs sodiques chez ses deux filles porteuses de
I’haplotype. Dans les deux cas, 1’¢électrocardiogramme de base était normal et I’injection de

flécaine n’a pas entrainé de modification en faveur d’un SB.
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11.C.1.c.3. Résumé des résultats.

Plusieurs enseignements peuvent étre tirés de l'analyse de cette famille. Tout d'abord,
I'absence de co-ségrégation entre le phénotype SB et la mutation identifiée dans le géne SCN5A
montre que la présence d'une mutation sur ce géne chez un patient atteint un SB ne permet pas de
conclure a la responsabilité de cette mutation.

D'autre part, I'analyse de cette famille nous a permis d'identifier un nouveau locus situé
sur le chromosome 21. Cependant la recherche de mutation dans les génes candidats compris
dans l'intervalle de liaison ne nous a pas permis, jusqu'a présent, d’identifier le gene responsable.

L'identification d’une branche familiale dans laquelle trois femmes bien que porteuses de
I'haplotype morbide ne sont pas atteintes du SB doit nous nous amener a nous interroger sur la
validité de ce locus. Cependant, il est connu que la pénétrance du SB est faible (que ce soit pour
le géne SCNS5SA ou pour le 2e locus identifi¢ sur le chromosome 3) et il est fréquent dans les
familles d'identifier des femmes non atteintes et qui pourtant sont transmettrices obligatoires de la
mutation.

Cette branche familiale non-atteinte, bien que porteuse de 'haplotype morbide ne permet
donc pas actuellement d'éliminer le locus identifié. Seule 1'identification de la mutation causale

dans cette famille permettrait de valider le locus.

11.C.2. Analyse globale des familles mutées sur le géne SCN5A.

Comme I’a montré ’étude des familles précédentes, les relations génotypes-phénotypes
ne sont pas simples dans le SB.

Nous avons analysé globalement ces relations sur 1’ensemble des familles dont nous
disposions. Pour qu’une famille soit inclue dans 1’étude il fallait que le propositus soit atteint
d’un SB et porteur d’'une mutation dans le gene SCN5A et qu’au moins trois membres de la
famille soit porteur de la méme mutation.

Huit familles remplissaient ces conditions représentant 58 patients porteurs d’une
mutation de SCN5A (25 hommes et 33 femmes). Les mutations étaient les suivantes : ¢.3816delG,
c.3963+2T—C, c.1603C>T, c.4295G->T, c¢.2254G—>A, c.674C->T, c4372 G-HT et
c.5015C—A.
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Pour deux patients mutés nous n’avons pas pu obtenir d’ECG et leur statut phénotypique
n’a donc pas pu étre établi.

Un aspect spontané de SB était présent chez 16 patients (8§ hommes et 8 femmes) et révélé
au cours d’un test utilisant les bloqueurs sodiques chez 9 patients (4 hommes et 5 femmes). Chez
31 patients aucun aspect de SB n’a été retrouvé (14 hommes et 18 femmes). Le test par les
bloqueurs sodique n’a pas ¢été réalisé chez 14 patients considérés comme non-atteint du SB en
raison de troubles de la conduction trop sévéres dans 5 cas, parce que les patients étaient trop
jeunes dans 7 cas (age inférieur a 15 ans) ou parce que le patient a refusé le test (2 cas).

Des troubles de la conduction étaient retrouvés chez 37 patients (18 hommes et 19
femmes).

La pénétrance du SB est faible spontanément 32% chez les hommes et 25% chez les
femmes, apres le test a la flécaine elle augmente a 48% chez les hommes et 42% chez les femmes
(Tableau 6). Si on évalue uniquement les patients qui ont bénéficié d’un test aux bloqueurs

sodique la pénétrance du SB est de 57%.

Avant classe | Apres classe |
Homme Femme Total Homme Femme Total
Phénotype Brugada 8 (32%) 8 (25%) 16 (28%) 12 (48%) 13 (42%) 25 (44%)

Pas de phénotype Brugada 17 (68%) 23 (75%) 40 (72%) 13 (52%) 18 (58%) 31 (56%)

Tableau 6 : Pénétrance de I’aspect électrocardiographique de SB chez les patients porteurs

d’une mutation dans le géne SCN5A et issus de familles atteintes d’un syndrome de Brugada.

En revanche, la fréquence des troubles de la conduction dans cette population est élevée
puisque, en incluant les patients porteurs d’un bloc incomplet droit, des troubles de la conduction

sont retrouvés chez 45 des 56 patients de 1’étude pour lesquels un ECG était disponible.

Morphologie des QRS

Normal Bloc incomplet  Bloc complet Bloc de branche Hémibloc Bloc pariétal
droit droit gauche
Homme 3 (12%) 9 (36%) 9 (36%) 0 0 4 (16%)
Femme 7 (22%) 8 (26%) 9 (29%) 1 (2%) 2 (6%) 4 (13%)
Total 10 (18%) 17 (30%) 18 (32%) 1 (1%) 2 (4%) 8 (14%)

Tableau 7 : Aspect électrocardiographique des patients porteurs d’une mutation dans le géne
SCNB5A et issus de familles atteintes d’un syndrome de Brugada.
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Les anomalies de la conduction retrouvée le plus souvent étaient des blocs de branche
droit (Tableau 7).

L'age moyen des patients de 1'étude était de 38 + 21 ans chez les patients mutés et de 44 +
20 ans chez les patients non-mutés (ns).

La pénétrance des troubles de la conduction dans cette population étaient de 80 % si 1'on
inclut les blocs incomplets de la branche droite et de 50 % si I'on ne considere pas les blocs
incomplets de la branche droite.

Sur cette population, la durée du PR était de 199 + 35 ms chez les patients mutés et de 157
+ 24 ms chez les patients non-mutés (p<0.0001). La durée du QRS était de 113 + 18 ms chez les
patients mutés et de 93 = 12 ms chez les patients non-mutés (p<0.0001).

La durée du PR et des QRS augmente progressivement avec 1'dge dans cette population.
Le PR augmente de 0,70 millisecondes par an chez les patients mutés et 0,33 ms par an chez les

patients non-mutés (ns).
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Figure 55 : Evolution de la durée du PR en fonction de I’age. Les sujets mutés (n=56) sont

représentés par des cercles noirs et les sujets non mutés (n=68) sont représentés par des cercles
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blancs.

Le QRS augmente de 0,28 ms par an chez les patients mutés et 0,21 ms par an chez les

patients non-mutés (ns).
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Figure 56 : Evolution de la durée du QRS en fonction de I’age. Les sujets mutés (n=56) sont
représentés par des cercles noirs et les sujets non mutés (n=68) sont représentes par des cercles

blancs.

135



11.C.3. Analyse des familles non-liées au géne SCN5A.

Notre travail pour tenter d’identifier de nouveaux génes impliqués dans le SB nous a
amené¢ a identifier plusieurs grandes familles atteintes de cette pathologie et pour lesquelles le

séquengage du gene SCNSA n’a pas montré de mutation.

11.C.3.a. Analyse phénotypique.

11.C.3.a.1. FAMILLE W.

Cette famille (Figure 57) a été recrutée en 2000 a Strasbourg. Le propositus (individu I1I-
8) agé de 50 ans, a bénéficié d’'un ECG systématique, montrant un aspect typique de SB.
L’interrogatoire retrouvera secondairement la notion de réveils nocturnes avec palpitations et
sensation de mort imminente mais sans perte de connaissance. Ces symptdmes peuvent étre
potentiellement en rapport avec un trouble du rythme paroxystique. Le test a la flécainide, réalisé
dans le cadre du bilan de SB, a entrainé une majoration du sus-décalage du ST, ce dernier
disparait sous isoprénaline (Figure 57). La stimulation ventriculaire a induit une tachycardie
ventriculaire. Un défibrillateur automatique a été implanté. Aucun choc électrique n’a été délivré
depuis I’implantation.

Sur le plan familial, un des oncles maternels du patient (individu II-3) est décédé
subitement a 41lans. Six autres membres de la famille présentent un test a la flécainide positif.
L’individu 1I-4 n’a pas eu de test du fait de son age, il s’agit cependant d’une transmettrice
obligatoire comme 1’individu II-1, qui a priori est porteur "sain". L’individu III-9 a un ECG de
base normal, mais n’a pas regu de flécainide (refus). On ne peut donc pas ¢liminer formellement

un SB pour cette personne. L’enquéte familiale n’a pu étre poursuivie.
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Figure 57 : Arbre généalogique de la famille W. Les individus en blanc sont sains, ceux en gris
sont douteux et ceux en noir sont atteints. ECG+ signifie que le patient a un ECG
caractéristique de SB sur I’ECG de base, TF+ signifie que le test a la flécaine a permit de

révéler le SB.

11.C.3.a.2. FAMILLE M.

Cette famille (Figure 58) localisée a I’Ile de la Réunion, de race blanche, a été explorée a
la suite du déces brutal de I’individu II-6. Il est décédé pendant un repas, a 1’dge de 43 ans. Son
frére jumeau monozygote (individu II-7), le propositus, présentait un ECG de base évocateur
d’un SB. Le test a la flécainide était positif, par contre, la stimulation ventriculaire n’a déclenché
aucun trouble rythmique. Malgré la négativité de ce test, en raison du contexte familial, un
défibrillateur a été¢ implanté. Cinq autres individus sont aussi atteints du syndrome. L’individu II-
8, dont la stimulation ventriculaire programmée était positive (Tachycardie ventriculaire
polymorphe puis fibrillation), est aussi porteur d’un défibrillateur (aucun choc apreés 10 mois de
suivi). L’individu III-4 est symptomatique avec notion de malaises syncopaux, mais son

exploration ¢lectrophysiologique est négative. Son Holter ECG était normal, un Reveal® (Holter)

137



a été implanté. Il montre des pauses sinusales non symptomatiques. L’origine des syncopes reste
indéterminée : dysfonction sinusale ou trouble du rythme ? Aucune décision thérapeutique n’a
encore €té prise, poursuite du suivi par Reveal®.

Bien que les individus III-11 et III-12 soient des jumeaux monozygotes, leur phénotype
est différent, cela démontre bien les difficultés de diagnostic de ce syndrome. Comme dans la
famille I, on retrouve un transmetteur obligatoire, a priori porteur sain (II-3). Par ailleurs, les
individus I-1 et I-2 ont un ECG de base et apres sensibilisation négatif, ce qui limite la poursuite
de I’étude familiale. Cependant au moins 2 personnes étant atteintes dans la génération II, 1'un

des 2 individus de la génération I est transmetteur.

TF - TF
*

TH+  Origine du décés ? TR - TF - ECG -

II

nonvu TF+ TF- TF+ TF-  TF- nonvu TF- TF- TF- TF-  TF- TF-  TF- ECG- ECG- ECG- ECG-ECG- ECG-
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Figure 58 : Arbre généalogique de la famille M. Les individus en blanc sont sains, ceux en gris
sont douteux et ceux en noir sont atteints. ECG+ signifie que le patient a un ECG
caractéristique de SB sur I’ECG de base, TF+ signifie que le test a la flécaine a permis de

révéler le SB. Les individus representés en hachuré ont refusé les explorations.

11.C.3.a.3. FAMILLE JU.

Le propositus, ag¢ de 27 ans, a consulté un cardiologue pour exploration d’un souffle, en
fait anorganique. Par contre, ’ECG standard étant douteux avec un bloc de branche droite
incomplet et un sus-décalage minime du segment ST. Un enregistrement dans le 3°™ espace
intercostal a ¢été fait, montrant un sus-décalage du segment ST, typique d’'un SB. A

I’interrogatoire on retrouve la notion de malaises d’allure vagale mais aussi d’une perte de
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connaissance plus sévere de plusieurs minutes, brutale, au repos, ayant fait suite a une prise
d’alcool et de cannabis. Il peut s’agir d’une forme séveére de malaise vagal, mais aussi d’un
trouble du rythme ventriculaire.

Une exploration électrophysiologique a été réalisée d’emblée. Une fibrillation a été
déclenchée lors de la stimulation ventriculaire, au niveau de l'infundibulum pulmonaire, apres 2
extrastimuli  (S1S2=240ms, S2S3=200ms). Les examens n’ont pas montré d’anomalie
morphologique cardiaque. Le défibrillateur implanté en novembre 2001 n’a jamais été activé,
apres 2 ans de suivi aucun trouble de rythme ventriculaire n'a été¢ détecté.

L’enquéte familiale a dépisté dans I’entourage proche 5 autres sujets atteints, dont la mére
du propositus, individu IV-7, qui présente sous flécainide un ECG typique dans les dérivations
précordiales hautes. Parmi ces personnes, seul I’individu V-1, qui signalait des malaises avec
palpitations au repos, a eu une exploration ¢électrophysiologique. L’ECG de base étant normal,
I’exploration n’ayant déclenché aucun trouble du rythme, I’indication d’un défibrillateur n’a pas
été retenue. L’enquéte s’est ensuite orientée vers le grand-pere maternel du propositus. Sa grand-
mere maternelle (III-1) avait un test a la flécainide négatif. Nous avons pu retrouver un ECG de
son grand-pere décédé a 54 ans (individu III-2), celui-ci montrant un bloc incomplet droit, nous
nous sommes orientés vers cette branche familiale. Le test a la flécaine d’une des sceurs de
I’individu III-2 (individu III-7) est positif, confirmant I’hypothése que le transmetteur était le
grand-peére maternel. Lorsque les examens sont douteux, les enfants sont vus systématiquement.
Si ’'un d’eux est atteint, le parent douteux peut lui aussi étre considéré atteint. La notion de la
mort subite nocturne de l'individu III-20 a 55 ans a orienté la suite de notre enquéte familiale et
nous a permis de dépister un autre sujet atteint. La cause du déces de I’individu II1-20 reste
indéterminée. En effet nous n’avons pu retrouver d’ECG, il n’avait pas de descendance et son
frére (individu III-21) semble indemne. Nous sommes donc en présence d'une famille comportant

8 sujets atteints sur 3 générations.
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Figure 59 : Arbre généalogique de la famille JU. Les individus en blanc sont sains, ceux en
gris sont douteux et ceux en noir sont atteints. ECG+ signifie que le patient a un ECG
caractéristique de SB sur I’ECG de base, TF+ signifie que le test a la flécaine a permit de

révéler le SB. Les individus représentés en hachuré ont refusé les explorations.

11.C.3.b. Analyse de biologie moléculaire.

11.C.3.b.1. Analyse gene candidat.

Pour I’ensemble de ces familles, différents génes pouvant étre considérés comme de bons
candidats ont été éliminés soit par séquengage, soit par génotypage. Aucune mutation n’a été
retrouvée dans les genes SCNSA, KCND2, KCND3, KCNE2, KCNIP2. Le deuxiéme locus sur le

chromosome 3 décrit par Weiss a également été éliminé sur ces différentes familles (Weiss R. et

al. 2002).

11.C.3.b.2. Analyse de liaison sur génome entier

En raison de la faible pénétrance supposée du SB ; deux lod-scores différents, lod-scores
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théoriques maximum (Z(max)0=0%), ont été calculés pour chaque famille. Le premier pour la
famille enticre, avec les sujets supposés sains, atteints et les douteux (lod-score A). Le second, en
ne prenant en compte que les sujets atteints ou utiles pour ’analyse de liaison (lod-score B).

Les lod-scores théoriques B des trois familles sont tous inférieurs a 3. pour cette raison,
nous avons utilisé une approche visant a additionner les lod score en partant de I’hypothése que le
geéne morbide pouvait étre identique dans plusieurs familles. Cette approche avait déja montré
son efficacité pour I’identification du locus de fibrillation auriculaire (Brugada R. et al. 1997). Le
lod-score B des trois familles additionnés est supérieur a 3, d’ou I’intérét de cette analyse
simultanée des 3 familles.

L’analyse de liaison sur l'ensemble du génome, n’a retrouvé aucun locus lié sur les trois
familles. Les zones communes a 2 familles, potentiellement liées ou non informatives et la seule

zone non informative pour les 3 familles simultanément, sont classées dans le tableau suivant :
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FAMILLE I FAMILLE II FAMILLE III

D1S450
D1S2697
D3S1614

D5S416

D5S471

D6S289

D7S484

D7S519
D9S1826
D12S336
D13S218
D14S985
D18S464

Zmax=0,78 0 =0

Zmax=1,22 0 =09

Zmax=1,44 0 =0

| | Marqueur possiblement 1ié | | Marqueur non lié

I  Marqueur non informatif Zmax : Lod-score B o
0 : % de recombinaison

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des marqueurs non informatifs ou liés communs & au moins

2 familles.

Cette approche cumulative sur trois familles ne nous a donc pas actuellement permis
d’identifier de nouveaux locus pour le SB. L’échec de cette approche peut étre du soit au fait que
le SB soit génétiquement tres hétérogene et que le gene morbide soit différent dans chacune de
ces familles. Il est également possible qu’il puisse y avoir des erreurs dans la classification
phénotypique des patients. En effet, méme si 1’analyse génétique n’a porté que sur les sujets
considérés comme atteints, certain d’entre eux n’avaient un aspect électrocardiographique de SB
qu’apres l’injection de bloqueurs du canal sodique. Il est possible que ce test puisse étre a

I’origine de faux positifs qui peuvent fortement influencer les résultats de I’analyse de liaison.
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11.C.4. Relation génotype-phénotype dans le syndrome de Brugada.

I11.C.4.a. Fichier collaboratif.

11.C.4.a.1. Criteres ECG predictifs d’une mutation SCN5A.

Dans un premier travail, nous avions cherché a identifier les criteres
¢lectrocardiographiques permettant de prédire, parmi les patients qui étaient atteints d’un SB
quels étaient ceux qui seraient porteurs d’une mutation dans le géne SCN5A. Les mutations dans
le géne SCN5A n’étant retrouvées que chez 15 a 30% des patients atteints d’un SB, il était
intéressant de pouvoir distinguer les patients mutés afin de pouvoir mieux choisir ceux pour
lesquels le séquencage du geéne est indiqué.

Dans ce travail, seuls les cas index étaient retenus. Le diagnostic de SB était retenu
lorsque ’ECG montrait un aspect de sus-décalage du segment ST convexe ou triangulaire dans
les dérivations précordiales droites de plus de 2 mm sur ’ECG de base ou lors du test utilisant les
bloqueurs sodiques conformément a la conférence de consensus (Wilde A. A. et al. 2002).

Soixante dix sept patients ont été inclus, tous ont bénéficié¢ d’une étude du gene SCNSA,
soit par séquengage direct ou plus fréquemment par SSCP ou DHPLC avec séquengage du geéne
en cas de conformation anormale (Smits J. P. et al. 2002).

Parmi les 77 patients inclus 23 avaient une mutation dans le géne SCNS5A. Les
caractéristiques cliniques de cette population sont rapportées (Figure 60). Avant le test aux
bloqueurs sodiques la seule différence significative entre les patients mutés et non-mutés est la

présence d’un intervalle PR et d’un intervalle HV plus long chez les patients mutés (Figure 61).
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Brugada Patents With Bmgada Patients Without p Value

SCNSA Mutation SCNSA Mutation
Total (n) 23 34 B
Gender (m/f) 15/8 44410 NS
Age (y1s) 45 + 15 48 + 11 NS
Family history + 11/23 (48%) 24/54 (44%%) NS
Index event
VENT 6/23 (269%) 15/54 (289%) NS
Syncope 8/23 (35%) 19/54 (35%) NS
Asymptomatic 7123 (309%) 15/54 (28%:) NS
Others* 2/23 (99%) 5/54 {9%) NS
Baseline ECG
() 23 54 —
Heart rate (beats/min~") 67 + 15 71 + 12 NS
PQ interval {ms) 200 + 51 163 + 24 <0.0001
QRS duration (ms) 110 + 24 102 + 22 NS
QTe interval (ms'/2) 405 + 3] 400 + 35 NS
ST-segment elevation(mm) 2.5+ 13 19+13 NS
Electrophysiologic testing
m) 8 18 —
VT/VE inducible 6/8 (759%) 27/38 (719%) NS
HV time 66 + 13 48 + 9 < 0.001

Figure 60 : Caractéristiques cliniques de la population étudiée. HV =Temps de conduction du

faisceau de His aux ventricules lors de I’enregistrement endocavitaire. VF = ventricular

fibrillation; VT = ventricular tachycardia.
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Figure 61 : Les patients mutés sur le géne SCN5A ont un intervalle PR et un intervalle HV

significativement plus long (Smits J. P. et al. 2002).
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L’évolution des paramétres €lectrocardiographiques a également été évaluée lors du test
avec les bloqueurs sodiques. Au cours de ce test le PR et le QRS augmentent chez les patients
mutés et non mutés. L’augmentation de la durée du PR n’est pas différente entre les deux groupes
mais la durée du PR reste significativement plus longue chez les sujets mutés. En revanche,
I’augmentation de la durée du QRS est significativement plus importante chez les sujets mutés
(38+ /- 31 contre 18+/- 18 ms p<0.05) et la différence de durée du QRS entre les deux groupes

devient significative (Figure 62).

Brugada Patients With Brugada Patients Without p Value

SCNSA Mutation SCNSA Mutation
ECG betore class I antfiar-
rhythmic drug
(n) 11 42
HR (beats/min~") 65 £ 16 72 + 12% NS
PQ) interval (ms) 195 = 40 164 = 274 < 005
QRS duration (ms) 104 =+ 26+ 100 = 174 NS
QTe interval (ms'?) 402 + 28 405 + 344 NS
ST-segment elevation (mm) 23 + 1.6t 18 «+ 1.0% A
ECG after class 1 antiar-
rhythmic drug
(n) 11 42 —_
HR (beats/min 1) 72+ 17 76 = 13% NS
PQ interval (ms) 222 4+ 37% 195 + 334 < 0.05
QRS duration (ms) 142 + 314 118 + 21% < (.05
QTc interval (ms) 426 + 60 431 + 40% NS
ST-segment elevation {mm) 45 = 1.1 39 + 1.2% NS
Difference in ECG param-
eters after class T antiar-
rhythmic drug
(n) 11 4
AHR (beats/min~') 10 + 15 4+ 12 NS
APQ interval (ms) 26 + 28 32 + 21 NS
AQRS duration {ms) 38+ 3 18 + 18 < 0.05
AQTe interval (ms*#) 23+ 64 27 + 40 NS
AST-segment elevation 2214 21 £ 1.3 NS
{um)

Figure 62 : Evolution des parametres électrocardiographique lors du test avec les

bloqueurs sodiques (Smits J. P. et al. 2002).

Dans un deuxiéme temps, nous avons recherché le meilleur critére prédictif de la présence

d’une mutation dans le gene SCN5A.
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Un intervalle PR supérieur ou égal a 210 ms permet de prédire la présence d’une mutation
dans le gene SCN5A avec une sensibilit¢ de 48% et une spécificité de 98%. De méme, un
intervalle HV supérieur ou égal a 60 ms prédit la présence d’une mutation de SCN5A avec une

sensibilité¢ de 88% et une spécificité de 82% (Figure 63).
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Figure 63 : Evaluation de la sensibilité et de la spécificité des différentes valeurs de PR et de
HV pour preédire la présence d’une mutation dans le géne SCN5A (Smits J. P. et al. 2002).

146



Ce travail a montré qu'il est possible de prédire la présence d'une mutation dans le géne
SCNS5A en fonction de critéres ¢électrocardiographiques simples.

Cette approche sera particulierement importante lorsque plusieurs genes responsables du
SB seront identifiés car elle permettra, comme pour le syndrome du QTL de prédire le géne

morbide chez un individu et donc de faciliter la recherche du géne en cause.

11.C.4.a.2. Pronostic a long terme du syndrome de Brugada.

Actuellement, le pronostic a long terme des patients atteints d'un SB reste mal connu.
L'attitude thérapeutique chez ces patients est essentiellement basée sur les données de deux
fichiers, I'un tenu par Brugada et coll I'autre par I'équipe de Sylvia Priori (Brugada J. et al. 2002;
Priori S. G. et al. 2002a). Cependant, les résultats de ces fichiers sont contradictoires pour
plusieurs points essentiels. Le fichier de Brugada et coll retrouve un taux élevé d'événements
chez les patients atteints d'un SB et cela méme chez les patients initialement asymptomatiques
alors que le fichier de Priori et coll retrouve un taux faible d'événements dans cette population.
De plus, ces deux fichiers divergent également quant a la valeur prédictive de l'exploration
¢lectrophysiologique. Ce point est particulierement crucial puisque actuellement, basé sur les
résultats du fichier de Brugada et coll, tous les patients chez lesquels un trouble du rythme grave
est induit pendant l'exploration électrophysiologique bénéficient de I'implantation d'un
défibrillateur automatique. Cette attitude ne semble pas fondée d'apres les résultats du fichier de

Priori et coll.

Le but de ce travail collaboratif était a partir d'un grand fichier de patients atteints d'un SB
de tenter de réévaluer 1'évolution a long terme des patients inclus ainsi que le pouvoir pronostique
de l'exploration ¢lectrophysiologique. Notre but ¢&tait également d’identifier les facteurs
pronostiques permettant de définir les patients a risque rythmique dans le cadre du SB afin de
pouvoir définir ceux qui doivent bénéficier de I'implantation d'un défibrillateur.

Les patients ont ¢té répartis en trois groupes. Le groupe A représentait les patients qui
avaient présenté un arrét cardiaque, le groupe B concernait les patients qui avaient présenté une
syncope et le groupe C était composé de patients asymptomatiques diagnostiqués au cours d'une

enquéte familiale ou lors d'un électrocardiogramme systématique.
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Les courbes de survie ont été réalisées par la méthode de Kaplan-Meier et analysée par le

test du log-rank.

Notre population est composée de 212 patients (152 hommes) atteints d'un SB. L'age
moyen des patients de I'étude était de 45+ 6 ans. Au moment du diagnostique 123 (58 %) étaient
asymptomatiques, 65 (31 %) avaient eu un épisode de syncope et 24 (11 %) avaient présenté un
arrét cardiaque par fibrillation ventriculaire (Tableau 9).

Cent soixante cinq patients (78 %) étaient des cas index alors que 47 patients (22 %)
avaient été identifiés au cours d'une enquéte familiale. Parmi les 24 patients qui avaient présenté
un arrét cardiaque par fibrillation ventriculaire 22 étaient des hommes. Cependant, la répartition
du sexe était équivalente entre les patients symptomatiques et asymptomatiques.

Dans notre population 57 patients (27 %) étaient porteurs d'une mutation dans le géne
SCN5A.

Parmi les patients index, 34 (21 %) avaient une histoire familiale de mort subite et 29

d'entre eux (17 %) étaient porteurs d'une mutation dans le géne SCN5SA.
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Présentation Mort subite  Syncope Asymptomat P

clinique ique
No. 24 65 123
(Cas Index) -24 -56 -85
Homme/femme 22/2 46/19 84/39 NS
(Cas Index) (22/2) (43/13) (67/18)
Age 45.7+10.8 45.6+15.6 43.8+14.4 NS
(Cas Index) (45.7£10.9) (46.1+15.0) (46.8+13.0)
ECG type | 15 40 70 NS
spontané
(Cas Index) -15 -38 -62
Histoire familiale 3 16 41 Ns

de mort subite

(Cas Index) -3 -10 -21
Histoire familiale 6 36 62 NS
de syndrome de
Brugada
(Cas Index) -6 -28 -24
EEP + 15 41 39 0.003
(Cas Index) -15 -37 -34
mutations de 3 16 38 NS
SCN5A
(Cas Index) -3 -12 -17

Suivi en mois 83.2+66.4 38.9+37.3 33.7£52.2 0.0001
(83.2+66.4) (40.3+39.7) (32.4+60.0

Tableau 9 : Résumé des caractéristiques de la population de notre étude.

Chez 125 patients (59 %), le SB avait été identifi¢ avant le test par les bloqueurs sodique.
Le sus-décalage du segment ST mesurait 2.3+1.2 mm chez les patients symptomatiques (2.6+1.4
mm dans le groupe A; 2.2+1.2 mm dans le groupe B) alors qu'il ne mesurait que 1.9+1.5 mm
chez les patients asymptomatiques (p=0.04). La fréquence du sus-décalage du segment ST sur
I’¢électrocardiogramme de base était identique chez les sujets symptomatiques (60 %) et
asymptomatiques (55 %).

Cent quatre-vingt-six patients ont bénéfici¢é d'une exploration électrophysiologique. Une
tachycardie ventriculaire ou une fibrillation ventriculaire a pu étre induite de chez 93 patients (50

%). La fréquence des arythmies induites était plus élevée chez les patients symptomatiques (63
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%) que chez les patients asymptomatiques (30 %) (p<0.001).

La moyenne de suivi des patients de 1'étude était de 40+50 mois. Le suivi était cependant
plus long chez les patients ayant présenté une mort subite récupérée 83+ 66 mois comparé aux
patients qui avaient présenté une syncope 39137 mois et aux patients qui étaient
asymptomatiques 34+52 mois (p=0.0001).

Au cours du suivi, 4 des 24 patients (17 %) qui avaient présenté un arrét cardiaque ont eu
un nouvel événement rythmique grave (tachycardie ventriculaire soutenue ou fibrillation
ventriculaire). Chez les patients du groupe B, 4 des 65 patients (6 %) ont eu un événement
rythmique. Chez les patients asymptomatiques, 1 parmi les 123 individus a eu un événement
rythmique (1 %). La différence d’évolution de ces trois populations est statistiquement

significative (Figure 64).
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Figure 64 : Evolution a long terme des patients atteints d’un SB en fonction du mode de

diagnostic.

Tous les patients, a l'exception d'un seul, qui ont eu un événement rythmique au cours du

150



suivi avaient un aspect électrocardiographique de SB sur électrocardiogramme de base.

Les neuf patients qui ont expérimenté un événement rythmique au cours du suivi avaient
tous bénéficié d'une exploration électrophysiologique. Cette exploration avait déclenché un
trouble rythmique grave chez quatre d'entre eux. Seul un de ces patients avait une histoire

familiale de mort subite.
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Figure 65 : Evolution des patients en fonction des résultats de I’exploration

électrophysiologique. EEP : Exploration électrophysiologique.

L'analyse des courbes de survie des trois groupes montre que l'exploration
¢lectrophysiologique n'est pas prédictive du risque rythmique (Figure 65). En revanche, la
présence d'un sus-décalage du segment ST sur électrocardiogramme de base est un élément
prédictif du risque de survenue d'événements rythmiques (0.046) (Figure 66).

Notre étude a donc montré que la fréquence des événements rythmiques chez les patients
atteints d'un SB était faible.

Le risque est plus élevé chez les patients qui ont présenté un arrét cardiaque ou qui ont
déja fait des syncopes ainsi que chez les patients qui ont un aspect de SB spontanément. En
revanche, l'exploration électrophysiologique ne semble pas étre un critére prédictif du risque

rythmique.
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Figure 66 : Evolution en fonction de I’aspect ECG lors de I’inclusion.

En fonction de nos résultats, l'attitude habituellement préconisée visant a implanter un
défibrillateur chez les patients pour lesquels l'exploration électrophysiologique a déclenché des
troubles rythmiques ne semble pas étre appropriée. Les raisons pour lesquelles nos résultats
comme ceux de I’équipe de Priori et coll sont si différents de ceux de Brugada et coll restent

difficiles a préciser (Tableau 10).
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Brugadaet Brugadaet Priorietal. Fichier
al. al. collaboratif
Circ 2002 Circ 2003 Circ 2002

No. (Homme) | 334 (255) 547 (408) 200 (152) 212 (152)

Index (Homme) 294 130 (110) 165(132)
Mort subite 71 0 22 24
Syncope 73 124 34 65
Asymptomatique 190 423 144 123
Age lors du 42+16 41+15 41+18 4516
diagnosic

Aspect ECG de
syndrome de

Brugada
Spontanément 234 (70%) 391 (71%) 90 of 176 125 (59%)
(51%)

Aprés Classe | 100 (30%) 156 (29%) 86 (49%) 87 (41%)
Histoire familiale | 180 of 334 302 of 547 26 of 130 60 of 212
de mort subite (54%) (55%) (22%) (28%)

Mort subite 23 (38%) 0 na 3 (13%)
Syncope 26 (39%) na na 16 (25%)
Asymptomatique | 131 (72%) na na 41 (33%)
SCN5A
Mutation na na 28 (22%) 32(24%)
EEP 252 408 86 186

Patient inductible | 130 (52%) 163 (40%) 57 (66%) 93 (50%)

ATCD de Mort 44 of 54 na 18 (82%) 15 of 22
subite (83%) (68%)
Syncope 41 of 62 na na 40 of 65
(68%) (62%)
Asymptomatique 45 of 136 na na 38 of 98
(33%) (39%)
DAl na 177 (32%) Na 113 (53%)
Suivi en mois 33439 24+33 34+44 40450
Mort subite 54+54 na na 83+66
Syncope 26+36 na na 39+37
Asymptomatique 27429 na na 34152
Evénement au 74 (39%) 45 (8%) na 9 (4%)
cours du suivi
Mort subite 44 (62%) na na 4 (17%)
Syncope 14 (19%) na na 4 (6%)
Asymptomatique 16 (8%) na na 1(1%)

Tableau 10 : Résultat de notre fichier collaboratif comparé aux principaux fichiers de la

littérature.

153



11.C.4.b. Fichier du réseau Quest.

Parallélement au projet collaboratif avec les autres centres européens, nous avons
développé notre propre fichier dans le cadre du réseau Ouest pour la prise en charge du SB.

Ce réseau inclus les CHU de Brest, Rennes, Angers, Tours, Poitiers, Bordeaux et Nantes.

Nous avons actuellement inclus 209 patients atteints d'un SB dont 141 propositus. Notre
fichier comprend 151 hommes pour 58 femmes.

Le diagnostic de SB a été porté au cours d'un électrocardiogramme systématique dans 66
cas, dans 68 cas il s'agissait d'enquéte familiale, les patients avaient présenté un arrét cardiaque
ou une syncope dans 48 cas enfin le diagnostique était porté dans 27 cas au cours d'un

¢lectrocardiogramme fait pour des symptdmes sans rapport avec le SB (Figure 67).

ECG Enquéte Arrét Autre
systématique familiale cardiaque ou
syncope

Figure 67 : Mode de diagnostic des patients atteints du SB inclus dans le réseau Ouest.

Le diagnostique de SB avait pu étre porté dans 108 cas avant la réalisation du test utilisant
les bloqueurs sodiques, dans 33 cas des anomalies électrocardiographiques n'étaient pas
suffisantes pour affirmer le SB avant le test mais le diagnostique pouvait étre suspecté. Enfin

dans 68 cas I'électrocardiogramme de base était normal.

La recherche d'une mutation dans le géne SCNS5A a été réalisée chez 70 propositus et a
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permis d'identifier une mutation chez 22 (31 %) d'entre eux. La recherche d’une mutation est
actuellement cours chez tous les autres propositus.

Chez les patients porteurs d'une mutation dans le géne SCNSA la durée du PR est
significativement plus longue que chez les patients non-mutés (198 + 33 contre 170 £ 20 ms
p<0.001). La durée du QRS est significativement allongée (117 + 20 contre 105 £ 14 p= 0,01).
L'augmentation de la durée du PR a ét¢ identique dans les deux groupes (39 + 17 contre 35 + 36
ms, ns) mais la durée du QRS augmente significativement plus chez les patients mutés (37 + 30

contre 16 = 15 ms p<0.001) (Figure 68).
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Figure 68 : Parameétres électrocardiographique des patients atteints d’un SB dans le reseau

Quest.

L'amplitude du sus-décalage n'était pas différente entre les deux groupes sur I'ECG de
base (2,7 £ 1,8 contre 2,4 £ 1,8 mm ; ns). L'augmentation de I'amplitude du sus-décalage du
segment ST était également identique entre les deux groupes (3 £+ 2,3 contre 2,5 £+ 1,8 mm ; ns).

Parmi I'ensemble des patients mutés (48 patients) et non-mutés (60 patients), 27 patients
mutés et 44 patients non-mutés ont bénéficié d'une exploration électrophysiologique. Cette
exploration a déclenché des troubles du rythme chez cinq patients mutés et chez 17 patients non-
mutés. Le fait d'étre porteur d'une mutation ne modifie pas le risque d'avoir une exploration
¢électrophysiologique positive.

Un suivi les patients est actuellement disponible pour 104 patients parmi lesquels huit ont

155



eu des troubles du rythme. La durée moyenne de suivi a été de 33 + 42 mois. Tous les patients
qui ont eu des troubles du rythme pendant le suivi avaient un ECG de base qui montrait un SB.
Ces patients avaient été¢ inclus dans quatre cas pour syncope ou arrét cardiaque, dans un cas au
cours d'une enquéte familiale, dans un cas pour la découverte du SB sur un électrocardiogramme
systématique et dans deux cas pour une autre raison.

Sur ces huit patients qui avaient bénéfici¢ d'une exploration électrophysiologique trois ont
eu une récidive de symptomes au cours du suivi. L’exploration était positive dans deux cas et
négative dans un cas. Sept d’entre eux avaient bénéfici¢ de I'implantation d'un défibrillateur

automatique.
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11.D. DISCUSSION.

11.D.1. L’ implication du géne SCN5A dans les troubles de la conduction,

le syndrome de Brugada et le syndrome du OT long congénital.

Afin de faciliter la compréhension de la physiopathologie supposée des troubles de la
conduction et du SB, nous allons commencer par un faire un bref rappel de la structure ainsi que

du fonctionnement supposé du canal sodique.

I1.D.1.a. Structure du canal sodique.

Le géne SCN5A code pour la sous-unité¢ a du canal sodique (260KD) dont elle forme le
pore. Il existe également une sous-unité¢ 3 (36KD) qui module I’activité de la sous-unité a. La
sous-unité o est constitué par 4 domaines (I, II, III, IV), chaque domaine comporte six régions
transmembranaires (S1-S6). La région S4 détecte les variations de voltage et modifie sa
conformation permettant le passage des ions Na+.

Lorsque 1’on représente le canal dans I’espace, la région S4 se trouverait au centre
entourée par les régions S1-S3 et S5-S6. Le pore du canal est formé par les régions S5-S6. La

porte d’inactivation se trouve sur la boucle qui lie les domaines III et I'V.

11.D.1.b. Fonctionnement du canal sodigue.

Le canal sodique est une protéine transmembranaire qui présente deux portes : une porte
d’activation et une porte d’inactivation. Lorsque la cellule est dépolarisée, la porte d’activation
s’ouvre et laisse passer les ions Nat+ a travers le canal. Immédiatement aprés la porte
d’inactivation se ferme arrétant ainsi le flux des ions NA+.

Quatre états peuvent ainsi étre individualisés :

Une phase de repos ou la porte d’activation est fermée et la porte d’inactivation ouverte.
Le courant ne passe pas.

Une phase d’activation ou la porte d’activation et la porte d’inactivation sont ouvertes. Le
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courant passe.

Une phase d’inactivation ou la porte d’activation est encore ouverte mais ou la porte
d’inactivation est déja fermée. Le courant ne passe pas.

Une phase de réactivation ou la porte d’activation se referme et secondairement la porte

d’inactivation s’ouvre {Roden, 1997 #1324}.
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Figure 69 : Mécanisme hypothétique du fonctionnement du canal sodique dépendant du

voltage.

L’inactivation rapide dépend essentiellement du segment protéique situé entre les
domaines III et IV qui vient fermer le canal. L’inactivation rapide débute trés peu de temps apres
I’activation et peut méme dans certains cas commencer en méme temps que 1’activation et donc
ne pas permettre le passage de courant. L’inactivation rapide récupére en quelques millisecondes
et elle est ensuite relayée par 1’inactication lente.

L’inactivation lente est plus stable dans le temps et dépend de trois composantes (rapide
moyenne et lente). C’est la composante moyenne qui a le role physiologique le plus important.

Elle serait due a la zone de liaison entre les segments 5 et 6 du canal {Balser, 2004 #3452}.
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11.D.1.c. Implication du géne SCN5A dans les pathologies
cardiagues.

11.D.1.c.1. R6le du gene SCN5A dans le syndrome du QT
long LQTS3.

L’implication des mutations dans le géne SCN5A a été initialement identifiée a partir de
familles atteintes d’un syndrome du QT long de type 3. L’ensemble des mutations identifiées
entrainent un “gain de fonction”. Ces mutations perturbent 1’inactivation rapide du canal sodique
cardiaque et sont responsables d’une ouverture persistante de ce canal qui généere un petit courant
sodique persistant pendant la phase de plateau du potentiel d’action cardiaque qui retarde la
repolarisation des myocytes. Cette augmentation du courant entrant prolonge I’intervalle QT sur
I’ECG de surface et prédispose les patients a des tachycardies ventriculaires polymorphes de
types torsades de pointes (Roden D. M. et al. 1995; Wang Q. et al. 1995). Les mutations
responsables du syndrome du QT long de type 3 sont groupées pres des domaines qui influencent

I’inactivation rapide du canal.

11.D.1.c.2. Role du gene SCN5A dans le syndrome de
Brugada.

Les mutations identifiées dans le SB entrainent une diminution de la fonction du canal
sodique cardiaque par plusieurs mécanismes. Certaines mutations, dont les non-sens, conduisent
a une absence de courant sodique plus ou moins associée a un défaut de migration de la protéine
a la membrane. D’autres conduisent & une modification de 1’inactivation qui est prolongée en
raison d’un début plus précoce ou d’une récupération retardée, il en résulte une diminution du
courant sodique. Paradoxalement, les mutations faux-sens entrainent une récupération post-
inactivation plus rapide. Certaines mutations génerent des canaux non fonctionnels soit parce que
le canal lui-méme est non-fonctionnel soit parce qu’il n’est pas amené jusqu’a la membrane
(Akai J. et al. 2000; Baroudi G. et al. 2002; Baroudi G. et al. 2000; Baroudi G. et al. 2001;
Bezzina C. et al. 1999; Deschenes 1. et al. 2000; Grant A. O. 2001; Hong K. et al. 2004; Kyndt F.
et al. 2001; Mok N. S. et al. 2003; Potet F. et al. 2003; Priori S. G. et al. 2002b; Rook M. B. et al.
1999; Schulze-Bahr E. et al. 2003; Smits J. P. et al. 2002; Ueda K. et al. 2004; Valdivia C. R. et
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al. 2002; Valdivia C. R. et al. 2004; Wang D. W. et al. 2002).

11.D.1.c.3. Role du géne SCN5A dans les troubles de la
conduction dégénératifs.

Au cours de ce travail de thése, nous avons identifié une nouvelle mutation du canal
SCN5A responsable de troubles de conduction isolés progressifs. Depuis d’autres mutations
responsables de troubles de la conduction ont été identifiées. Il s’agissait cependant de formes
non-progressives de la maladie qui touchaient des patients jeunes, le plus souvent dés I’enfance
(Benson D. W. 2003; Tan H. L. et al. 2001; Viswanathan P. C. et al. 2001; Wang D. W. et al.
2002).

Les études électrophysiologiques des canaux mutés ont mis en évidence deux mécanismes
principaux: une perte totale de fonction ou des anomalies de I’inactivation des canaux mutés. Les
mutations identifiées dans le géne SCN5SA chez les familles que nous avons étudiées sont des
mutations non fonctionnelles. Une diminution du nombre de canaux sodiques fonctionnels
entrainerait une diminution de la vitesse de propagation de l'influx cardiaque et pourrait expliquer
ces troubles de conduction (Probst V. et al. 2003b; Schott J. J. et al. 1999). D’autres mutations
responsables de troubles de conduction isolés seraient responsables d’anomalies de I’inactivation

intermédiaire des canaux mutés (Viswanathan P. C. et al. 2003; Wang D. W. et al. 2002).

Des formes homozygotes de mutations du géne SCN5SA ont également été décrites chez
des patients atteints de troubles de conduction séveres.

Un enfant 4gé de cinq ans avait un allongement trés important de l'intervalle QT et des
troubles de conduction tels qu'un BAV 2/1, un bloc de branche droit et/ou un hémibloc antérieur
gauche. Ces anomalies étaient dues une mutation homozygote (V1777M) du canal sodique
SCN5A (Lupoglazoff J. M. et al. 2001; Lupoglazoff J. M. et al. 2002). L'expression de la
mutation dans des cellules tsA201, en présence de la sous-unité¢ 1, a mis en évidence un courant
sodique entrant persistant et un déplacement de la courbe d'inactivation vers des valeurs de
potentiel plus négatives, traduisant une diminution du nombre de canaux sodiques recrutables.
Ces résultats sont identiques a ceux trouvés pour d'autres mutations associées au phénotype du

syndrome du QT long de type 3. L'allongement important de la durée de repolarisation et de la
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période réfractaire au niveau ventriculaire et au niveau du systeme His-Purkinje, serait a 1'origine
de l'allongement de l'intervalle QT et des troubles de conduction auriculo-ventriculaire

(Lupoglazoft J. M. et al. 2001; Lupoglazoft J. M. et al. 2002).

Des mutations hétérozygotes composites (W156X et R225W) ont été identifiées chez un
enfant atteint de troubles de conduction séveres (Bezzina C. R. et al. 2003). L'expression de ces
mutations dans des ovocytes de xénope a montré que la mutation stop (W156X) ne donnait pas
de canaux fonctionnels et que la mutation R225W était responsable d'une diminution importante
de l'amplitude maximale du courant et d'une diminution de la pente de la courbe d'activation
traduisant une diminution du nombre de canaux sodiques recrutables pendant la phase de
dépolarisation rapide du potentiel d'action cardiaque. Les parents hétérozygotes pour chacune de

ces mutations, avaient des électrocardiogrammes apparemment normaux.

Changement Changement Type de

de nucléotide d'AA mutation  Région Phénotype  Référence
Bezzina et
G468A W156X nonsense DI/S1-S2 CCD al. 2003
Bezzina et
C672T R225W Missense DI/S4 CCD al. 2003
Wang et al
G892A G298S Missense DI/ S5-S6 CCD 2002
Viswanathan
C1535T T512I Missense DI-DII CCD et al. 2003
Tan et al
G1541T G514C Missense DI-DII CCD 2001
Splice Schott et
T>C IVS22+2 Mutation  DIII/S4-S5 CCD al.1999
Kyndt et al.
A4372T G1406R Missense DIII/S5-S6 CCD+ Brugada 2002
Wang et al
D1595N Missense CCD 2002
Shirai et al.
S1710L Missense DIV/S5-S6 CCD+ Brugada 2002
Schott et al
delG5280* S1710+75X Frameshift DIV/S5-S6 CCD 1999
Lupoglazof
G5329A V1777TM Missense C-term RW+ AV block et al. 2001

Tableau 11 : Liste des mutations SCN5A publiées dans les troubles de la conduction.

CCD : Cardiac conduction defect; RW: Romano Ward.

11.D.1.c.4. Hétérogénéité phénotypique induite par les
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mutations de SCN5A.

Nous avons décrit une grande famille chez laquelle la méme mutation du géne SCN5A
pouvait étre responsable de troubles de la conduction ou d’un SB (Kyndt F. et al. 2001). Depuis,
nous avons identifi¢ d’autres familles partageant les méme caractéristiques et 1’é¢tude que nous
avons présentée dans ce travail sur la pénétrance du phénotype syndrome de Brugada chez les
patients porteurs d’une mutation du géne SCN5SA montre que si la pénétrance du SB est faible en
revanche la pénétrance des troubles de la conduction est ¢€levée atteignant plus de 80% des
patients de 1’étude.

De méme que certaines mutations dans le géne SCNSA peuvent étre 1'origine, dans la
méme famille de trouble de conduction ou d'un SB, d'autres mutations peuvent étre 1'origine soit
d'un syndrome du QT long de type de 3 soit d'un SB (Bezzina C. et al. 1999). En effet, la méme
mutation d’insertion d’un acide aminé (1795insD) dans la partie carboxy-terminale du canal
pouvait, en fonction des membres de la famille entrainer un syndrome du QT long de type 3 ou
un SB. Cette mutation provoquerait des effets fonctionnels opposés sur les deux composantes de
cinétique d’inactivation du canal sodique. De méme que les autres mutations associées au
syndrome du QT long de type 3, cette mutation perturberait 1’inactivation rapide du canal et
générerait un courant sodique entrant persistant pendant la phase de plateau du potentiel d’action
en particulier, pour des fréquences cardiaques lentes. Au contraire, pour des fréquences
cardiaques rapides, cette mutation augmenterait la composante d’inactivation plus lente du canal,
dite intermédiaire et ralentirait de fagon significative la réactivation des canaux sodiques
entralnant par conséquent, une perte de fonction.

Si cette explication physiopathologique est séduisante, il faut tout de méme noter que dans
la famille étudiée par Bezzina C. et coll. (1999), trois individus non porteurs de la mutation
avaient un ¢électrocardiogramme compatible avec un SB. Par ailleurs, les troubles de la
conduction étaient également fréquents dans cette famille et la durée du PR (201 ms) et du QRS
(117 ms) était significativement allongée par rapport aux sujets non-mutés issus de la méme
famille.

Deux autres mutations du méme codon (Y1795C et Y1795H) responsables d’un
syndrome du QT long pour la premiere et d’'un SB pour la deuxiéme, ainsi que des mutations

responsables du SB (T1620M) présenteraient les mémes anomalies de [’inactivation
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intermédiaire des canaux mutés, suggérant que ce processus d’inactivation intermédiaire serait
impliqué dans la physiopathologie de ces syndromes et que les variations phénotypiques
pourraient dépendre du systéme nerveux autonome (Rivolta I. et al. 2001). Par ailleurs, un travail
de Priori et coll a montré que l'injection de bloqueur du canal sodique entrainait un sus-décalage
du segment ST chez la moitié des patients atteints d'un syndrome du QT long de type 3 (Priori S.
G. et al. 2000Db).

) Long QT Syndrome () Conduction Defect/ Sinus node disease
() Brugada Syndrome () Mixed Phenotype

Figure 70 : Représentation schématique des mutations du géne SCN5A publiées. D’apres

Cardmoc.

11.D.1.c.5. Facteurs potentiels impliqués dans les variations
phénotypiques associées aux mutations du gene
SCNb5A.

[LA.l.a.i.a.9. Facteurs environnementaux responsables de

variations phénotypiques.

Dans la famille P, selon la branche de la famille, la mutation provoquait un SB ou des

troubles de conduction cardiaque isolés. Dans cette famille, tous les patients atteints d’un SB sont
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des hommes alors que six patients sur sept atteints de troubles de conduction cardiaque isolés
sont des femmes. A la différence de la prépondérance féminine observée dans le syndrome du QT
long congénital, le SB touche préférentiellement les hommes (Alings M. and Wilde A. 1999;
Priori S. G. et al. 2000a).

La maladie est plus sévére chez les hommes que chez les femmes puisque dans la série de
Brugada, 25% des hommes sont symptomatiques alors que seulement 12% des femmes le sont
(Brugada J. et al. 1999). Ces résultats sont superposables a ceux obtenus dans la série publiée par
Priori et coll (Priori S. G. et al. 2002b).

Récemment, deux cas de SB typiques ayant disparu aprés réalisation d’une castration ont
renforcé I’hypothése que les hormones sexuelles males jouent un role important dans I’expression
de ce syndrome (Matsuo K. et al. 2003).

Sur le plan expérimental, il existe également des arguments en faveur du role des
hormones sexuelles dans le SB.

La densité plus importante des canaux impliqués dans le courant Ito dans la paroi du
ventricule droit chez I’homme pourrait expliquer cette prépondérance masculine (Di Diego J. M.
et al. 2002). Le role des hormones cestrogénes pourrait étre une autre raison de cette
hétérogénéité. Elles pourraient intervenir en tant que facteurs modulateurs de I’expression des
genes codant pour des protéines constitutives de canaux ioniques (Song M. et al. 2001).

Le mode de transmission apparemment simple des différents phénotypes au sein des
différentes branches de la famille P suggere que des facteurs génétiques, tels que des génes
modulateurs, pourraient influencer 1’expression phénotypique chez les sujets porteurs d'une

mutation du géne SCN5SA.

[LA.l.a.i.a.10. Facteurs génétiques responsables de variations

phénotypiques.

Cette variabilité phénotypique pourrait étre liée a la présence d’un allele délétére ou au
contraire protecteur du méme geéne situé en position cis ou trans de la mutation morbide du geéne
SCN5A. Viswanathan P.C. et coll. 2001 avaient suggéré qu'un polymorphisme fréquent (H558R)
du gene SCNOSA présent dans environ 25 % de la population, modulait les fonctions du canal muté

T5121 et, en atténuant sa perte de fonction serait responsable des variations phénotypiques. Des
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études électrophysiologiques ont montré que le canal portant le polymorphisme H558R se
comportait comme le canal normal. Par contre, lorsque ce polymorphisme était exprimé sur le
méme alléle que la mutation T5121, il atténuait la perte de fonction du canal muté. Les patients
porteurs de la mutation T512I seule présenteraient un phénotype Brugada alors que les patients
porteurs de la mutation et du polymorphisme H558R en position cis présenteraient un trouble de
conduction isolé. Le polymorphisme H558R se comporterait donc comme un allele protecteur de
la mutation T5121 et il est possible que d’autres polymorphismes aient des effets semblables sur
d’autres mutations (Viswanathan P. C. et al. 2003). Ces hypothéses devront étre confirmées a

plus grande échelle.

Ces variabilités phénotypiques pourraient étre liées a la présence d’un géne modificateur
situé a proximité du géne SCNSA. Un second locus de SB a été localisé a proximité du geéne
SCNS5A, en 3p22-25 (Weiss R. et al. 2002). Il est possible que des polymorphismes ou mutations
de ce géne se comportent comme des alléles de prédisposition au SB chez des sujets présentant
des troubles de conduction isolés associés a une mutation du géene SCN5SA.

Enfin elles pourraient étre liées a un gene situé sur un autre chromosome ou a distance du
gene SCN5SA. Le locus de SB que nous avons identifié en 21922 pourrait se comporter comme un

gene de prédisposition et intervenir sur le phénotype de la méme fagon que dans le cas précédent.

11.D.1.c.6. Hétérogénéité génétique du syndrome de Brugada

et des troubles de la conduction dégénératifs.

Si les mutations dans le gene SCN5A jouent un rdle central dans le SB et les troubles de
conduction dégénératifs, ces mutations ne sont présentes que chez une part mineure des patients
atteints de ces syndromes. Au cours de ce travail, nous avons montré que les troubles de la
conduction de dégénératifs étaient liés a au moins quatre génes différents et que le SB est li¢ a au
moins trois génes différents.

Pour le SB, nous avons montré qu'il est possible de prédire la présence d'une mutation
dans le géne SCN5A en fonction des intervalles de conduction des patients. Ce type d'analyse des
relations génotype phénotype sera certainement important lorsque le tous les genes responsables

du SB seront identifiés afin de pouvoir identifier plus rapidement la mutation causale par une
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recherche ciblée guidée par l'aspect électrocardiographique.

S’il est possible d'identifier une forme familiale au SB dans plus de 50 % des cas, ce qui
démontre clairement que ce syndrome est d'origine génétique, la place des formes génétiques
dans les troubles de la conduction dégénératifs est plus difficile a préciser. En effet, cette
pathologie est plus fréquente et touche des sujets plus 4gés ce qui rend l'identification des formes
familiales plus difficile. Cependant, en recherchant systématiquement la présence de troubles de
la conduction chez les apparentés proches d'un sujet atteint, il est possible de retrouver
fréquemment des formes familiales a cette maladie (Greenspahn B. R. et al. 1976). L'évaluation
du réle exact des formes génétiques dans cette pathologie ne pourra étre réalisée que lorsque tous
les génes responsables seront identifiés.

L’hétérogénéité génétique des pathologies cardio-vasculaires a déja été démontrée pour
d’autres pathologies telles que le syndrome du QT long ou les cardiomyopathies hypertrophiques
ou dilatées (Crispell K. A. 2003; Elliott P. et al. 2004; Probst V. et al. 2003a). Il n’est donc pas
surprenant que l’on retrouve la méme hétérogénéité pour le SB et pour les troubles de la

conduction dégénératifs.

I1.E. PERSPECTIVES

11.E.1. Définition de nouvelles normes pour les durées des différents

paramétres électrocardiographiques en fonction de I’age.

L’étude de ces différentes familles nous a permis de remarquer que chez les patients les
plus jeunes, il était fréquent que bien que les valeurs de 1’électrocardiogramme soit dans les
limites de la normale, celles-ci soient tout de méme plus longues que chez les patients du méme
age non porteurs de mutation. Nous pourrons probablement dans 1’avenir, lorsque nous aurons un
« pool » de sujets génétiquement atteints et sains suffisant, redéfinir les valeurs normales de ces
différents paramétres en fonction de 1'dge. Aprés avoir redéfini ces limites, nous pourrons
diagnostiquer les troubles de la conduction beaucoup plus précocement et ainsi il deviendra
possible d’assurer un meilleur suivi de ces patients. En fonction des cas et de I’évolution des
connaissances, nous pourrons soit prendre la décision de I’implantation d’un pacemaker avant

méme la survenue de malaise ou de mort subite ou retarder la survenue de ces troubles de
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conduction par I’utilisation précoce de molécules permettant de retarder la survenue de la fibrose.

11.E.2. Evaluation des facteurs modulateurs influencant I’évolution des

troubles de la conduction dégénératifs et du syndrome de Brugada.

Parmi les patients ayant le profil électrocardiographique typique du SB, certains font des
tachycardies ou des fibrillations ventriculaires, alors que d'autres présentant la méme mutation du
gene SCN5A et le méme profil électrocardiographique restent asymptomatiques.

La notion d'une mort subite familiale qui était initialement considérée comme un facteur
pronostique majeur ne l'est plus. Cela montre que le risque de mort subite associ¢e au SB est
indépendant de la mutation causale, que celle-ci soit située sur le gene SCN5A ou non.

I1 existe donc des facteurs modulateurs qui interviennent de fagon majeure a la fois pour
déterminer le phénotype des patients mais également leur pronostic rythmique.

Chez les patients que nous avons identifiés comme porteurs d'une mutation dans le gene
SCN5A et atteints de troubles de la conduction dégénératifs il existe également une variabilité
phénotypique importante. Certains sont atteints précocement de troubles de la conduction séveres
alors que d'autres développent une pathologie beaucoup moins grave.

Actuellement, nous ne connaissons pas les facteurs qui vont influencer I'évolution de la
maladie. Ces facteurs sont certainement multiples et font intervenir des causes environnementales

et génétiques.

Nous pensons que 1'identification de ces facteurs sera un des grands challenges des années

a venir.

Une des méthodes pour identifier ces facteurs peut-étre la constitution de grandes bases de
données a la fois cliniques, biologiques, généalogique et génétiques. L'identification dans ces
bases de données d'un grand nombre de patients porteurs de la méme mutation devrait permettre,
a condition d'avoir des informations phénotypiques tres précises, d’identifier les facteurs
génétiques modulateurs de 1'évolution de la maladie aprés avoir éliminé les phénomeénes
environnementaux.

L’identification de ces facteurs modulateurs dépendra certainement de la capacité
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qu'auront les différentes équipes impliquées a identifier de trés grandes familles atteintes de la
méme pathologie et pour lesquelles le géne responsable de la maladie sera connu.

L'identification de telles familles ne peut pas étre réalisée par une approche de type
enquéte familiale classique. Cette approche se heurte a la mémoire limitée a quelques générations
des membres de la famille et surtout a 1'impossibilité de connaitre la généalogie descendante des
ancétres identifiés ce qui empéche l'identification des membres ¢€loignés de la famille et
susceptibles d'étre atteints de la maladie.

Afin de pallier cette difficulté, nous développons actuellement une approche de type
épidémiologie génétique. Pour cela nous constituons de grands fichiers regroupant les patients
atteints de la pathologie étudiée. Dans un deuxieme temps, nous déterminons le lieu de naissance
des patients inclus dans 1'é¢tude grace a leur numéro de sécurité sociale. Une recherche de
généalogie ascendante sera systématiquement réalisée chez ’ensemble des patients implantés
d’un pacemaker pour BAV dégénératif et issus des communes dans un rayon de 15 Km autour
des communes d’ou sont originaires les familles que nous avons déja identifiées. Pour les
familles chez lesquelles une mutation du géne SCN5A est déja identifiée, nous pourrons dans un
premier temps rechercher la présence de cette mutation avant de réaliser une recherche de
généalogie ascendante. Pour cette approche, il est nécessaire que la population soit peu mobile, ce
qui est le cas habituellement dans notre région. Le but de cette enquéte généalogique sera
d'identifier I’ancétre commun a I'ensemble des patients issus de cette région afin de constituer un
large pédigré nous permettant dans un second temps d’évaluer le role des facteurs modulateurs
sur la pathologie étudiée. Cette approche devrait également nous permettre d’augmenter la taille
des familles déja identifiées et ainsi de constituer des pédigrés de taille suffisante pour réaliser

des analyses de liaison sur ces familles.

Nous avons également utilisé cette approche pour le SB. Nous sommes ainsi parvenus a
relier quatre familles non liées au géne SCN5A et issues de la méme région au nord-est de Nantes
deux a deux. Nous n’avons pas encore identifié¢ I’ancétre commun a ces quatre familles mais il est
fortement probable que celui-ci existe. Nous pensons ainsi pouvoir additionner les lod scores de
ces différentes familles pour obtenir un large pédigré permettant d’identifier le gene responsable

de la maladie (Figure 71).
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Figure 71 : Approche géographique du SB permettant de relier les différentes familles
présentées deux a deux entre elles. Un effet fondateur, bien que non encore identifié est

fortement suspecté.

11.E.3. Modeéle animal de troubles de la conduction dégénératifs.

Parall¢lement a ces approches de génétique humaine, la modulation de ces maladies par
des génes modificateurs pourrait étre recherchée grace a un modele animal. Un mode¢le de souris
invalidée pour le géne SCN5A et atteint de troubles de conduction cardiaque, a été développé par
I’équipe d’Andrew Grace (Université de Cambridge, Angleterre). Ce modele est actuellement
étudié dans notre laboratoire. Les premiers résultats montrent que ces souris KO hétérozygotes
pour le géne SCNSA ont un allongement de la durée de conduction a 1’étage auriculaire et
ventriculaire identique aux anomalies retrouvées dans la famille C atteinte de troubles de la

conduction liés a une mutation du gene SCNSA. Ces anomalies de la conduction s’aggravent avec
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I’age. Enfin, certaines souris ont une atteinte mineure alors que d’autres sont plus séveérement
atteintes (Charpentier F. et al. 2004). Ce mode¢le pourrait donc étre intéressant pour I’étude des
mécanismes modulateurs des troubles de la conduction ainsi que pour tester 1’impact de
différentes thérapeutiques sur I’évolution des anomalies de la conduction. L'hypertension
artérielle est certainement un des facteurs aggravant des troubles de la conduction dégénératifs.
Le role de ce facteur peut certainement étre ¢tudié sur le modele de souris invalidées pour le géne
SCNb5A. De méme, il serait intéressant d'évaluer l'intérét de traitement luttant contre la fibrose tel

que la spironolactone ou les inhibiteurs de I'enzyme de conversion.

11.E.4. Evaluation du role des facteurs environnementaux sur I’évolution

du syndrome de Brugada et des troubles de la conduction dégénératifs.

S'il est intéressant d'évaluer le role des facteurs génétiques sur 1'évolution du SB et des
troubles de la conduction dégénératifs, il est trés probable que les facteurs environnementaux
jouent également un réle majeur.

L'évaluation de la globalité de ces facteurs semble difficile mais le role de certains d'entre
eux peut étre étudié.

Une large prédominance masculine a été retrouvée sur tous les fichiers de patients atteints
SB. De méme, le risque rythmique li¢ a ce syndrome semble plus élevé chez les hommes. I est
donc possible que les hormones sexuelles males influencent le phénotype induit par les mutations
responsables du SB. Afin d'évaluer cette hypothése, nous avons commencé un projet visant, a
partir de notre fichier de patients atteints d'un SB, a évaluer le phénotype électrocardiographique
et le risque rythmique des patients, en fonction du taux des hormones sexuelles. Si le risque
rythmique est corrélé au taux des hormones sexuelles, ce dosage pourrait devenir un indice

pronostique dans cette pathologie et pourrait servir a stratifier le risque rythmique de ces patients.
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DEUXIEME PARTIE :

APPROCHE GENETIQUE DES VALVULOPATHIES A
DEGENERESCENCE MYXOIDE ET DU RETRECISSEMENT
AORTIQUE CALCIFIE.
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I. LES VALVULOPATHIES A
DEGENERESCENCE MY XOIDE.

ILA. INTRODUCTION.

Les dystrophies valvulaires par dégénérescence myxoide sont des pathologies cardiaques
fréquentes. Elles constituent un groupe treés hétérogene dont la forme la plus répandue est le
prolapsus valvulaire mitral idiopathique, également appelé¢ maladie de Barlow (Barlow J. B. et al.
1979). La dégénérescence myxoide peut également concerner la valve aortique de fagon isolée ou
en association avec I’atteinte mitrale.

Le prolapsus valvulaire mitral est I'une des anomalies valvulaires les plus fréquentes,
apparaissant chez 2 a 7% de la population (Darsee J. R. et al. 1979; Levy D. et al. 1987; Procacci
P. M. et al. 1976). Les manifestations cliniques sont trés variables et si la majorité des patients
présente des formes bénignes d'anomalies valvulaires, sans ou avec peu de répercussions
cliniques, certains ont des formes séveéres avec une fuite importante nécessitant un geste
chirurgical (Wooley C.F. et coll. 1991). D'autre part, ces dystrophies valvulaires peuvent étre a
l'origine de complications graves telles que les endocardites, les accidents thromboemboliques,
les troubles du rythme cardiaque voire la mort subite (Devereux R.B. 1976, Nishimura R.A. et
coll. 1985, Duren D.R. et coll. 1988, Boudarias J.P. 1991, Zuppiroli A. et coll. 1995).

En I’absence de connaissances physiopathologiques précises, la classification proposée est
basée sur la topographie de la dégénérescence myxoide et de I’étiologie supposée de la

valvulopathie.

|.A.1.Classification de la dégénérescence myxoide.

1.A.l.a. Prolapsus valvulaire mitral myxomateux ou maladie de

Barlow.

Les premicres études épidémiologiques rapportent une prévalence comprise entre 4 et 8 %
dans la population générale (Darsee J. R. et al. 1979; Levy D. and Savage D. 1987; Procacci P.

M. et al. 1976). Cependant, la prévalence du prolapsus mitral était surévaluée dans ces études en
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raison de nombreux faux positifs attribuables a I’utilisation de 1’échographie TM et a une
mauvaise définition échocardiographique initiale de la maladie (Levine R. A. et al. 1987). Les
études plus récentes retrouvent une fréquence plus basse autour de 2% (Freed L. A. et al. 1999).
Des criteres échographiques plus stricts ont ¢ét¢ définis en tenant compte de la
morphologie tridimensionnelle de la valve mitrale (Devereux R. B. et al. 1987; Levine R. A. et al.
1988; Levine R. A. et al. 1987; Perloff J. K. et al. 1989; Sanfilippo A. J. et al. 1988). En
échocardiographie bidimensionnelle dans I’incidence longitudinale grand axe, le bombement des
feuillets mitraux doit étre supérieur a 2 mm au-dessus de I’anneau mitral en systole, associé a un
épaississement anormal d’au moins 5 mm des feuillets valvulaires pendant la diastole. Lorsque
seul le premier critere est présent, on parle de prolapsus non classique, non dégénératif. En effet,
la dégénérescence myxoide valvulaire se traduit macroscopiquement par des valves épaissies et

redondantes.

Sur la base de ces critéres diagnostiques stricts, on retrouve un prolapsus classique de la
valve mitrale avec épaississement valvulaire chez 1.3 % des 3491 individus d’une cohorte
soumise a un examen échocardiographique dans le cadre de I’enquéte de Framingham. Pour 1.1
% de cette méme cohorte, il existait un prolapsus non classique sans épaississement valvulaire
(Freed L. A. et al. 1999).

Les auteurs ont ainsi opposé¢ le prolapsus mitral avec dégénérescence myxoide et le
prolapsus mitral qui en est exempt (on parle alors de dégénérescence fibro-¢élastique). La
premiére forme expose plus fréquemment aux complications, notamment a 1’insuffisance mitrale
progressive (Devereux R. B. et al. 1986). 11 s’agit donc de deux entités distinctes qu’il ne faut pas

confondre.

1.A.1.b. Dystrophies valvulaires aortiques isolées et dystrophies

multivalvulaires.

La dégénérescence myxoide a été bien décrite dans le prolapsus mitral, mais elle existe
¢galement dans les fuites aortiques isolées (Allen W. M. et al. 1985; Lakier J. B. et al. 1985;
Tonnemacher D. et al. 1987).
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L’insuffisance aortique dystrophique représente la premicre cause d’insuffisance aortique
dans les pays industrialisés (Acar J. et al. 1991). Cette forme d’insuffisance aortique s’oppose a la
maladie annulo-ectasiante qui associe un anévrysme de I’aorte ascendante initiale et pour laquelle
le mécanisme de la fuite est li¢ a une dilatation de I’anneau. Dans I’insuffisance aortique
dystrophique la régurgitation est liée le plus souvent a un prolapsus d’une ou de plusieurs
sigmoides aortiques qui peuvent étre épaissies. Ces anomalies peuvent étre associées a une
dilatation de I’anneau mais sans véritable anévrysme de 1’aorte ascendante.

La dégénérescence myxoide peut également concerner plusieurs valves (Mardelli T. J. et
al. 1980; Suzuki K. et al. 1991). L’association de I’atteinte valvulaire mitrale et tricuspide a

notamment €té soulignée (Kasper W. et al. 1991; Pomerance A. 1969).

1.A.l.c. Dystrophies valvulaires syndromigues.

ILA.l.c.l. Lesyndrome de Marfan.

Le syndrome de Marfan peut étre responsable de changements des valvules identiques a
ceux observées dans le prolapsus valvulaire mitral, ainsi qu’une dilatation de 1’anneau valvulaire
mitral. Certaines formes frustres de syndrome de Marfan peuvent entrainer une dilation de la
crosse aortique, liée a une nécrose médiale cystique de la média aortique et une valve « floppy »
peut coexister. Parmi les patients ayant des valves floppy, certaines déformations squelettiques
qui font partie du syndrome de Marfan peuvent étre trouvées. Pour certains auteurs, il existe un
continuum phénotypique des anomalies héréditaires du tissu conjonctif depuis le prolapsus
valvulaire mitral myxoide isolé jusqu’au syndrome de Marfan complet (Glesby M. J. et al. 1989;
Read R. C. et al. 1965; Rippe J. et al. 1980). En effet, de nombreux patients ne pouvant &tre
facilement classés dans un syndrome bien défini, Glesby et Pyeritz proposent l’acronyme
« MASS » pour désigner le phénotype de ces patients et souligner ainsi les atteintes plus ou
moins associées de la valve mitrale (Mitral valve), de I’aorte (Aorta), du squelette (Skeleton), et

de la peau (Skin) (Glesby M. J. and Pyeritz R. E. 1989).
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I.LA.l.c.2. Lesyndrome d’Ehlers-Danlos.

Un prolapsus de la valve mitrale avec une valve "floppy" et une dilation de la crosse
aortique et du sinus de Valsava sont des anomalies fréquentes chez les patients atteints de
certaines formes du syndrome d’Ehlers-Danlos, telles que le syndrome d'Ehlers-Danlos de type
IV (Cabeen W. R., Jr. et al. 1977; Leier C. V. et al. 1980) .

Des anomalies congénitales, telle qu'une valve aortique bicuspide ont également été

décrites (Beighton P. 1969).

I.LA.1.c.3. L’ ostéogénése imparfaite.

Chez les patients atteints d'ostéogencése imparfaite, des anomalies cardiovasculaires
similaires a celles du syndrome de Marfan peuvent apparaitre, telles qu'une insuffisance
valvulaire aortique, des 1ésions valvulaires mitrales et un anévrisme aortique (Criscitiello M. G.

et al. 1965; Heckman B. A. et al. 1968; Stein D. et al. 1977; Wong R. S. et al. 1995).

ILA.l.c.4. Le pseudoxanthoma elasticum.

Le pseudoxanthoma elasticum est une maladie héréditaire du tissu conjonctif, due a
des calcifications anormales des fibres ¢lastiques, affectant essentiellement la peau, les
yeux, le tractus gastro-intestinal et le systeme cardiovasculaire (Beighton P. 1969;
Christiano A. M. et al. 1994; Korn S. et al. 1987; Lebwohl M. 1993; Lebwohl M. et al.
1993; Lebwohl M. et al. 1994; Yap E. Y. et al. 1992). 1l s'agit d'une maladie cliniquement
variable et hétérogéne. Le prolapsus de la valve mitral serait 1'une des manifestations
cardiovasculaires les plus fréquentes et pourrait parfois exister de fagon isolée (Coffman J.

D. et al. 1959; Rubegni P. et al. 2000).
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I.LA.1.c.5. Les mucopolysaccaridoses.

Il s'agit d'un groupe de maladies héréditaires pour lesquelles un déficit en enzymes
lysosomiales  entraine une accumulation intracellulaire de  mucopolysaccharides
(glycosminoglycanes) dans plusieurs organes. Ces patients peuvent développer une insuffisance
aortique ou mitrale, une sténose mitrale et une ischémie du myocarde (Johnson G. L. et al. 1981).

Dans les xanthomatoses, les valves aortiques peuvent étre infiltrées par des dépdts
lipidiques. Une calcification peut étre a l'origine d'une sténose aortique chez des personnes

jeunes.

I.LA.1.c.6. Les cardiomyopathies dilatées.

Les cardiomyopathies dilatées (CMD) sont caractérisées par une dilation des cavités
ventriculaires associée a une altération de la fonction contractile du myocarde pouvant conduire a
une insuffisance cardiaque et a la mort subite due a des arythmies ventriculaires. Les formes
familiales de cardiomyopathies dilatées résulteraient d'altérations de génes codant des protéines
de structure, cytosquelettiques ou sarcomériques, telles que l'actine, la dystrophine, la desmine et
la métavinculine, entrainant des anomalies dans la transmission de la force contractile (Dalakas
M. C. et al. 2000; Li D. et al. 2001; Li D. et al. 1999; Maeda M. et al. 1997; Olson T. M. et al.
1998; Ortiz-Lopez R. et al. 1997). Ces défauts seraient a l'origine de lésions cellulaires
conduisant a l'installation progressive d'une fibrose interstitielle et d'une dilation des ventricules.
Une forme de cardiomyopathie dilatée avec prolapsus valvulaire a également été rapportée

(Bowles K. R. et al. 1996).

ILA.l.c.7. Autres syndromes.

Par ailleurs, 1’association d’une dégénérescence myxoide de la valve mitrale avec de
nombreuses autres maladies (cardiovasculaires et non cardiovasculaires) a également été
rapportée dans la littérature : déformations de la cage thoracique, dystrophie myotonique,
myopathie de Duchenne et Becker, un faible poids et une tension artérielle peu ¢élevée (Bon

Tempo C. P. et al. 1975; Devereux R. B. et al. 1982a; Salomon J. et al. 1975; Winters S. J. et al.
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1976).

1.A.1.d. Les valvulopathies d'origine immunitaire.

Des maladies valvulaires rhumatoides chroniques peuvent se développer a la suite d'une
réponse immunitaire anormale consécutive a une infection par streptocoque hémolytique du
groupe A. Cette réponse dépendrait d'une susceptibilité individuelle, génétiquement déterminée,
associée a l'antigene d'histocompatibilit¢ HLA BS5. En réponse a l'infection par streptocoque, ces
patients développent une fieévre rhumatoide et produisent des quantités anormalement élevées
d'anticorps, tels que des anticorps antistreptocoque, antistreptolysine, anti-DNase et anti-
hyaluronidase. Les cibles antigéniques potentielles comprennent les glycoprotéines des valves
cardiaques. Les lésions histologiques cardiaques se traduisent par une phase proliférative
(granulomateuse) cardiaque du corps d'Aschoff, qui peut se produire dans I'endocarde et le
myocarde. Des infections répétées peuvent entrainer une maladie valvulaire sévére, touchant le
plus souvent les valves mitrales et/ ou aortiques (Feldman T. 1996).

Dans le lupus érythémateux systémique, des anticorps antipospholipides peuvent entrainer
des Iésions thrombotiques des valves, par l'intermédiaire d'une inhibition de 1'antithrombine III et
d'une diminution d'activité du systéme de la protéine C. Il peut aboutir a une insuffisance
valvulaire par thrombose des valves, raccourcissement ou perforation des feuillets valvulaires,
rupture de cordages ou nécrose du muscle papillaire. La sténose proviendrait d'une fusion
commissurale ou d'une thrombose massive des feuillets valvulaires, probablement due a une
coagulopathie intravasculaire disséminée (Fluture A. et al. 2003; Leszczynski P. et al. 2003).

Dans l'arthrite rhumatoide, le granulome rhumatoide peut se développer dans la substance
des valves cardiaques, en particulier des valves mitrales et aortiques

La spondylarthrite ankylosante peut également entrainer des 1ésions valvulaires touchant

essentiellement les valves aortiques.

1.A.l.e. Fréquence et répartition selon I'age et le sexe.

Le prolapsus valvulaire mitral idiopathique serait la maladie valvulaire cardiaque la plus
fréquente dans les pays industrialisés (Devereux R. B. et al. 1989). Les premicres études

épidémiologiques avaient rapporté une prévalence dans la population générale variant de 5 a 15%
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et allant méme jusqu'a 35% dans certaines études (Darsee J. R. et al. 1979; Levy D. and Savage
D. 1987; Procacci P. M. et al. 1976; Savage D. D. et al. 1983; Warth D. C. et al. 1985) mais ces
¢tudes ont exagéré la prévalence du prolapsus valvulaire mitral en raison de nombreux faux
positifs attribuables aux critéres diagnostiques de 1'échocardiographie (Levine R. A. et al. 1988;
Nishimura R. A. et al. 1985). Freed L.A. et coll. (1999) ont trouvé une prévalence beaucoup plus
faible, de 2,4% dans la population générale (Freed L. A. et al. 1999). Il existerait une
prépondérance féminine, les femmes représentant les 2/3 des individus atteints. Le prolapsus
valvulaire mitral serait moins fréquent chez l'enfant que chez l'adulte. Il s'agit d'une maladie
d'origine génétique a transmission le plus souvent autosomique dominante avec une pénétrance
incompléte et une expression faible chez les hommes et les sujets jeunes, qui explique la
prépondérance féminine et le fait que cette maladie soit rarement observée avant 1'age adulte (30
ans)(Devereux R. B. et al. 1982a). Le prolapsus valvulaire mitral serait souvent associé¢ a un

faible poids corporel et une pression artérielle basse (Devereux R. B. et al. 1982b).

1.A.2.Lésions histologigues.

Sur le plan macroscopique, la dégénérescence myxoide des valves se traduit par une
exubérance tissulaire qui peut étre diffuse ou localisée. Au niveau de la valve mitrale, les feuillets
sont €paissis et présentent un aspect distendu, festonné, gaufré. Il existe souvent une élongation
des cordages et un élargissement de 1’anneau. Au niveau de la valve aortique, les sigmoides

peuvent étre épaissies (Figure 72).
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Figure 72 : Valve mitrale dystrophique : épaississement des feuillets valvulaires antérieur et

postérieur, avec un aspect redondant, festonné ; élargissement de I’anneau mitral.

Histologiquement, deux caractéres prédominent : 1’absence de processus inflammatoire et
la dégénérescence de la valve avec des altérations non spécifiques du collagene et de I’¢élastine
ainsi qu’une accumulation de protéoglycanes (Frable W. J. 1969; Kern W. H. et al. 1972; King B.
D. et al. 1982; Tamura K. et al. 1995; Virmani R. et al. 1987). La dégénérescence de la valve est
dite myxoide en raison de I’imbibition du tissu conjonctif valvulaire par ces protéoglycanes qui

contiennent des mucopolysaccharides colorés par le bleu Alcian (Figure 73 et Figure 74).

179



Figure 73 : Coupe histologique d’une valve mitrale dystrophique.

Coloration au bleu Alcian (mise en évidence d’une accumulation de protéoglycanes).

- -

Figure 74 : Coupe histologique d’une valve mitrale dystrophique.

Coloration de Weigert montrant la désorganisation de la trame élastique.
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Si I’anomalie de la valve est prédominante, Morales et al. (1992) ont montré que 1’atteinte
est plus diffuse touchant les autres structures cardiaques avec une accumulation extra-valvulaire

de protéoglycanes dans le tissu conductif cardiaque (Morales A. R. et al. 1992).

1.A.3.Aspects clinigues du prolapsus valvulaire mitral.

Les signes cliniques, électrocardiographiques et échocardiographiques sont tres variables

d'un individu a l'autre.

1.A.3.a. Symptomatologie.

La plupart des malades ne présentent aucun symptome (Procacci P. M. et al. 1976). Chez
les patients symptomatiques, les douleurs thoraciques, la dyspnée, l'asthénie, les vertiges, les
palpitations sont les symptomes les plus fréquents. La douleur thoracique, qui est le symptdme le
plus fréquent, est attribuée a une traction excessive sur le muscle papillaire. Elles est en générale
aigué, précordiale gauche, fugace ou persistant plusieurs heures. Les palpitations, les vertiges et
les syncopes pourraient étre secondaires aux arythmies supra-ventriculaires ou ventriculaires

fréquentes dans cette maladie. Une hypotension orthostatique est également évoquée.

1.A.3.b. Aspects auscultatoires.

Le prolapsus de la valve mitrale s'accompagne habituellement a 1'auscultation d'un click
mésosystolique et/ou d'un souffle télésystolique ou d'un souftle holosystolique mais il existe aussi
des cas de prolapsus valvulaires mitraux silencieux (Barlow J. B. and Pocock W. A. 1979; Perloff
J. K. et al. 1986) . Le diagnostic doit étre confirmé par échocardiographie (Levine R. A. et al.
1988; Nishimura R. A. et al. 1985).

1.A.3.C. Aspects électrocardiographiques.

Des anomalies électrocardiographiques et des arythmies sont fréquentes dans le prolapsus

181



valvulaire mitral (Barlow J. B. 1968; Barlow J. B. et al. 1968). Les anomalies
¢lectrocardiographiques typiques consistent en des ondes T aplaties ou inversées dans les
dérivations inférieures, fréquemment associées a un discret sous-décalage du segment ST dans les
méme dérivations. Ces modifications peuvent aussi s'observer dans les dérivations précordiales
gauches et sont souvent fugaces.

Différents types d'arythmies ont ¢été observés: les extrasystoles ventriculaires
constitueraient le trouble du rythme le plus fréquent, des arythmies supraventriculaires
(tachycardies, flutter et fibrillations auriculaires), des bradycardies sinusales et des arythmies
ventriculaires sont également fréquentes. Les troubles de conduction sont rares. Ces
modifications €lectrocardiographiques seraient secondaires a I'ischémie du muscle papillaire, a la
fibrose résultante et aux lésions de frottement de I'endocarde. Les arythmies pourraient aussi étre
dues a la tension anormale des valves qui contiennent des fibres musculaires susceptibles de se

dépolariser pendant la diastole.

1.A.3.d. Aspects échocardiographiques.

En échocardiographie bidimensionnelle, dans l'incidence longitudinale grand axe, les
valves mitrales apparaissent déplacées en arriere et vers le haut durant la systole. Le critére
diagnostique consiste en un mouvement systolique des feuillets valvulaires de plus de 2 mm au-
dela de l'orifice auriculo-ventriculaire, avec déplacement du point de coaptation valvulaire au-
dessus de l'anneau mitral, associé a un épaississement anormal des valves de plus de 4 mm
pendant la diastole (Devereux R. B. et al. 1987; Levine R. A. et al. 1988). Le déplacement et

1'épaisseur des feuillets valvulaires sont trés variables.

1.A.3.e. Pronostic et complications.

Le prolapsus valvulaire mitral présente une évolution en général bénigne mais peut parfois
présenter des complications telles qu'une aggravation de l'insuffisance mitrale, la rupture des
cordages tendineux, une endocardite bactérienne, des accidents neurologiques vasculaires

ischémiques transitoires, des arythmies graves ou la mort subite (Barlow J. B. and Pocock W. A.
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1979; Davies M. J. et al. 1978; Devereux R. B. et al. 1976; Nishimura R. A. et al. 1985; Zuppiroli
A. etal. 1995).
L'évolution semble étre différente en fonction du sexe puisque les formes les plus séveres

seraient observées chez les hommes (Devereux R. B. et al. 1982a).

1.A.4.Aspect génétique du prolapsus valvulaire mitral.

La plupart des cas de prolapsus valvulaire mitral sont sporadiques mais il existe cependant
de nombreuses descriptions de formes familiales de la maladie. Le plus souvent la transmission
serait autosomique dominante avec une pénétrance incompléte et une expressivité variable
(Bareiss P. et al. 1976a; Bareiss P. et al. 1976b; Froment R. et al. 1972; Hunt D. et al. 1969;
Rizzon P. et al. 1973; Shell W. E. et al. 1969; Stannard M. et al. 1967; Weiss A. N. et al. 1975).

A partir de 45 petites familles comprenant 179 apparentés de premier degré de patients
atteints de prolapsus valvulaire mitral, Devereux et coll avait pu montré que le prolapsus se
transmettait sur au moins 2 générations dans 23 de ces familles. Trente pour cent des apparentés
des deux sexes ¢étaient atteints de la maladie ce qui confirmait une transmission autosomique
dominante avec un pénétrance incompléte de la maladie (Devereux R. B. et al. 1982a).

L’expression de la maladie est variable en fonction de I’age et du sexe. La pénétrance est
faible dans I’enfance (8%). Elle est plus faible chez les hommes (19%) que chez les femmes
(41%). Cette différence de pénétrance est probablement responsable de la fréquence plus élevée
de la maladie chez les femmes (Darsee J. R. et al. 1979; Markiewicz W. et al. 1976; Pocock W.
A. etal. 1971; Procacci P. M. et al. 1976; Sbarbaro J. A. et al. 1979).

Le premier locus de prolapsus valvulaire mitral a été identifié en 1999 par 1’équipe de X
Jeunemaitre (Disse S. et al. 1999). En réalisant de maniére systématique une échocardiographie
aux apparentés de 17 patients opérés de prolapsus valvulaire mitral, ils ont pu identifier quatre
familles dans lesquelles le prolapsus valvulaire mitral était transmis sur le mode autosomique
dominant. Pour deux de ces familles, I’analyse de liaison génétique a permis de localiser un locus
en 16p11-13 avec un intervalle de liaison minimal de 5cM ou maximal de 34cM en fonction du
statut phénotypique de certains individus. La troisiéme famille pourrait étre liée au méme locus

tandis que la quatrieme ne I’est pas. Cela montre que ces formes familiales de prolapsus
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valvulaire mitral sont génétiquement hétérogenes. Un deuxiéme locus situé sur le chromosome
11p15.4 a été récemment identifié¢ (Freed L. A. et al. 2003).

Par ailleurs, des associations entre le risque de prolapsus valvulaire mitral et des
polymorphismes dans le géne codant les exons 15 et 27 de la fibrilline ont été retrouvées. Des
polymorphismes dans le géne codant I’enzyme de conversion de 1’angiotensine ont également été

mis en évidence (Chou H. T. et al. 2003a; Chou H. T. et al. 2003b).

I.B. MATERIEL ET METHODES.

1.B.1.Méthodes de détermination du phénotype.

1.B.1.a. Examen clinigue et échocardiographique.

L'étude a été réalisée selon les recommandations francaises pour la recherche génétique. Un
consentement écrit a été obtenu pour chaque membre de la famille ayant accepté de participer a
I'étude. L'examen clinique comprenait un interrogatoire concernant les antécédents médicaux, un
examen physique, en s'intéressant en particulier au systéme cardiovasculaire et aux pathologies
du tissu conjonctif, un électrocardiogramme douze dérivations, une échocardiographie bi-
dimensionnelle avec analyse Doppler. Des prélévements de sang ont été réalisés pour les études
génétiques et le dosage du facteur VIII antihémophilique. Un examen ophtalmologique a été

pratiqué chez deux patients atteints de cette famille, il était normal.

Le diagnostic phénotypique des membres de la famille était basé sur Il'examen
¢échocardiographique. Une échocardiographie trans-thoracique en mode M et en mode
bidimensionnelle a été réalisée selon les critéres de la société américaine d'échocardiographie
avec un appareil Sonos 2000™ (Hewlett-Packard Inc, Andover, MA) et une sonde de 3,5 MHz
ou un appareil Sequoia C256™ (Acuson Inc. Mountain View, Californie) équipé d'une sonde
multifréquence (3,5 a 2 MHz) (Henry W. L. et al. 1980). Toutes les échocardiographies ont été

enregistrées sur cassette vidéo et ont ét¢ examinées en aveugle par deux cliniciens expérimentés.
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Le diamétre de I'anneau mitral et 1'épaisseur des feuillets ont été mesurés dans I'incidence
parasternale grand axe en mode bidimensionnel sur une image arrétée en diastole qui permet de
séparer nettement les feuillets valvulaires des cordages (Weissman N. J. et al. 1994). Les valves
ont été considérées comme dystrophique lorsque leur épaisseur était supérieure a 4mm. Le
diametre de I'anneau mitral a été calculé en mesurant la longueur de la ligne joignant les points
d'ancrage des feuillets valvulaire antérieur et postérieur a la fin de la diastole, juste avant le début
du complexe QRS, et a la fin de la systole, avant I'ouverture de la valve. Le prolapsus de la valve
mitrale existait lorsque les enregistrements dans l'incidence parasternale grand axe en mode
bidimensionnel montraient un déplacement des feuillets mitraux dans l'oreillette gauche, par
rapport a la ligne joignant les points d'ancrage des deux feuillets valvulaires a I'anneau mitral
pendant la systole (Devereux R. B. et al. 1987). La fuite mitrale a été quantifiée par Doppler
couleur dans trois plans de 1'espace (Miyatake K. et al. 1986). La sévérité de la fuite mitrale a été
estimée en calculant le RJA (Regurgitating jet area) maximum, exprimé en pourcentage du LAA
(Left atrial area) (RJA/LAA). La fuite mitrale était considérée comme mineure lorsque le rapport
RJA/LAA était inférieur a 20%, modérée lorsqu'il était compris entre 20 et 40% et sévere

lorsqu'il était supérieur a 40% (Helmcke F. et al. 1987; Yoshida K. et al. 1988).

La mesure du diamétre de la chambre de chasse ventriculaire gauche (LVOTD pour Left
Ventricular Outflow Tract Diameter) a été réalisée a partir d'échocardiographies dans I'incidence
parasternale grand axe en mode bidimensionnel au niveau du point d'insertion des feuillets
aortiques. Les dimensions de la crosse aortique ont été calculées a partir d'échocardiographies en
mode M. La fuite aortique était définie par un flux diastolique anormal prenant naissance des
sigmoides aortiques et dirigé vers la chambre de chasse ventriculaire gauche. La sévérité de la
fuite aortique a été estimée en calculant le AJD (regurgitated jet diameter), exprimé en
pourcentage du LVOTD (AJD/LVOTD) (Dolan M. S. et al. 1995). La fuite aortique était
considérée comme mineure lorsque le rapport AJD/LVOTD était inférieur a 25%, modérée

lorsqu'il était compris entre 25 et 40% et sévere lorsqu'il était supérieur a 40%.

Les valves tricuspides ont également été observées dans 1'incidence apicale quatre cavités

et les valves pulmonaires dans l'incidence parasternale gauche petit-axe.
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Les sujets examinés ont été classés en trois catégories : sujets atteints, sujets sains et sujets
au statut phénotypique indéterminé.

(1) Sujets atteints s’il existait un épaississement valvulaire mitral supérieur a 4 mm
associé¢ a un prolapsus supérieur 2 2 mm avec ou non une fuite mitrale et une dilatation de
I’anneau; ou bien s’il existait une fuite aortique avant 50 ans.

(2) Sujets sains si 1’épaisseur valvulaire mitrale était inférieure & 2 mm sans prolapsus
associé, ni fuite mitrale, ni dilatation évidente de I’anneau mitral et ni fuite aortique quel que soit
I’age.

(3) Sujets au statut phénotypique indéterminé dans les autres cas.

Pour un sujet décédé, le statut phénotypique a été¢ déterminé par I’analyse du compte-
rendu échographique préopératoire (remplacement valvulaire aortique) et par les constatations de

I’examen anatomopathologique postopératoire.

1.B.1.b. Analyses statistiques.

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le test t de Student et le test de
Mann-Whitney. Une valeur p inférieure a 0,05 était considérée comme significative. Les résultats

ont été exprimés sous forme de moyennes + SD (Standard Deviation).

1.B.1.c. Analyses biologigues.

L'activité¢ du facteur VIII antihémophilique (F.VIII) a été dosée pour chaque patient
participant a 1'étude. Les sujets étaient considérés comme atteints d'hémophilie A mineure ou

frustre lorsque l'activité du F.VIII était comprise entre 5% et 40%.

1.B.1.d. Identification de nouvelles branches familiales a la

famille atteinte de valvulopathie myxoide pour réduire

I’intervalle de liaison.

Afin de tenter de diminuer la taille de la zone de liaison que nous avions pu identifier sur
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la famille initiale, nous avons recherché de nouvelles branches familiales par une approche basée
sur la généalogie. Pour cela, nous avons utilisé notre registre des patients opérés de dystrophie
valvulaire mitrale et/ou aortique au CHU de Nantes. Ce registre a été constitué¢ a partir des
compte-rendus anatomopathologiques post-opératoires colligés de 1983 a 2000. Environ 900
patients, sont inclus dans ce fichier.

Il existe par ailleurs un registre des patients hémophiles constitué par le centre régional de
traitement de I’hémophilie du CHU de Nantes. Environ 60 patients de ce fichier appartenant a 40
familles différentes ont une hémophilie A mineure avec un dosage de I’activité du facteur VIII
comprise entre 5 et 40 %.

Les cas index ont été choisis a partir de ces deux fichiers en restreignant notre sélection
aux patients originaires de la méme région que la famille atteinte de valvulopathie myxoide liée
au chromosome X. (lieu de naissance compris dans une zone prédéfinie d’environ 10 km® autour
de Montaigu). Le lieu de naissance a ¢été obtenu par I’intermédiaire des renseignements

administratifs contenus dans le dossier médical du patient.

1.B.1.e. Enguéte généalogigue ascendante.

Une enquéte généalogique ascendante a été réalisée a partir des cas index précédemment
sélectionnés, a la recherche d’un ancétre commun avec la famille initiale en collaboration avec le
Professeur André Chaventré, spécialiste de la génétique des populations a 1’Université de
Bordeaux II.

Une enquéte familiale aussi exhaustive que possible était réalisée chez les apparentés des

patients identifiés a la recherche d’autres cas familiaux de la maladie.
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|.C. RESULTATS.

I.C.1.Analyse clinique et génétique d’une famille atteinte d’une valvulopathie

myxoide liée au chromosome X.

1.C.1.a. Analyse clinique.

Le cas index, un gar¢on de 16 ans (patient V-11) avait une dyspnée de classe II selon la
classification du NYHA (New York Heart Association). Il était de taille et de morphologie
normales et l'examen physique n'a mis en évidence aucune anomalie du tissu conjonctif ou du
squelette. L'auscultation cardiaque a révélé un souffle d'insuffisance aortique et
I'échocardiographie a confirmé une fuite aortique sévere. Les dimensions de la crosse aortique
étaient normales et a été confirmé par imagerie de résonance magnétique nucléaire de 1'aorte
thoracique. Le ventricule gauche était dilaté (diametre de 34 mm/m2 en fin de diastole) avec une
fonction systolique normale. Une hémophilie A mineure a été diagnostiquée au moment du
remplacement de la valve aortique. L'examen histologique de la valve excisée présentait les
caractéristiques typiques de dégénérescence valvulaire myxoide avec un épaississement
important des bords libres de la valve. Un examen en microscopie électronique de la valve, apres
coloration par le bleu Alcian, I'hémalun-€osine-safran et la coloration de Weigert montrait une
accumulation importante de protéoglycannes et une fragmentation des fibres de collagene. La
crosse aortique était entierement normale.

La méme hémophilie modérée a été dépistée chez son cousin (patient V-9) a l'occasion
d'une valvuloplastie pour fuite mitrale sévere résultant d'une dystrophie de la valve mitrale. Ce
deuxiéme cas a permis d'identifier une trés grande famille atteinte de dystrophie valvulaire
myxoide d'origine familiale. Parmi les 318 membres de cette famille, 302 était vivants et 89 ont
acceptés de participer a I'é¢tude, parmi lesquels 43 femmes (4gées en moyenne de 36+ 17 ans) et
46 hommes (agés en moyenne de 22+ 15 ans) (Figure 75). Une anomalie valvulaire a été
retrouvée chez 22 sujets (9 hommes et 13 femmes).

Aucun des membres de cette famille ne présentait de signes cliniques de maladies
syndromiques telles que les syndromes de Marfan et d'Elhers-Danlos.

La transmission de la maladie est liée au chromosome X dans cette famille et il existe une
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coségrégation entre la valvulopathie et I’hémophilie A mineure.
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Figure 75 : Arbre généalogique de la famille V atteinte d’une valvulopathie myxoide. Les

sujets atteints sont représentés en noir. Les femmes transmettrices obligatoires sont

représentées en hachuré. La transmission de la maladie est liée au chromosome X.

S’agissant d’une maladie liée au chromosome X les hommes et les femmes ont été

analysés séparément.

1.C.1.b. Caractéristigues clinigues des hommes.

1.C.1.b.1. Anomalies de la valve mitrale.

Parmi les 46 hommes ayant participé a I'é¢tude, 9 patients présentaient une anomalie
¢vidente des valves aortique et/ou mitrale et ont été classés atteints. Quatre patients ont bénéficié
d’une intervention de chirurgie valvulaire. Un patient a eu une valvuloplastie mitrale a 18 ans
(patient V-9) et trois patients III-6, III-16 et V-11 ont nécessité un remplacement valvulaire
aortique.

Tous les hommes atteints avaient une dystrophie valvulaire mitrale. La fuite était modérée

chez 4 patients (IV-48, V-10, V-11, V-13) et sévere chez cinqg autres (I1I-6, I1I-12, ITI-16, IV-49).
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Hommes  Hommes  Valeur p

atteints sains

(N=9) (n=37)
Age (années) 31+ 17 20+ 14 NS
Surface corporelle (m2) 1,70+0,25 1,43+0,51 NS
Epaisseur du feuillet mitral 4,7 +0,7 2,0+£04 <0,0001
antérieur (mm)
Epaisseur du feuillet mitral 3,8 + 0,6 1,804 <0,0001
postérieur (mm)
longueur du feuillet mitral 28,1 +24 22,1+44 0,0004
antérieur (mm)
longueur du feuillet mitral 13,6 £1,7 10,1 +1,8 0,0002
postérieur (mm)
Diameétre de l'anneau mitral 31,3 +3,0 23,8+5,1 0,0002
diastolique (mm)
Diamétre de l'anneau mitral 35,2 +3,3 27,5+5,3 0,0004

systolique (mm)

Diamétre de 1la crosse 30,6 +£2,2 27,1+1,1 NS
aortique (mm)
Diamétre  diastolique du 53,7+6,8 43,5+7,8 0,0014

ventricule gauche (mm)

Diameétre de loreillette 36,7 + 10,0
gauche (mm)

29,8 £6,0 NS

Fraction d'¢jection (%) 69 + 8 68 + 7 NS

Tableau 12: Caractéristiques échocardiographiques des hommes atteints et sains de la famille
V. L’épaisseur et la longueur de la valve mitrale antérieure et postérieure et le diametre de

I’anneau étaient significativement plus importants chez les hommes atteints.
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Figure 76 : Exemple d’une échographie d’un individu atteint montrant un épaississement des

deux feuillets de la valve mitrale en diastole (A) et un prolapsus bivalvulaire en diastole (B).
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1.C.1.b.2. Anomalies de la valve aortique.

Comme la valve aortique est difficile a examiner par échocardiographie trans-thoracique,
nous avons quantifié la fuite aortique, qui était associée a une dystrophie de la valve mitrale chez
six patients atteints. Chez trois de ces patients (III-6, III-16 et IV-11), la sévérité de la fuite
aortique a entrainé un remplacement de la valve, respectivement a l'age de 42, 24 et 16 ans.
L'examen histologique des valves aortiques montrait des anomalies similaires a ceux décrits pour
le cas index. Chez les trois autres hommes atteints (I1I-12, IV-50 et V-10), la fuite aortique a été
jugée minime ou modérée, avec un rapport AJD/LVOTD de 0,1, 0,24 et 0,26 respectivement. Les
diametres de la crosse aortique et de la chambre de chasse ventriculaire gauche n'étaient pas
significativement différents entre les sujets atteints et les sujets sains. Les trois autres hommes
atteints ne présentaient pas d'anomalie de la valve aortique.

Les hommes atteints avaient des diameétres diastoliques du ventricule gauche plus larges,
alors que les diamétres de l'oreillette gauche ne différaient pas significativement. Les fractions
d'éjection étaient les mémes dans les deux groupes.

Le statut phénotypique des hommes pouvait facilement étre caractérisé car les patients
atteints avaient une dystrophie valvulaire évidente, les différenciant clairement des sujets de

phénotype normal.

1.C.1.b.3. Anomalies hématologiques.

L'activit¢ du F.VIII chez le cas index et son cousin était basse (0,31% et 0,29%
respectivement), c'est pourquoi la coségrégation d'une hémophilie A et de la dystrophie
valvulaire a été suspectée. La possibilit¢ d'une maladie de Willebrand a été €liminée, et une
hémophilie A mineure a été dépistée chez tous les hommes atteints de dystrophie valvulaire alors
que tous les hommes sains avaient une activité F.VIII normale (0,32% = 0,05% versus 0,91% =+

0,29%, p < 0,0001) (Figure 77).
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Figure 77 : Activité du facteur VIII chez les hommes atteints de la valvulopathie (A) ; les

femmes hétérozygotes (B) et les sujets sains (C).

1.C.1.c. Etude génétique.

Le mode de transmission récessif 1i¢é au chromosome X et la coségrégation avec
I’hémophilie A mineure a permis d’identifier rapidement la zone de liaison génétique.

Seuls les phénotypes des hommes ont été utilisés pour calculer le lod score, car le nombre
d'hommes atteints était suffisant pour obtenir un score significatif. La pénétrance chez les
femmes transmettrices obligatoires, a la différence des hommes, était incomplete. L'analyse de
liaison génétique a trouvé un lod score maximal de 5,91 a 0% de recombinaison pour les

marqueurs INT-13 (marqueur intragénique du FVIII) et DXS1108.

Lod score a 6=

Marqueurs 0 0,01 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4
DXS998 -4,37 -0,17 -1 -1,42 -1,5 -1,17 -0,62
DXS8091 -4,38 2,95 3,36 3,27 2,71 1,94 1
DXS8011 -1,27 -0,02 0,54 0,68 0,66 0,52 0,3
DXS8061 3,84 3,78 3,54 3,22 2,53 1,76 0,89
INTI13 5,91 5,81 5,41 4,89 3,81 2,64 1,34
DXS1108 5,91 5,81 5,41 4,9 3,82 2,65 1,35

Tableau 13 : Résultat du lod score au locus XMVD chez les hommes. L analyse de liaison a
permis de trouver un lod score maximal & =0 de recombinaison pour les marqueurs DXS1108

et INT-13.

L’analyse des marqueurs flanquant a permis de définir une zone de liaison de 8cM entre

les marqueurs DXS8011 et Xqter) (Figure 78).

Un polymorphisme tres rare situ¢ dans 1’intron 13 du géne du facteur VIII, correspondant
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a un demi-all¢le et ségrégeant avec 1’hémophilie A a été identifié dans cette famille.
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Figure 78 : Représentation schématique de la partie télomeérique du bras long du chromosome
X. Le géne de la valvulopathie myxoide est situé entre le marqueur DXS8011 et Xqter dans un

intervalle de 8 cM qui comprend le géne de I’hémophilie A.

La dystrophie valvulaire étant constamment associée a 1’hémophilie A mineure il était
donc treés probable que les deux maladies coségrégent dans cette famille. La recherche de
mutation dans le gene de codant le facteur VIII n’a pas retrouvé de mutation. Le déficit en facteur
VIII est quantitatif et il est possible qu’il existe une mutation dans une séquence promotrice ou

régulatrice de ce géne.

A partir des résultats de cette analyse génétique, les patients qui présentaient des
anomalies valvulaires ou qui avaient hérité de 'haplotype complet ont été considérés atteints. Les

femmes hétérozygotes pour cet haplotype ont été considérées comme transmettrices.

194



Figure 79 : Analyse de liaison génétique dans la famille V. Les individus atteints de
valvulopathies sont représentés en noir. Les marqueurs testes sont du haut vers le bas
(DXS998, DXS8091, DXS8011, DXS8061, INT13 et DXS1108). Les alleles déduits sont entre
parenthése. L’haplotype morbide a été encadré et les évenements de recombinaison ont été

indiqués par une fleche.
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1.C.1.c.1. Caractéristiques cliniques des femmes.

L'analyse de liaison génétique a permis de réaliser une analyse clinique approfondie de la
dystrophie valvulaire, permettant I'identification des femmes transmettrices a partir de leurs
haplotypes et 1'analyse de l'expression du géne morbide chez les hétérozygotes. Parmi les 43
femmes de la famille, 17 femmes ayant hérité 1'haplotype morbide complet, étaient hétérozygotes
pour le géne associ¢ a la maladie. Quatre autres femmes (I11-34, IV-41, V-1 et V-12) ont hérité
d’une partie de I'haplotype, avec des événements de recombinaison dans la région candidate et
leur statut est donc inconnu. L’analyse des caractéristiques cliniques entre les femmes
hétérozygotes ayant héritées de 1’haplotype complet et les femmes saines ne montre aucune

différence significative entre les deux groupes (Tableau 14).
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Femmes Femmes Valeur p
hétérozygotes  saines

(N=17) (n=24)
Age (années) 38+ 18 37+ 17 NS
Surface corporelle (m2) 1,59+0,13 1,61+ 0,31 NS
Epaisseur du feuillet mitral 2,5 +0,5 2,3+0,5 NS
antérieur (mm)
Epaisseur du feuillet mitral 2,1 +0,3 2,0+£0,3 NS
postérieur (mm)
longueur du feuillet mitral 24,0+29 227+29 NS
antérieur (mm)
longueur du feuillet mitral 13,6 +1,7 10,1 £1,8 NS
postérieur (mm)
Diamétre de l'anneau mitral 11,2+1,5 10,6 +1,6 NS
diastolique (mm)
Diamétre de l'anneau mitral 25,5+3,4 26,2+3,2 NS
systolique (mm)
Diamétre de la crosse 29,8+3,5 28,8+4,1 NS
aortique (mm)
Diamétre  diastolique du 47,7+2,7 44,7+2)7 NS
ventricule gauche (mm)
Diamétre de loreillette 31,1+4,4 29,7+3,8 NS
gauche (mm)
Fraction d'éjection (%) 72+ 6 68 £ 6 NS

Tableau 14 : Comparaison des caractéristiques cliniques entre les femmes hétérozygotes ayant
héritées de I’haplotype complet et les femmes saines. Aucune différence significative n’est

retrouvee entre les deux groupes.

Chez les femmes pour lesquelles le statut génétique était indéterminé en raison
d’événement de recombinaison, les échocardiographies étaient normales. La patiente I11-32 a été

considérée saine car sont fils qui avait hérit¢ du méme haplotype était sain.
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I.C.2.1dentification de nouvelles branches familiales pour la famille V.

1.C.2.a. Branche atteinte de dystrophie valvulaire et
d’hémaophilie A.

En couplant I’analyse du fichier des patients opérés au CHU de Nantes d’une dystrophie
valvulaire avec le registre régional des patients hémophiles, nous avons pu identifier un individu
cumulant les deux anomalies et originaire de la méme région que la famille initiale V.

Il s’agissait d’un patient opéré d’une fuite aortique en 1984, décédé¢ en 1992 des
complications liées a I’infection par HIV contractée a 1’occasion des transfusions préventives de
facteur VIII en péri-opératoire. L’enquéte familiale a néanmoins été possible car la mere de ce
patient, agée de 93 ans, était également suivie en consultation dans le service de cardiologie pour
une fuite mitrale dystrophique modérée.

L’enquéte généalogique ascendante a conforté notre hypothése de départ en prouvant un
apparentement ¢éloigné entre cette famille G. et la famille initiale V. L’ancétre commun est né
XVllle siecle dans la méme région de Vendée. Il s’agit donc du sujet fondateur ou de 1’un de ses
descendants (Figure 80).

Parmi les membres de cette famille, quatre hommes ¢taient atteints de dystrophie
valvulaire mitrale associée a une fuite aortique de sévérité variable (patient VI-15, VI-18, VII-7,
VII-8). Seul le patient index avait bénéficié d’un remplacement valvulaire aortique (patient VI-
15). Trois des quatre sujets atteints de cette famille avait une hémophilie A mineure. Un individu
n’avait pas d’hémophilie (patient VII-8).

Cinq femmes avaient une dystrophie modérée ou minime de la valve mitrale associée a

une fuite aortique chez trois d’entre elles (patientes V-11, VI-12, VII-9, VII-11 et VII-12).
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Figure 80 : Arbre généalogique des familles V et G montrant I’ancétre commun né vers 1780.
Pour des raisons de place seuls les individus atteints sont représentés. L’individus VI11-8
n’avait pas d’hémophilie mais était atteint d’une valvulopathie ce qui a permis de réduire la

zone de liaison.

Une recombinaison génétique entre le marqueur DXS1073 et le géne de I’hémophilie a été

mise en évidence chez le sujet VII-8 porteur de la maladie valvulaire mais sans anomalie de la

coagulation.

La portion télomérique du chromosome X ne contient donc pas le géne de la

valvulopathie et I’intervalle de liaison peut donc étre réduit a un intervalle a 6¢M en excluant la
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partie la plus télomérique du chromosome X contenant le géne du facteur VIII (Figure 81).
Cette recombinaison montre que nous ne sommes pas en présence d’un syndrome mais
bien d’une double pathologie génétique (I’hémophilie A et la valvulopathie myxoide)

coségrégeant chez de nombreux sujets de la méme famille.

/ — DXS8011

— GABRA3 3
— DXS8061 12

— DXS1177 7 Locus de la
Y. 6 cM — valvulopathie myxoide

— DXS8087 1

DXS1073 7

— INT-13 5 B— Géne du facteur VIII

Figure 81 : Réduction de I’intervalle de liaison de la dystrophie valvulaire par la mise en
évidence d’un événement de recombinaison excluant le marqueur INT-13 chez un individu

atteint (porteur de I’anomalie valvulaire) de la nouvelle branche G.

L haplotype morbide hérité du sujet fondateur est encadré.

1.C.2.b. Branche D et R, atteintes d’hémophilie A mineure isolée.

A partir du fichier des patients atteints d'hémophilie A mineure nous avons identifi¢ deux

200



sujets issus de la méme région que la famille initiale et ayant hérité le polymorphisme intronique
du gene du FVIII, qui semblerait spécifique de cette famille. Une enquéte familiale a permis de
trouver d’autres individus atteints parmi les membres des familles de ces deux individus qui ont
été appelées les familles D et R (Figure 82). L'enquéte généalogique n'a pas permis de relier ces
deux familles a la famille V initiale ni de relier ces deux familles entre elles, mais la probabilité
pour que ces deux familles soient apparentées a la famille initiale est trés forte. Des examens
échocardiographiques n'ont identifié aucune anomalie valvulaire chez aucun de ces individus.

La comparaison des haplotypes montre que les individus atteints de cette famille ont
hérité, en plus du polymorphisme caractéristique du géne du FVIII, une partie de 1'haplotype
morbide de la famille initiale atteinte de valvulopathie et d'hémophilie, suggérant la perte de la
région de chromosome contenant le géne de la valvulopathie au cours des méioses successives
depuis le sujet potentiellement fondateur né au 17° siécle. Ce résultat permettrait donc de réduire
la zone de liaison de la dystrophie valvulaire dans un intervalle de 4 cM entre les marqueurs

DXS8011 et DXS8087 (Figure 83)
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Figure 82: Représentation des familles D et R atteintes d’hémophilie A mineure isolée. Les
hommes atteints sont représentés en noir, les femmes transmettrices sont représentées par un
point noir au centre du symbole. Les marqueurs testés sont dans I’ordre (du haut vers le bas) :
GABRA3, DXS8061, DXS1177, DXS8087, DXS1073, INT13. Les haplotypes encadrés
représentent la partie d’haplotype commune avec la famille V atteinte de valvulopathie et

d’hémophilie.
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Figure 83: Représentation schématique de la partie télomérique du bras long du
chromosome X avec les marqueurs utilisés pour les analyses de liaison géenetique. La
découverte des recombinaisons dans la branche G atteinte de valvulopathie et d’hémophilie
et dans les petites familles D et R atteintes d’hémophilie A isolée ont permis de montrer que
I’hémophilie et la valvulopathie étaient associées a des mutations dans deux genes différents

et permettrait de réduire I’intervalle de liaison initiale de 8 a 4 cM.

|.C.3.Recherche de mutation dans les génes candidats de la région.

Quatre geénes qui pouvaient étre des candidats potentiels ont été séquencés, a partir

d’amorces décrites dans la littérature ou que nous avons choisies a partir des séquences

génomiques disponibles.

L’un de ces génes (BGN) code la biglycane, une petite protéoglycane matricielle de 369
acides aminés, exprimée dans le tissu conjonctif de nombreux tissus et capable d'interagir avec
d'autres composants de la matrice extracellulaire tels que les collageénes. Par le biais de ces
interactions, elle joue des roles structuraux et fonctionnels au sein de la matrice (Schonherr E. et
al. 1995). Ce gene comporte 8 exons répartis sur une distance génomique de 6 Kb entre les

marqueurs DXS1177 et DXS8087. Un mode¢le de souris invalidée pour ce géne présente un retard
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de croissance et une diminution de la masse osseuse mais ne présenterait pas de phénotype
cardiovasculaire (Xu T. et al. 1998). Néanmoins, en raison de lI'importance des protéoglycanes de
la matrice extracellulaire dans le tissu conjonctif des valves, ce gene a été séquencé chez I'un des

individus atteints. Nous n'avons identifié aucune mutation dans les régions codantes.

Le gene GPR50 (G protein-coupled receptor 50), localisé entre les marqueurs DXS8011 et
GABRA3, code un récepteur membranaire de 617 acides aminés, possédant un domaine
syndécane. Les protéines membranaires & domaine syndécane, sont capables d'interagir a la fois
avec des composants de la matrice extracellulaire tels que les collagénes, les tenascines et les
facteurs de croissance et avec des composants du cytosquelette. La composition en
glycosaminoglycanes des syndécanes varie entre les tissus et jouerait un rdle dans la
reconnaissance des ligands. Ces récepteurs de surface cellulaire permettraient la transduction de
signaux entre la matrice extracellulaire et l'intérieur de la cellule, pour contrdler I'expression des
genes dont ceux qui codent pour les composants de la matrice extracellulaire (Adams J. C. et al.
1993).

La fonction de la protéine GPR50 est inconnue mais elle pourrait étre impliquée dans la
physiopathologie de ces maladies valvulaires. Le séquencage des deux exons codants de cette

protéine n’a pas permis de trouver de mutation chez les sujets atteints de la famille.

Le géne ZNF185, localisé entre les marqueurs DXS8061 et DXS1177, code un facteur de
transcription a domaine LIM de 452 acides aminés. Il serait exprimé de fagon sélective dans les
tissus conjonctifs en différenciation, notamment au niveau du cceur (Heiss N. S. et al. 1997). Ce
facteur aurait pu jouer un réle dans le développement embryonnaire des valves cardiaques mais
les 20 exons de ce géne ont été séquencés et aucune mutation n’a été trouvée dans les régions
codantes.

Nous avons également séquencé le géne codant pour la filamine A. Ce geéne pouvait étre
considéré comme un bon candidat car des mutations avaient été identifiées chez des patients
atteints de dysplasie frontométaphysaire chez lesquels la fréquence des anomalies cardiaque est
¢levée. Des prolapsus valvulaires mitraux sont fréquemment retrouvés chez ces patients
(Hadjimiltiades S. et al. 1986; Kakita A. et al. 2002; Moro F. et al. 2002).

Le séquencgage de la région codante de la filamine A a permis d’identifier une mutation
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faux sens C2>A ¢1910 dans I’exon 13 qui est prédit pour entrainer le remplacement d’une proline

par une glutamine au niveau de I’acide aminé 637 (P637Q) (Figure 84).

T C T G G C G C G G G G C T G

T cC T G G C C G C G G G G C T G

Figure 84 : Séquence de I’exon 13 de la filamine A montrant une mutation C A ¢1910
entrainant le remplacement d’une proline par une glutamine au niveau de I’acide aminé 637
(P637Q).

Cette mutation était retrouvée chez tous les patients atteints de la famille et n’était pas
présente chez les patients non-atteints de la famille ni chez 300 controles sains.

Nous avons depuis recherché des mutations dans ce géne dans plusieurs petites familles.
L’une avait été identifiée en Angleterre (Figure 85), ’autre a Hong Kong (Figure 86). Une
mutation G2 A en position 862 dans I’exon 5 entrainant le remplacement d’une Glycine par une
Arginine (G288R) a été retrouvé chez un des individus atteints de la famille anglaise (Figure 85)
et une délétion de 1944 paires de base correspondant a une séquence codante de 546 paires de

base entre les exons 15 et 19 a été identifiée dans la famille de Hong Kong (Figure 86).
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Figure 85 : a : Arbre généalogique de la famille anglaise atteinte de valvulopathie myxoide.
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b : Le séquencage de la filamine A a permis d’identifier une mutation G =A ¢862 responsable

d’un remplacement d’une Glycine par une Arginine (G288R) chez les individus atteints.
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Figure 86 : a : Famille de Hong Kong atteinte de valvulopathie myxoide.

b : Délétion de 1944 paires de base correspondant a une séquence codante de 546 paires de

base entre les exons 15 et 19.
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|.C.4.Formes autosomiques dominantes de prolapsus valvulaire mitral.

Nous avons identifi¢ une famille atteinte de prolapsus valvulaire mitral isolé transmis de
facon autosomique dominant. Parmi les 44 membres vivants de cette famille, 32 ont accepté de
participer a I’étude (Figure 87). Le propositus (III-3) ainsi que son cousin (III-13) avaient un
prolapsus valvulaire mitral myxoide avec une fuite mitrale sévere, pour lesquels ils avaient
bénéficié d’un remplacement valvulaire mitral a 1’age de 68 ans (patient I1I-3) et 60 ans (patient
1-13).

Les quatre autres sujets atteints de cette famille avaient également une dystrophie valvulaire
mitrale avec un épaississement valvulaire supérieur a 5 mm, un prolapsus des feuillets valvulaires
supérieur a 2 mm et une fuite mitrale de gravité mineure a modérée. Aucune autre anomalie

cardiaque ou extra-cardiaque n’a été retrouvée dans cette famille.
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Figure 87: Représentation schématique de la famille L. Les individus atteints de prolapsus
valvulaire mitral sont représentés en noir. Les deux propositus qui ont été a I’origine de la

découverte de cette famille sont indiqués par une fléche.

Aprées avoir exclu une liaison génétique avec le locus de prolapsus valvulaire mitral sur le
chromosome 16 et 11 (Disse S. et al. 1999; Freed L. A. et al. 2003), nous avons entrepris une

analyse de liaison sur I'ensemble du génome avec les marqueurs microsatellites du Genethon
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(ABI PRISM ™ Linkage Papping Set-MD10 version 2, PE Biosystem). Aucun marqueur n'a pu
étre associ¢ a la maladie et il est apparu probable qu'une hétérogénéité génétique au sein de cette
famille soit la cause de 1’absence de liaison génétique. Il semble donc qu'au sein de cette famille
deux anomalies génétiques différentes, soient responsables du prolapsus valvulaire mitral. Il est
¢galement possible que des membres de ces familles soient atteints de valvulopathies myxoides
sans €tre porteurs du géne morbide (phénocopies) ce qui rend 1’analyse de liaison infructueuse.
Afin de tenter d’augmenter la taille de ces deux noyaux familiaux, pour les rendre
informatifs, nous avons réalisé des enquétes généalogiques a partir des sujets atteints de ces
familles et des patients issus de notre fichier hospitalier des patients opérés de valvulopathie
myxoide. Nous avons pu identifier un ancétre commun entre ces deux noyaux familiaux et
quelques cas sporadiques atteints de prolapsus valvulaire mitral mais la taille des familles

obtenues actuellement est insuffisante pour réaliser une analyse de liaison génétique.

Cas isolés de valvulopathies - Cas isolés de valvulopathies
Famille L.

Q9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Figure 88: Représentation schématique de I’hétérogenéité génétique au sein de la famille L.
Aucun marqueur n'a pu étre associé a la maladie dans cette famille et il semble que deux types
d’anomalies génétiques différentes (représentées en bleu et en vert) soient responsables d’une
méme forme de prolapsus valvulaire mitral. Des enquétes généalogiques ont permis de

rattacher chaque branche de la famille a plusieurs cas sporadiques faisant partie du fichier des
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patients opérés au CHU de Nantes de dystrophie valvulaire.

Néanmoins en comparant les alléles des sujets atteints dans chacune de ces familles avec
ceux des cas sporadiques potentiellement apparentés, il a été possible de trouver un marqueur
commun entre 1’une des branches familiales et des cas sporadiques potentiellement apparentés.
Ce marqueur est situé a proximité du gene de la fibuline-1 (FBLN1), localisé en 22q13.3
(Korenberg J. R. et al. 1995).

Les fibulines sont des glycoprotéines de la matrice extracellulaire qui se trouvent dans les
lames basales de nombreux tissus et dans les zones présentant au cours du développement une
transition d'un tissu épithélial vers un tissu mésenchymateux.

Les fibulines sont capables d'interagir avec de nombreuses protéines de la matrice
extracellulaire (le nidogene, la fibronectine, les laminines, le collagéne IV) et fixe aussi aux
intégrines, établissant ainsi un lien avec le cytosquelette de la cellule (Balbona K. et coll. 1992,
Pan T.C. et coll. 1993, Adam S. et coll. 1997, Miosge N. et coll. 1998). Elle ont été identifiées au
sein des fibres ¢lastiques et seraient associées aux fibres €lastiques du tissu conjonctif contenant
I'élastine mais non dans les microfibrilles contenant la fibrilline (Roark E.F. et coll. 1995). Ces
possibilités de fixation multiples permettraient aux fibulines de s'intégrer aux lames basales et
aux structures complexes extracellulaires et elles pourraient jouer le role de connecteur entre les
différentes protéines de la matrice extracellulaire (Sasaki T. et coll. 1995).

Etant donné le role potentiel de ces protéines dans la physiopathologie des atteintes
valvulaires, ce géne semblait étre un bon candidat. Nous en avons réalisé¢ le séquencage mais
aucune mutation n’a été trouvée dans les régions codantes. Cependant, plusieurs polymorphismes
ont ¢t¢ identifiés dans des introns. Ces polymorphismes ségréguent chez les sujets atteints et sont
absents chez les sujets sains de cette famille. On ne peut exclure qu’ils puissent étre responsables
de la maladie. En effet certaines mutations introniques peuvent étre a 1’origine de transcrits
d’épissage anormaux. Cela a été retrouvé dans le géne de la fibrilline-2 dans une forme
d’arachnodactylie contracturante ou dans le géne COL1A1 dans [’ostéogenese imparfaite

(Bonadio J. et al. 1990; Miosge N. et al. 1995).
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1.D. DISCUSSION.

Ce travail a permis pour la premicre fois d’identifier un géne responsable de valvulopathie
myxoide. L’identification de trois mutations différentes dans le géne codant la filamine A dans
trois familles atteintes de valvulopathies myxoides a transmission liée au chromosome X permet
d’aborder la physiopathologie de cette maladie.

Le monomere de filamine comprend une partie N terminale qui se lie a I’actine et une
série de 24 répétitions de domaines qui vont se lier a de nombreuses protéines membranaires et
du cytoplasme (Figure 89). In vivo, la filamine est présente sous forme de diméres, la
dimérisation dépendant des domaines C terminaux (Stossel T. P. et al. 2001; van der Flier A. et

al. 2001).
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Figure 89 : Représentation schématique de la filamine A avec la position des différentes

mutations identifiées.

Les mutations G288R et P637Q sont situées dans le premier et le 4™ domaine de
répétition tandis que la protéine tronquée due a la délétion de la famille de Hong Kong
correspond a une perte des domaines de répétition entre les domaines 5 et 7. Les deux mutations
faux sens identifiées sont situées dans des zones trés conservées qui interviennent sur la
conformation tri dimensionnelle de la protéine (Barry C. P. et al. 1993; Gorlin J. B. et al. 1990;
van der Flier A. and Sonnenberg A. 2001).

La filamine module 1’organisation du cytosquelette d’actine en réseaux paralleles ou
orthogonaux. Elle joue un rdle dans I’interaction entre les réseaux d’actine et les récepteurs
transmembranaires pour moduler les signaux de transduction de cellule a cellule, entre les

cellules et la matrice et également la transduction du signal intra-cytoplasmique (van der Flier A.
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and Sonnenberg A. 2001).

Chez les mammifgres, trois génes codant pour la filamine sont identifiés (FLNA, FLNB et
FLNC). Les FLNA et FLNB sont exprimées de maniere ubiquitaire alors que FLNC n’est
exprimée que dans le muscle (Gorlin J. B. et al. 1990; Takafuta T. et al. 1998).

Des mutations dans la filamine A avaient déja été identifiées dans 5 pathologies
différentes. Le syndrome otopalatodigitale de type I et II (OMIM 311300 et 304120), le
syndrome de Melnick-Needles (OMIM 309350), I’hétérotopie nodulaire périventriculaire (OMIM
300049) et la dysplasie frontométaphysaire (OMIM 305620) (Fox J. W. et al. 1998; Robertson S.
P. et al. 2003).

Les raisons pour lesquelles les mutations que nous avons retrouvé dans ces différentes
familles entrainent uniquement un phénotype cardiaque restent inconnues.

Il est encore actuellement difficile de connaitre la physiopathologie exacte de la
valvulopathie dans ces familles. Cependant, la filamine A joue un role majeur dans la
transmission du signal en particulier entre la matrice extracellulaire et le noyau. Il est possible
que la transduction de signaux entre la matrice extracellulaire et l'intérieur de la cellule soit
déformée par les mutations de la filamine. Le contrdle de I'expression des geénes en particulier
ceux qui codent pour les composants de la matrice extracellulaire ne se ferait plus correctement.
Comme les valves sont soumises en permanence a un stress hémodynamique important, la
réponse anormale a ce stress pourrait dépendre d’une mauvaise transmission du signal
responsable I’accumulation de protéoglycanes observé sur les coupes histologiques. Cela pourrait
expliquer I’apparition progressive de la maladie.

Nous allons maintenant tenter de comprendre les mécanismes qui sont responsable de la
valvulopathie myxoide chez les patients porteurs de la mutation de la filamine A. Nous avons pu
récupérer une valve d’un patient atteint. Les analyses anatomopathologique sur cette valve
devrait nous permettre de connaitre la répartition intra cellulaire de la filamine chez ce patient.

Nous ne sommes pas encore parvenus a identifier le locus responsable de la forme
autosomique dominante dans nos familles mais nous avons pu montrer que la maladie n’était pas
liée aux locus préalablement identifiés. Nous souhaitons, afin de pouvoir développer ces familles
réaliser un dépistage de la maladie dans les familles des cas index identifiés a partir de notre
fichier et qui peuvent étre reliés aux noyaux familiaux que nous avons identifiés. Ce travail de

dépistage est long et demande beaucoup d’énergie mais nous avons montré qu’il pouvait
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permettre, au moins dans des cas privilégiés comme dans la famille dans laquelle ségrégeait la

valvulopathie et I’hémophilie mineure de parvenir a I’identification du géne morbide.
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1. LE RETRECISSEMENT AORTIQUE
CALCIFIE.

I1LA. INTRODUCTION.

Jusqu'au début des années 60, date a laquelle les premicres chirurgies de remplacement
valvulaire aortique ont été réalisées, les patients atteints d'un rétrécissement aortique qui
devenaient symptomatiques avaient une espérance de vie trés limitée et qui n'était pas modifiée
par les traitements médicaux. Depuis, les techniques chirurgicales se sont affinées et permettent
maintenant d'espérer avoir une espérance de vie, chez les patients opérés, identique a celle de la
population générale a condition que cette chirurgie ne soit pas réalisée trop tard (Lindblom D. et
al. 1990).

Si des progres de prise en charge chirurgicale des patients atteints de rétrécissement
aortique symptomatique ont été immenses, en revanche, les progres dans la compréhension de
cette pathologie sont restés modestes. Pour cette raison, il n’existe encore actuellement aucun
traitement permettant de ralentir I'évolution du rétrécissement aortique et le clinicien reste dans la
position frustrante de devoir regarder progresser le rétrécissement aortique de ses patients sans
moyens d'intervenir. Une approche de génétique inverse permet sans rien connaitre de la
physiopathologie d'une maladie de pouvoir identifier les génes qui en sont responsables. Bien que
jusqu'a présent il n'y ait aucune description de formes familiales de rétrécissement aortique
calcifi¢ dégénératif, nous avons développé un projet visant a identifier par une approche
d'épidémiologie génétique des formes familiales de cette maladie afin ensuite de pouvoir

identifier les génes impliqués.

11.A.1. Etiologie du rétrécissement aortigue.

Plusieurs étiologies de rétrécissement aortique ont été décrites. Dans les pays développés,

la forme la plus fréquente de la maladie chez 1’adulte est le rétrécissement aortique calcifié
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dégénératif également appelé maladie de Monckeberg (Passik C. S. et al. 1987). Cette
dégénération valvulaire peut survenir sur des valves tricuspides ou plus fréquemment sur des

valves bicuspides.

II.LA.l.a. Rétrécissement aortique dégénératif sur valve bi ou
tricuspide.

Environ 1 % de la population nait avec des valves bicuspides (Roberts W. C. 1970). A la
naissance, les valves s'ouvrent correctement, mais progressivement, il apparait une dégénération
de ces valves qui entrainent une sténose significative chez environ un tiers des patients. La
bicuspidie est plus fréquente chez les hommes, ce qui explique la prédominance masculine du
rétrécissement aortique. Le rétrécissement aortique sur valves bicuspides devient généralement

symptomatique et doit étre opéré entre la 50¢ et la 60e année (Figure 90) (Campbell M. 1968).

Figure 90 : Valve aortique bicuspide et calcifiée.

Le rétrécissement aortique dégénératif sur valve tricuspide est probablement moins
fréquent touchant, environ 1 % de la population (Figure 91). Chez ces patients le rétrécissement

aortique survient plus tardivement et nécessite généralement une chirurgie au cours de la
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septieme ou de la huitieme décennie (Campbell M. 1968). Les raisons pour lesquelles des
patients ayant antérieurement des valves normales développent un rétrécissement aortique restent
actuellement mystérieuses. Sur le plan anatomopathologique, les 1ésions précoces retrouvées sur
ces valves sont caractérisées par un €paississement de la partie endocardique du versant aortique
du feuillet valvulaire. Cet épaississement est dii a I'accumulation d'infiltration lipidique et de
calcifications. Il y a une prolifération des cellules musculaires lisses et des cellules riches en
lipides qui ressemblent a celles retrouvées au niveau des plaques d'athérosclérose (Otto C. M. et
al. 1994a). Une association a ¢été identifié entre les facteurs de risque classiques de maladie
coronarienne et le risque de développement de rétrécissement aortique. Cela suggére que
I'épaississement des valves aortiques pourrait étre une manifestation de 1'athérosclérose (Branch
K. R. et al. 2002; Carabello B. A. 1999; Otto C. M. et al. 1999; Otto C. M. et al. 2001). Ces
facteurs de risque sont 1'hypercholestérolémie, le tabagisme, le sexe masculin et I'dge. Chez les
patients atteints d'une forme familiale d’hypercholestérolémie, il a ét¢ montré que le temps
d'exposition a I'hypercholestérolémie était corrélé avec le développement d'un rétrécissement

aortique (Rallidis L. et al. 1998).
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Figure 91 : Valve aortique tricuspide et calcifiée.

Le méme type d'anomalies histologiques a été¢ identifié chez les patients atteints de
rétrécissement aortique sur valve bicuspide et il est possible que les mécanismes a l'origine du

rétrécissement aortique soient identiques.
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I1.LA.1.b. Rhumatisme articulaire aigu.

Dans les pays développés, le rhumatisme articulaire aigu est devenu une cause mineure de
rétrécissement aortique. Ce mécanisme représente actuellement moins de 20 % de l'ensemble des
rétrécissements aortiques (Passik C. S. et al. 1987). Lorsque le thumatisme articulaire aigu est la
cause du rétrécissement aortique, la valve mitrale est presque toujours également atteinte. Par
conséquent, ce mécanisme ne peut pas €tre retenu lorsque la valve mitrale est normale méme en
présence d'un antécédent de rhumatisme articulaire aigu (Roberts W. C. 1970).

A linverse du rétrécissement aortique dégénératif, le rétrécissement aortique d'origine
rhumatismale devient généralement symptomatique plus tot, au cours de la troisieme ou de la

quatriéme décennie, et nécessite une chirurgie plus précoce au cours de la vie.

11.A.l.c. Le rétrécissement aortigue congénital.

L'obstruction du rétrécissement aortique congénital peut siéger au niveau sous valvulaire,
valvulaire ou supravalvulaire.

Le rétrécissement aortique congénital sous-valvulaire peut-&tre dii 2 un anneau membrane
ou a un tunnel fibro-musculaire. Chez certains patients ces anomalies sont associées a un
rétrécissement de I'aorte ascendante. 11 s'agit alors d'une atrésie aortique.

Le rétrécissement aortique congénital valvulaire est généralement dii a une fusion des
valvules aortiques que la valve soit tricuspide, bicuspide ou uni cuspide.

Le rétrécissement aortique congénital supra-valvulaire est di & un rétrécissement siégeant
en aval de la valve aortique. Le syndrome de Williams est représenté par l'association d'un
rétrécissement aortique supra-valvulaire avec un facies « elfin » et une hypercalcémie. Il peut étre
associ¢ avec un rétrécissement artériel pulmonaire périphérique qui généralement s'améliore avec
le temps tandis que le rétrécissement aortique s'aggrave progressivement (Kim Y. M. et al. 1999).

Le rétrécissement aortique congénital différe sur plusieurs points du rétrécissement
aortique de l'adulte. Dans le rétrécissement aortique congénital, on retrouve généralement une
importante hypertrophie ventriculaire gauche associée a une fonction ventriculaire gauche supra-

normale (Donner R. et al. 1983). Le risque de mort subite est plus élevé que chez 'adulte et ceci
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méme en l'absence de symptomes (Keane J. F. et al. 1993). En conséquence, dans les formes
pédiatriques, il est recommandé de proposer un geste sur la valve en cas de gradient > 50 mm Hg

méme en l'absence de symptome.

11.A.2. Présentation clinigue du rétrécissement aortique.

I1.LA.2.a. Histoire naturelle du rétrécissement aortigue.

L’histoire naturelle du rétrécissement aortique détermine le mode de prise en charge de la
maladie. Les patients qui ont un rétrécissement aortique asymptomatique ont une survie
pratiquement normale pour une longue période de temps (Pellikka P. A. et al. 1990; Ross J., Jr. et
al. 1968).

Pendant cette période, la valve va développer progressivement une fibrose et des
calcifications mais le patient reste asymptomatique. Apres l'apparition des premiers symptomes
qui peuvent étre a type d'angine de poitrine, de syncope ou d'insuffisance cardiaque, la survie
devient courte. Chez environ 35 % des patients, le premier symptome est I'angine de poitrine. En
absence de chirurgie de remplacement valvulaire 50 % de ces patients seront décédés a 5 ans
(Lombard J. T. et al. 1987). Chez 15 % des patients le premier symptome est une syncope, en
absence de chirurgie 50 % de ces patients seront décédés a 3 ans. Enfin, le premier symptome est
une insuffisance cardiaque dans 50 % des cas et chez ces patients la survie moyenne en absence

de chirurgie est de moins de deux ans (Figure 92).
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Figure 92 : Histoire naturelle du rétrécissement aortique. From Ross J Jr, Braunwald E.
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Aortic stenosis. Circulation 1968;38(Suppl 5):V-61

Le risque de mort subite chez les patients asymptomatiques est faible (< 2 %). Pour cette
raison, le risque chirurgical dans de nombreux centres est supérieur et par conséquent il n'y a
actuellement pas d'indication au remplacement valvulaire aortique avant la survenue de
symptomes (Pellikka P. A. et al. 1990).

La progression du rétrécissement aortique est plus rapide et I'évolution clinique plus
mauvaise chez les patients qui ont un rétrécissement aortique modérément ou séverement calcifié
et chez ceux qui ont une augmentation rapide du gradient transvalvulaire (Otto C. M. et al. 1997).
De méme, le tabagisme, I'hypercholestérolémie, 1’insuffisance rénale ou l'augmentation de la

calcémie sont associés a une progression plus rapide du rétrécissement aortique (Palta S. et al.

2000).

11.A.3. Physiopathologie du rétrécissement aortigue.

Avec l'augmentation progressive de la sténose et du gradient transvalvulaire, il apparait
une augmentation de la pression a I’intérieur du ventricule gauche. Cette augmentation de
pression ainsi que l'augmentation du stress pariétal sont a l'origine du développement de
I'hypertrophie ventriculaire gauche. Cette augmentation de pression semble influencer
sélectivement l'activité des M.M.P. (matrix metalloprotease) myocardique (Nagatomo Y. et al.
2000).

L’augmentation de la masse musculaire permet aux ventricules de générer une
augmentation de pression en maintenant un stress pariétal normal. Par conséquent, on peut
considérer que cette hypertrophie compense l'augmentation de pression. Cependant, lorsque
'augmentation de pression s'aggrave avec I’évolution du rétrécissement aortique, I’hypertrophie
progresse et devient pathologique avec ses propres complications (ischémie sous-endocardique et

risque d'arythmie).
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ILA.3.a. Angor.

L'angor apparait lorsque l'apport en oxygeéne est dépassé par la demande. Cette situation
peut apparaitre soit parce que l'apport est insuffisant soit parce que la demande devient trop
importante. Dans le rétrécissement aortique les deux facteurs jouent un role. Avec le
développement d'une hypertrophie ventriculaire gauche concentrique, la réserve coronaire
diminue (Marcus M. L. et al. 1982). Cette diminution de la réserve coronaire est due a une
compression des fibres musculaires les plus endocardiques liées a I'augmentation de la pression
télédiastolique du ventricule gauche ainsi qu'a une augmentation insuffisante des capillaires
coronariens par rapport a I'hypertrophie ventriculaire gauche (Dunn R. B. et al. 1983).

L’ischémie apparait car, d'une part la réserve coronaire est diminuée et par conséquent
l'apport ne peut plus étre suffisant lorsque la demande augmente et d’autre part, la demande est
augmentée car elle est le produit de la fréquence cardiaque de la contraction myocardique et du
stress pariétal.

Bien que I'hypertrophie ventriculaire gauche permette initialement de normaliser le stress
pariétal, chez de nombreux patients cette hypertrophie devient trop importante, ce qui favorise

l'ischémie myocardique (Dunn R. B. and Griggs D. M., Jr. 1983).

I1.LA.3.b.  Syncope.

Les causes des syncopes chez les patients qui ont un rétrécissement aortique restent
discutées et sont probablement multiples. Les syncopes surviennent le plus souvent au cours d'un
exercice. De maniére simple, elles surviennent lors d'une chute de la pression artérielle et du
débit de perfusion cérébrale.

Un des mécanismes possibles est la réduction de I'orifice aortique qui ne permet pas le
passage d’un débit sanguin suffisant au cours de l'exercice. Comme les résistances périphériques
totales diminuent au cours de l'exercice, la diminution du débit cardiaque conjuguée a la
diminution des résistances périphériques entraine une chute de la pression artérielle qui peut étre
responsable d'une syncope (Richards A. M. et al. 1984; Schwartz L. S. et al. 1969).

L’augmentation de la pression intraventriculaire gauche au cours de l'exercice peut

également étre la cause d'une réponse vagale avec chute de la pression artérielle pouvant étre
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responsable de syncopes. Enfin, les syncopes peuvent également é&tre favorisées par des

tachycardies supraventriculaires ou ventriculaires qui favorisent I'hypotension artérielle.

I11.LA.3.c. Insuffisance cardiaque congestive.

Une altération de la fonction systolique et diastolique du ventricule gauche est retrouvée
fréquemment dans le rétrécissement aortique. L'hypertrophie ventriculaire gauche concentrique
qui se développe au cours de rétrécissement aortique est responsable de l'apparition d'une
dysfonction diastolique. L'épaississement du ventricule gauche entraine une altération de la
relaxation et nécessite une augmentation de la pression diastolique pour son remplissage.
Initialement, les parois ventriculaires gauches sont épaissies mais la compliance du ventricule
gauche reste normal. Progressivement au cours de 1'évolution du rétrécissement aortique, des
fibres de collageéne se déposent dans le mur myocardique et sont responsables d'une altération de
la compliance ventriculaire gauche qui altére le remplissage (Hess O. M. et al. 1984; Nakano K.
et al. 1989; Tsutsui H. et al. 1993).

Une altération de la contraction ventriculaire gauche est également fréquemment
retrouvée. Elle est probablement due a l'ischémie sous-endocardique, a une densification des

microtubules et une altération de la fixation du calcium.

11.A4. Progression du rétrécissement aortigue.

L'augmentation du gradient transvalvulaire est trés modérée tant que la surface aortique
reste supérieure a 1,5 cm? En revanche, en dessous de cette surface toute diminution de la
surface aortique s'accompagnera d'une augmentation rapide des gradients.

Habituellement, I'augmentation des gradients est de 7 a 10 mmHg par an ce qui
correspond a une diminution de la surface de 0,1 cm? par an. Cependant, ces valeurs peuvent
varier de fagon importante d'un patient a l'autre (Brener S. J. et al. 1995). De nombreux facteurs
peuvent influencer 1’évolution du rétrécissement aortique. Leurs rdles respectifs restent
actuellement discutés (Malergue M. C. et al. 1997; Palta S. et al. 2000; Peter M. et al. 1993;
Roger V. L. et al. 1990).
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11.A.5. Hypothéses physiopathologigues.

Plusieurs hypothéses physiopathologiques s’affrontent sur I’origine et le développement
du rétrécissement aortique :

Cette pathologie a longtemps ¢été considérée comme un processus passif. La
dégénérescence valvulaire serait liée au flux hémodynamique sanguin perturbé et par conséquent
au stress mécanique rendant les cellules endothéliales plus sensibles aux dépdts lipidiques et aux
infiltrations des monocytes. La calcification serait secondaire a un dépot de lipides et de
minéraux autour de cellules apoptotiques et de débris cellulaires (Lee Y. S. et al. 1998). Cette
hypothese est étayée par la fréquence plus élevée du rétrécissement aortique chez les patients

atteints de bicuspidie aortique chez lesquels le flux transvalvulaire est perturbé.

A DP’inverse, d’autres considérent que le rétrécissement aortique est un processus actif 1i¢ a
une accumulation de macrophages et de lymphocytes T activés suggérant une inflammation
chronique (Mazzone A. et al. 2004; Olsson M. et al. 1994; Otto C. M. et al. 1994a). Les Iésions
ne seraient pas secondaires a 1’age mais a un processus similaire a I’athérosclérose. Cette
hypothése est renforcée par 1’augmentation du risque de rétrécissement aortique en présence des
facteurs de risque classique de I’athérosclérose (augmentation du LDL cholestérol, tabagisme,
age, hypertension et diabete) (Stewart B. F. et al. 1997). D’autres facteurs comme 1’augmentation
des taux de calcium et de créatinine sérique interviennent également (Rajamannan N. M. et al.
2003a). Il est suggéré que les statines qui diminuent le taux de cholestérol ralentiraient
I’évolution du RAC (Novaro G. M. et al. 2001). Les calcifications seraient causées par
I’infiltration des monocytes et des LDL dans les tissus, provoquant un changement de phénotype

des fibroblastes en ostéoblastes (Rajamannan N. M. et al. 2003b).

11.A.6. Diagnostic du rétrécissement aortique.

Le plus souvent le diagnostic du rétrécissement aortique est suspecté par 1'identification
d'un souffle systolique au foyer aortique qui irradie vers les carotides au cours de l'examen du

patient.
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Le diagnostic sera confirmé par I'échographie cardiaque.

En échographie bidimensionnelle, la valve aortique parait épaissie et calcifiée avec une
diminution de ses mouvements. La distinction entre une valve bicuspide et tricuspide est le plus
souvent possible lorsque les calcifications ne sont pas trop importantes. L'hypertrophie
ventriculaire gauche et la fonction ventriculaire gauche peuvent ¢galement étre mesurées.

Le calcul de la surface aortique sera réalis¢ par 1'évaluation du gradient moyen
transvalvulaire. L'évaluation de la surface aortique par cette technique est bien corrélée a
I'évaluation qui était réalisée antérieurement par cathétérisme.

La formule de Gorlin au cours d'un cathétérisme et 1’équation de continuité pendant une
échographie cardiaque permet de I'évaluation de la surface aortique. Ces deux méthodes de calcul

de la surface aortique dérivent de la formule de Torricelli (Gorlin R. et al. 1951).

S=F/V

S= Surface de l'orifice ; F= Flux ; V= Vélocité

Par la méthode doppler, la vélocité est mesurée directement en mesurant l'aire sous la
courbe au niveau de la chambre de chasse du ventricule gauche et au niveau de la valve aortique.
Le diametre au niveau de la chambre de chasse est mesuré en échographie bidimensionnelle ce
qui permet de calculer la surface au niveau de la chambre de chasse. En établissant le rapport
entre le l'aire sous la courbe du flux au niveau de la valve aortique et de la chambre de chasse, on
peut calculer la surface de la valve aortique (Hatle L. 1981; Hegrenaes L. et al. 1985; Skjaerpe T.
et al. 1985).

Par cathétérisme cardiaque, le débit cardiaque est mesuré en utilisant la méthode de Fick

par thermodilution. Le gradient de pression est mesuré puis converti en vélocité.

V=Vgh

V= vélocité; g= gravité ; h= gradient moyen.

La surface aortique est calculée par la formule de Gorlin
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Surface aortique= Q/K+h

Q= débit cardiaque ; h= gradient moyen

1.A.7. Prise en charge thérapeutique du rétrécissement aortique.

Actuellement, aucune thérapeutique médicale n'a montré son efficacité dans la prise en
charge du rétrécissement aortique. Chez les patients pour lesquels un remplacement valvulaire
aortique est contre-indiqué, un traitement par digitaliques ou diurétiques peut permettre une
amélioration transitoire des symptomes.

Les valvulotomies percutanées au ballon qui semblaient initialement prometteuses, ne
permettent en fait qu’une amélioration trés transitoire des symptomes. En effet, la plupart du
temps, la valvulotomie permet d'améliorer significativement la surface aortique, cependant la
sténose se reforme rapidement (Otto C. M. et al. 1994Db).

Les valvulotomies au ballon sont réservées aux patients atteints d’un rétrécissement
aortique séverement symptomatique pour lesquels la chirurgie est contre-indiquée en raison d'un
risque opératoire trop élevé. La mise en place dun tube valvé de fagon percutanée est
actuellement a I'étude.

Le remplacement valvulaire aortique est la technique de référence dans la prise en charge
rétrécissement aortique. Ce geste est indiqué pour tous les patients qui sont symptomatiques. Le
choix portera sur le type de valves implantées. Les valves mécaniques ont I'avantage d'avoir une
importante durée de vie mais nécessitent une anticoagulation au long cours. A linverse, les
bioprothéses ont un risque plus ¢levé de dégénérescence mais ne nécessitent pas
d'anticoagulation. Chez les patients les plus jeunes, la technique de Ross peut étre utilisée. Elle
consiste a remplacer la valve aortique par la valve pulmonaire, la valve pulmonaire étant
remplacée par une homogreffe. Cette méthode chirurgicale est plus complexe mais elle permet
d'éviter une anticoagulation au long cours avec un risque de dégénérescence de la valve faible
(Jamieson W. R. et al. 1995; Ross D. N. 1995; Yun K. L. et al. 1995).

Globalement, le risque de mortalité opératoire est inférieur a 5 %. Ce risque est plus élevé
chez les patients les plus agés, en présence d'une altération de la fonction ventriculaire gauche,

chez les patients qui ont des lésions coronariennes importantes associées ou d'autres
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valvulopathies.

La survie actuarielle est d'environ 80 a 85 % a cinq ans.

Le risque a long terme est essentiellement représenté par une dégénérescence de la valve
en position aortique et le risque hémorragique lié¢ au traitement anticoagulant. Les complications
peuvent étre une détérioration structurale de la valve, une altération de I'hémodynamique, une
thrombose de valve, une endocardite, des embolies périphériques ou cérébrales a point de départ
valvulaire.

Si l'indication du remplacement valvulaire aortique est simple chez les patients qui sont
symptomatiques, le choix thérapeutique est plus complexe chez les patients qui ont un
rétrécissement aortique peu serré qui sont asymptomatiques mais qui doivent bénéficier d'une
chirurgie cardiaque pour une autre raison. Ce probléme se pose fréquemment chez les patients qui
doivent bénéficier de pontages coronariens. La stratégie thérapeutique est souvent difficile a
¢tablir car, actuellement, il est impossible d'identifier les patients pour lesquels le rétrécissement
aortique va progresser rapidement et qui donc nécessiteront une chirurgie de remplacement
valvulaire dans les mois ou les années qui suivent la réalisation du pontage. Cette question est
importante car le risque opératoire de cette chirurgie redux est nettement plus élevé.
Actuellement, on considere que les patients qui ont un gradient moyen transvalvulaire supérieur a
40 mmHg doivent bénéficier d'un remplacement valvulaire aortique alors que pour ceux dont le
gradient est inférieur a 10 mmHg, la valve aortique doit tre laissée en place (Tam J. W. et al.

1998).

11.A.8. Formes familiales de rétrécissement aortigue.

Trés peu de cas de formes familiales de rétrécissement aortique sont décrits.

Il s’agit essentiellement de bicuspidie aortique. Une étude datant de 1978 montrait que la
recherche systématique de bicuspidie chez les apparentés proches de patients opérés d’un
rétrécissement aortique sur bicuspidie permettait de retrouver une bicuspidie chez 14.6% des
apparentés (Emanuel R. et al. 1978). Glick et col. avait identifié 17 patients atteints de
rétrécissement aortique par bicuspidie appartenant a 6 familles différentes (Glick B. N. et al.

1994). Dans trois de ces familles, la maladie pouvait étre retrouvée chez un des parents et au
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moins un enfant. Dans trois autres familles, au moins deux enfants de la méme fratrie avaient une
bicuspidie. Clementi et al ont reporté¢ une famille dans laquelle 4 membres sur deux générations
avaient une bicuspidie (deux freres, une sceur et son fils) (Clementi M. et al. 1996).

Les descriptions de formes familiales de rétrécissement aortique sur valves tricuspides
sont également tres rares. Tentolouris et col. A décrit une famille dans laquelle deux sceurs agées
de 53 et de 51 ans avaient une maladie aortique calcifiée associée a des calcifications de 1’aorte et
des anomalies immunologiques associant une augmentation du taux des gamma globulines ainsi
qu’une gamma pathie a chaine lambda. Une des filles de ces femmes avait bénéficié a I’age de 38
ans d’un remplacement valvulaire aortique pour rétrécissement aortique calcifié serré
(Tentolouris C. et al. 1993). D’autres cas possiblement familiaux de rétrécissement aortique
associ¢ a des calcifications de 1’aorte ont ét¢ décrits (Goldbaum T. S. et al. 1986; McLoughlin M.
J. et al. 1974; Rose A. G. et al. 1976). Sur le plan anatomopathologique, les anomalies sont
caractérisées par une nécrose extensive de la média associée a des calcifications sans qu’un
facteur inflammatoire ne soit retrouvé (Theman T. E. et al. 1979).

Une forme particuliere de calcification valvulaire touchant la valve mitrale et la valve
aortique a été décrit sur une famille allemande sur cinq générations. Ces anomalies cardiaques
¢taient associées avec une perte des cils et des sourcils ainsi qu’avec des cheveux gris
apparaissant dés I’adolescence (Weisman H. F. et al. 1989).

Récemment, il a ét¢ démontré que des polymorphismes dans le récepteur la vitamine D,
de ’Apo E et de I'interleukine 10 pouvaient étre associés avec un risque plus ¢élevé de survenue
de rétrécissement aortique (Novaro G. M. et al. 2003; Ortlepp J. R. et al. 2001; Ortlepp J. R. et al.
2004).

11.B. MATERIEL ET METHODES.

11.B.1. Approche d’épidémiologie génétique.

Nous ne disposions pas initialement de familles atteintes de rétrécissement aortique. Afin
d'identifier de telles familles, nous avons développé une approche d'épidémiologie génétique.
Cette approche est basée sur l'hypothése que comme la population de notre région est trés

sédentaire si un ancétre était atteint d'une forme génétique de la maladie il a di la transmettre a
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ses descendants qui sont restés dans les mémes communes. Par conséquent, les communes dans
lesquelles des formes familiales de la maladie sont présentes doivent avoir une fréquence
anormalement ¢élevée de la maladie.

Nous avons utilis¢é notre fichier hospitalier des patients opérés d'un remplacement
valvulaire aortique au CHU de Nantes. Ce fichier comprenait 2527 patients qui avaient été opérés
entre 1992 et 2002. Le lieu de naissance de tous ces patients a ét¢ déterminé grace au numéro de
sécurité sociale qui contient le code INSEE permettant de localiser la commune de naissance. La
fréquence des patients opérés a été calculée dans chaque commune en rapportant le nombre de
patients opérés a la population de la commune estimée lors des recensements de1926, 1931 et
1936. Ces années de recensement correspondent aux années de naissance des patients de 1'étude.

Afin d'éviter de surestimer la fréquence de la maladie dans des communes de tres petites
tailles, seules les communes dans lesquelles au moins deux cas de patients opérés étaient
survenus ont été retenues.

L'hétérogénéité de la répartition a ét¢ évaluée par un Chi-squared test. La carte de la
répartition géographique des cas de rétrécissements aortiques opérés a été réalisée grace au

TM, New York).

logiciel Mapinfo software (Maplnfo corporation troy

Dans une premicre approche généalogique, nous avons étudié les communes dans
lesquelles la fréquence du rétrécissement aortique opéré était le plus élevé et dans lesquelles
plusieurs patients avaient le méme nom de famille. Si trois cas de rétrécissement aortique étaient
retrouvés dans la méme famille une enquéte familiale extensive était réalisée et nous réalisions

une recherche de généalogie ascendante pour tous les patients opérés issus de la commune afin de

tenter d’identifier un ancétre commun au plus grand nombre de patients.

11.B.2. Evaluation clinigue du rétrécissement aortigue.

L'étude était réalisée en accord avec les recommandations francaises pour la recherche
génétique est approuvée par le comité d'éthique du CHU de Nantes.

Un consentement €écrit a été obtenu pour tous les patients qui participaient a I'étude et une
information orale et écrite leur a été remise.

Les investigations cliniques comportaient un interrogatoire des patients permettant de

déterminer leurs facteurs de risque cardio-vasculaire ainsi que leurs principaux antécédents. Ils
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bénéficiaient d’un examen clinique complet avec mesure de la pression artérielle. Un

¢lectrocardiogramme ¢était réalis€ (Mac Vu Marquette Inc, Milwaukee, Wisconsin) de méme

qu’une échocardiographie (Hewlett-Packard Sonos SSOOTM, Hewlett-Packard Inc., Andover,
Mass.) avec une sonde de 3,5MHz.

Les mesures ¢étaient réalisées selon les criteres de la société américaine
d'échocardiographie (Schiller N. B. et al. 1989). Tous les examens étaient enregistrés afin de
pouvoir étre analysés a posteriori.

La surface aortique était calculée par 1'équation de continuité. Le gradient moyen
transvalvulaire était obtenu grace a un enregistrement du flux trans-aortique en doppler continu
tandis que le flux dans la chambre de chasse était mesuré en doppler pulsé (Skjaerpe T. et al.

1985).

Les patients étaient considérés comme atteints d'un rétrécissement aortique serré s'ils
avaient bénéfici¢é d'un remplacement valvulaire aortique pour rétrécissement aortique ou si
I'échographie cardiaque montrait un rétrécissement aortique calcifié avec une surface valvulaire
inférieure a 1,2 cm? Les patients qui avaient été opérés avaient bénéficié d'un examen

anatomopathologique de la valve qui permettait de déterminer que la valve était bien tricuspide.

Les patients qui avaient un rétrécissement aortique dans la surface valvulaire étaient
supérieurs a 1,2 cm?, les patients qui avaient une sclérose valvulaire aortique sans gradient
significatif ou les patients qui avaient une insuffisance aortique significative mais sans sténose
¢taient considérés comme indéterminés lors des analyses familiales. Les patients qui avaient des
anomalies valvulaires en faveur d'un rhumatisme articulaire aigu (calcifications de la valve

mitrale) ou qui avait une bicuspidie aortique était également considérés comme indéterminés.

11.B.3. Screening de la population issue de la commune de la famille A.

Afin d'identifier de nouvelles branches familiales reliées a la famille A., nous avons
recherché a partir de notre base de données des patients opérés d'un rétrécissement aortique, les
patients atteints d'un rétrécissement aortique et originaires de la commune dont provenait la

famille A. Nous avons également examiné les individus agés de plus de 60 ans et originaires de la

228



commune de la famille A.. Lors de la réalisation du screening de la population de la commune de
la famille A. les habitants étaient interrogés sur leurs principaux antécédents ainsi que leurs
facteurs de risque puis ils étaient auscultés a l'aide d'un stéthoscope électronique permettant
I'enregistrement des bruits du cceur. Ces enregistrements étaient ensuite réécoutés par deux
cardiologues expérimentés. Une échocardiographie était proposée a tous les patients chez

lesquels un souffle était détecté.

I1.C. RESULTATS.

11.C.1. Evaluation de la répartition géographigue des formes

chirurgicales de rétrécissement aortigue dans |I’ouest de la France.

A partir de notre le fichier hospitalier des patients opérés d'un remplacement valvulaire
aortique, nous avons pu, en utilisant le numéro de sécurité sociale identifier la commune de
naissance pour tous les individus. La carte représentant la répartition géographique des patients
opérés montre qu'il existe des foyers de haute fréquence du rétrécissement aortique.

L'incidence moyenne de chirurgie de remplacement valvulaire aortique pour
rétrécissement aortique entre 1992 et 2002 est de 1,13/1000 habitants. Dans les communes ou la
fréquence est la plus élevée, l'incidence peut atteindre 9,38/1000 habitants. A I'inverse, dans les
villes les plus importantes, la fréquence est de 0,93/1000 habitants.

Le test du Chi-squared montre une répartition observée significativement différente de la
répartition théorique des patients opérés de rétrécissement aortique. Cette carte montre une
répartition géographique non aléatoire de la maladie dans la région Ouest. Deux zones de haute
fréquence sont identifiées. L'une entre Vannes et Redon et autour de Chateaubriand, l'autre
comprise entre le sud de Nantes et la Roche sur Yon et entre la cote atlantique et Cholet. Cette

deuxieéme zone correspond a une zone géographique appelée « Vendée choletaise ».
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Figure 93 : Carte de la répartition des patients opérés d'un remplacement valvulaire aortique
dans I'ouest de la France. La fréquence de la maladie a été calculée pour chaque commune en
comparant le nombre de patients opérés nés dans la commune a la population vivant dans la
commune. La population de la commune a été estimée par la moyenne des recensements
réalisés en 1926, 1931 et 1936. Cette carte montre une importante hétérogénéiteé spatiale de la
répartition de la maladie. Deux zones de haute fréquence sont identifiées. L'une entre Vannes
et Redon et autour de Chateaubriand, I'autre comprise entre le sud de Nantes et la Roche sur
Yon et entre la cote atlantique et Cholet. Cette deuxiéme zone correspond a une zone
géographique appelée « Vendée choletaise ». Les étoiles représentent les communes dans

lesquelles une forme familiale de la maladie a été identifiée.

230



11.C.2. Mise en évidence de formes familiales de rétrécissement aortigue.

Afin d'évaluer si la fréquence ¢élevée de maladie dans certaines communes pouvait étre
liée a une forme familiale de la maladie, nous avons recherché la présence de noms de famille
identiques dans ces communes. Dans les communes ou ce type d’homonymie était retrouvé, nous
avons interrogé les patients afin de tenter d'identifier d'autres cas de rétrécissement aortique dans
la famille et si tel était le cas nous avons réalisé des enquétes familiales pour dépister des formes
non diagnostiquées de la maladie.

Cette approche nous a permis identifier cinq familles différentes.

11.C.2.a. Famille A.

La famille A est une grande famille constituée de 135 membres parmi lesquels 83 étaient
encore vivants au moment de l'étude. Treize patients étaient atteints d'une forme sévere de
rétrécissement aortique (dge moyen 81 + 7 ans). Parmi les patients atteints, 10 étaient toujours
vivant au moment de 1'étude. Huit avaient bénéficié¢ d'un remplacement valvulaire aortique pour
rétrécissement aortique symptomatique. Dans deux cas, ce geste avait €té associé¢ a des pontages
coronariens (patients 11-3, 1I-14, 11-28, 1I-39, 11-41, 11-43, 1I-44 et III-2). L'dge moyen pour le
remplacement valvulaire aortique était de 73 + 8 ans). Cinq autres patients avaient un
rétrécissement aortique sévere dont la surface aortique était de 0,8 + 0,2 cm? (patients I1-7, 11-12,
11-32, 11-45, 111-30). Trois patients agés de plus de 80 ans €taient clairement non-atteints (patients
I1-5, 11-42, 11-46). Le statut clinique des patients de la génération I n'a pas pu étre déterminé.

Vingt autres membres de la famille avaient des anomalies sur la valve aortique qui
n'étaient pas suffisantes pour permettre de les considérer comme atteints. Ces individus étaient
plus jeunes que les patients qui avaient une forme sévere de rétrécissement aortique (58 + 10 ans
contre 81 £ 7 ans ; p<0.001). La plupart de ces patients avec une atteinte modérée de la valve
aortique étaient les descendants de patients atteints d'une forme sévere de la maladie. Les
anomalies valvulaires retrouvées chez ces patients étaient une insuffisance aortique dans trois cas,
une sclérose aortique avec une sténose modérée dans 15 cas et une insuffisance aortique associée

a une sténose modérée de la valve dans deux cas (Figure 94).
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Figure 94 : Arbre généalogique de la famille A. Les patients en noirs sont atteint d’une forme
sévere de rétrécissement aortique alors que les patients en hachuré sont atteints d’une
anomalie mineure de la valve aortique. Les patients en blanc sont sains. Les cercles

représentent les femmes, les carrés représentent les hommes. Les patients marqués avec une

étoile ont bénéficié d’un remplacement valvulaire aortique.

11.C.2.b. Famille B.

La famille B., est composée de 40 membres. Parmi eux 6 étaient atteints d'une forme
sévere de rétrécissement aortique (patient 11-13, I11-4, I1I-8, III-15, III-16 et III-17). Les patients
I11-16 et I1I-17 ont nécessité un remplacement valvulaire aortique. La surface aortique moyenne
des patients atteints de cette famille était de 0,7 +/- 0,1 cm?. Le patient I1I-13 avait également une
insuffisance mitrale modérée. Les patients I1I-10 et II-11 ont été considérés comme indéterminés
car ils étaient atteints d'une forme non-sévere de rétrécissement aortique (surface aortique de 1,5
cm? et 1,4 cm? respectivement). Neuf autres membres de la famille n'avaient pas d'anomalie de la

valve aortique (Figure 95).
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Figure 95 : Arbre généalogique de la famille B. Les patients en noir sont atteints d’une forme
sévere de rétrécissement aortique alors que les patients en hachuré sont atteints d’une
anomalie mineure de la valve aortique. Les patients en blanc sont sains. Les cercles
représentent les femmes, les carrés représentent les hommes. Les patients marqués avec une

étoile ont bénéficié d’un remplacement valvulaire aortique.

11.C.2.c. FamilleC.

La famille C. est composée de 13 membres. Parmi eux, 3 sont atteints d'une forme séveére
de rétrécissement aortique (patients I1-2, II-4 et 11-6), deux de ces patients étaient toujours vivants
au moment de I’étude. Tous ont bénéficié d'un remplacement valvulaire aortique pour une forme
sévere de rétrécissement aortique. L'age moyen du remplacement valvulaire dans cette famille
¢tait de 71 = 4. Le patient 1I-11 a été considéré comme indéterminé en raison d'un rétrécissement
aortique non-sévere. Les six autres membres de la famille n'avaient pas d'anomalie de la valve

aortique (Figure 96).
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Figure 96 : Arbre généalogique de la famille C. Les patients en noir sont atteints d’une forme
sévere de rétrécissement aortique alors que les patients en hachuré sont atteints d’une
anomalie mineure de la valve aortique. Les patients en blanc sont sains. Les cercles
représentent les femmes, les carrés représentent les hommes. Les patients marqués avec une

étoile ont bénéficié d’un remplacement valvulaire aortique.

11.C.2.d. FEamille D.

La famille D, est composée de 20 membres. Parmi eux quatre sont atteints d'une forme
sévere de rétrécissement aortique (patient I11-2, 11-4, 1I-11 et 11-13). Deux de ces patients étaient
toujours vivants au moment de I'¢tude. Les patients II-2, II-4, II-11 avaient été opérés d'un
remplacement valvulaire aortique pour rétrécissement aortique serré a 72 + 1 ans. Les six autres

membres de la famille n'avaient pas d'anomalie de la valve aortique (Figure 97).
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Figure 97 : Arbre généalogique de la famille D. Les patients en noir sont atteints d’une forme
sévere de rétrécissement aortique alors que les patients en hachuré sont atteints d’une
anomalie mineure de la valve aortique. Les patients en blanc sont sains. Les cercles

représentent les femmes, les carrés représentent les hommes. Les patients marqués avec une
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étoile ont bénéficié d’un remplacement valvulaire aortique.

11.C.2.e. FamilleE.

La famille E, est composé de 12 membres. Parmi eux trois sont atteints d'une forme
sévere de rétrécissement aortique (patient II-1, II-3 et I1-4), deux patients étaient toujours vivants
au moment de I'étude. Ils avaient tous bénéficiés d'un remplacement valvulaire aortique pour
rétrécissement aortique serré¢ a un age moyen de 68 + 4. Le patient II-5 a été¢ considéré comme
indéterminé en raison d'un rétrécissement aortique non serré. Les quatre autres membres de la

famille ont été considérés comme non-atteints (Figure 98).
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Figure 98 : Arbre généalogique de la famille E. Les patients en noir sont atteints d’une forme
sévere de rétrécissement aortique alors que les patients en hachuré sont atteints d’une
anomalie mineure de la valve aortique. Les patients en blanc sont sains. Les cercles
représentent les femmes, les carrés représentent les hommes. Les patients marqués avec une

étoile ont bénéficié d’un remplacement valvulaire aortique.

Dans toutes ces familles, les examens sanguins n'ont pas montré de formes familiales

d’insuffisance rénale ou d'hypercholestérolémie.

11.C.3. Analyse génétique de la famille A.

En considérant les patients ayant une anomalie mineure de la valve aortique mais jeunes
comme probablement atteints de la maladie le lod score théorique dans cette famille était de 5.02
avec une pénétrance de 90%. En ne considérant que les individus ayant 1’atteinte la plus sévere

(représentés en noir sur la Figure 94), le lod score théorique de la famille est de 2.67. Cela nous a
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amené a réaliser une analyse de liaison sur le génome entier. En considérant 1’ensemble des
patients séverement et modérément atteints le génotypage de 383 marqueurs fluorescents espacés
tous les 10 cM n’a pas montré de marqueur significativement li¢ a la pathologie.

En ne considérant que les individus ayant I’atteinte la plus sévére, 86 marqueurs, soit 22
% du génome, ne pouvait étre exclus. La puissance statistique de cette famille n’était plus

suffisante en ne gardant que les individus les plus séverement atteints.

11.C.4. Approche généalogique du rétrécissement aortique.

Afin d'augmenter la taille la famille A., nous avons recherché dans le fichier hospitalier du
CHU de Nantes, les patients opérés de rétrécissement aortique et originaires de la commune de la
famille A. Nous avons ainsi pu identifier 15 nouveaux patients. Nous avons également réalisé une
recherche systématique du rétrécissement aortique dans la population dgée de plus de 60 ans et
originaire de la commune de la famille A. Lors de ce screening, nous avons examiné 199
personnes. Nous avons ainsi pu détecter 53 patients qui avaient une auscultation cardiaque
anormale. Une échocardiographie a été proposée a tous ces patients et 45 1'ont accepté. Cette
échographie a montré la présence d’un rétrécissement aortique serré chez 20 patients. Une forme
non sévere la maladie a été retrouvée chez 11 autres patients. Enfin, nous avons identifié une

bicuspidie aortique chez 2 patients.

Nous avons émis I'hypothése que tous les patients issus de la commune de la famille A.
pouvaient étre reliés au méme ancétre commun qui leurs auraient transmis la maladie. Nous
avons donc réalisé la généalogie ascendante de I'ensemble de ces patients sur plus de 400 ans.
Nous avons ainsi pu identifier un ancétre commun a tous ces patients qui était né en 1650 soit 13

générations plus tot (Figure 99).
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Figure 99 : Arbre généalogique simplifié montrant 48 patients atteints d'une forme sévere de
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rétrécissement aortique. Les patients atteints d'une forme sévere de rétrécissement aortique (en
noir) qui étaient initialement considérés comme non reliés ont pu étre rattachés a un ancétre
commun nés en 1650 soit 13 générations plus t6t. Les patients non atteints ne sont pas
représentés sur I’arbre généalogique. Les cercles représentent les femmes, les carrés
représentent les hommes. Les étoiles indiquent que les patients qui ont éteé opérés d'un

remplacement valvulaire aortique (23 patients).

Afin de s'assurer que le rétrécissement aortique n’était pas lié a une forme familiale
d'hypercholestérolémie ou d'insuffisance rénale dans cette famille, nous avons comparé le taux de
cholestérol et de créatinine chez les patients atteints de cette famille et chez 20 membres de la
famille agée de plus de 65 ans, non-atteints de rétrécissement aortique et appartenant aux méme
fratries.

Le taux moyen de cholestérol était de 5,7 = 1,2 mm/l chez les patients atteints et de 5,43 +
1,3 mm/I chez les non-atteints (ns). Quinze patients €taient traités par des hypocholestérolémiants

chez les patients atteints tandis que neuf I'étaient chez les patients non-atteints.
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Le taux de créatinine était significativement plus élevé chez les patients atteints 97,4 £+ 26
mm/1 contre 77,8 = 18 mm/I (p=0.006).

Parmi les 25 patients qui ont bénéficié d'un remplacement valvulaire aortique 5 ont
bénéficié de pontages coronariens dans le méme temps.

L'analyse du pedigree de cette famille apporte plusieurs éléments en faveur d'un trait
génétique majeure responsable du rétrécissement aortique.

Une transmission liée a I’X peut étre exclue en raison de la transmission dans 21 cas de la
maladie d'un pére a son fils méme si nous n'avons pu déterminer le statut phénotypique du pére et
du fils que dans un seul cas (transmission du patient XII-25 au patient XIII-15).

Un mode de transmission récessif peut également étre éliminé car dans deux cas, nous
avons pu examiner les deux parents d'un enfant atteint et seul un des deux parents était atteint de
la maladie (transmission du patient XII-5 au patient XIII-6 et transmission du patient XII-25 au
patient XIII-15).

De plus, I'analyse du pedigree montre que parmi les 131 membres de fratries dans lesquels
au moins un individu est atteint de rétrécissement aortique 48 individus sont atteints d'une forme
sévere de rétrécissement aortique, 7 ont un rétrécissement aortique non-sévere, 34 n'ont pas
d'anomalie de la valve aortique et enfin nous n'avons pas pu obtenir d'information pour 42
individus.

Dans le noyau initial de la famille A, 1'analyse phénotypique de la génération III a permis
d'identifier 25 descendants d'individus atteints et agés de plus de 50 ans. Parmi eux 11 avaient des
anomalies mineures de la valve aortique qui peuvent étre probablement les premiers signes d'un
rétrécissement aortique en voie de constitution chez ces patients encore trop jeunes pour avoir
une forme complete de la maladie.

Finalement, méme si l'identification du mode de transmission du rétrécissement aortique
dans cette famille est compliquée par l'apparition tardive de la maladie, il semble que le
rétrécissement aortique atteint environ la moiti¢ des descendants d'individus atteints ce qui

suggere fortement une transmission automnale dominant.

238



11.C5. Analyse génétigue de la famille A étendue.

Le lod score théorique dans cette famille a pu étre calculé a 4,874 avec une pénétrance de
90% en prenant en compte les 32 patients atteints de cette famille et 14 patients sains. En effet,
afin de diminuer le risque de phénocopie, seuls les individus atteints d’une forme sévére de
rétrécissement aortique et dont un apparenté de premier degré avait une anomalie de la valve
aortique ont été retenus pour 1’analyse génétique.

Parmi les 86 marqueurs initialement identifiés sur la famille A, les 46 marqueurs
fluorescents les plus cohérents sur cette famille tant au niveau des haplotypes que du test
statistique des lod scores, ont été testés par génotypage sur la famille A étendue.

Parmi ces 46 marqueurs, 17 marqueurs fluorescents restaient cohérents en incluant les
nouveaux individus de la famille A étendue. Ces 17 régions chromosomiques ont été testées par
des marqueurs adjacents, les distances étant accessibles sur la carte génétique du Généthon, les
haplotypes construits, et les lod scores calculés.

Le génotypage de ces marqueurs non fluorescents nous a mené a exclure ces 17 locus

potentiels.

11.D. DISCUSSION.

Ce travail a permis de montrer que, par une approche épidémiologie génétique, il était
possible d'identifier de grandes familles atteintes de pathologie dégénérative. Jusqu'a ce jour,
probablement en raison de l'apparition tardive de la maladie, il n'y avait aucune description de
formes familiales de rétrécissement aortique dégénératif sur valve tricuspide.

L'identification de cinq familles différentes et en particulier d'une trés grande famille
montre qu'il existe des formes héréditaires de cette pathologie.

L’approche d’épidémiologie génétique que nous avons utilis¢é pour identifier les
différentes familles décrites dans ce travail est soumise a des biais. En effet, seules les formes les
plus sévéres de la maladie qui ont conduit & un remplacement valvulaire sont identiées et certains

patients peuvent avoir ¢t€¢ opérés dans d’autres centres. Cependant, le but de ce travail n’est pas
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de constituer une carte exhaustive de la représentation du rétrécissement aortique dans notre
région mais d’identifier les zones de fréquences les plus élevées.

Cette approche a été facilitée dans notre région par le fait que le CHU de Nantes soit le
centre unique de chirurgie cardiaque et par le type de population qui compose la région. En effet,
sur la carte de répartition du rétrécissement du rétrécissement aortique dans notre région, la zone
de plus haute concentration de la maladie est comprise entre le sud de Nantes et la Roche-sur-
Yon d'une part et entre la cote atlantique et Cholet d'autre part. Ces limites correspondent aux
frontiéres d’un isolat sociale et culturelle ancien appelé « vendée Cholettaise ». A la fin du
XVllle siccle, cette région rurale s'était insurgée contre la révolution frangaise, ce qui avait été a
l'origine des guerres de Vendée. Cette société trés catholique et conservatrice était opposée aux
principales villes et particuliecrement a Nantes. Cela a été a l'origine du développement d'une
industrie rurale au cours du XXe siécle. Pour cette raison, il n’y a pas eu de migration de
population du fait de la révolution industrielle, comme ont pu le connaitre d’autres régions. De
plus, dans cette région la densit¢ de population est forte pour une région rurale (60
habitants/Km?) et le taux de fécondité est I'un des plus ¢élevé en France ce qui a pu favoriser le
développement de la maladie.

L'analyse de la répartition de la fréquence de la maladie dans la région montre que les
principales villes ont un taux faible de la maladie. Cela est probablement di au fait que dans ces
villes les migrations de population sont plus importantes. Les zones de haute fréquence sont des
zones rurales et agricoles dans lesquels les populations migrent trés peu. Cependant, on peut
noter que la maladie touche l'ensemble de la Vendée cholletaise. Cela est probablement li¢ a des
migrations de population au sein de cette région. En effet, avant le milieu du XXe siecle, les
paysans n'étaient pas propriétaires de leurs terres mais ils étaient métayers. En conséquence, les
enfants étaient souvent amenés a rechercher du travail dans les villages voisins. Cela a favorisé la

diffusion de la maladie au sein de l'isolat du fait de migrations de proximité.

Une approche de génétique familiale pour une pathologie telle que le rétrécissement
aortique calcifié peut surprendre et pose certaines difficultés. Tout d’abord, il n’y avait jusqu’a
présent aucune description de forme familiale pour cette pathologie et ce travail en est est la
premiére description. Sur le plan méthodologique, I’approche génétique est particuliérement

complexe en raison de la difficulté¢ d’identifier suffisamment de patients vivants en age d’étre
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diagnostiqués. Une approche de génétique inverse basée sur I’existence d’un géne unique
pouvant expliquer une forme trés commune de pathologie valvulaire cardiaque dégénérative est
par conséquent un réel défi.

Notre approche méthodologique est confortée par des approches similaires couronnées de
succes, réalisées sur des populations isolées a 1’aide des pedigrees semblables a la famille A
étendue. Ainsi, la microcéphalie congénitale, la maladie de Parkinson a apparition précoce ou le
diabete de type Il ont permis d’identifier un géne ou un locus pour ces pathologies (Aulchenko Y.
S. et al. 2003a; Aulchenko Y. S. et al. 2003b; Rosenberg M. J. et al. 2002; Sveinbjornsdottir S. et
al. 2000). Par conséquent, la famille A étendue devrait nous permettre d’identifier un locus puis

un gene responsable de la maladie au sein de notre grande famille.

La difficulté majeure de ce projet réside dans I’apparition tardive de la pathologie. Ainsi,
tous les patients atteints pris en compte pour I’analyse de liaison génétique ont au moins 65 ans.
La premicre tentative d’identification d’un locus pour le rétrécissement aortique (sur la famille
A), en incluant sept individus trés certainement atteints mais ne remplissant pas I’ensemble des
critéres cliniques communément admis pour le diagnostic, s’est avérée étre un échec. La révision
des phénotypes a permis d’étre plus stringent mais a entrainé une diminution importante de
I’informativité génétique de la famille.

La seconde difficulté est liée a la fréquence de la maladie dans la population générale (2
% des individus agés de plus de 65 ans) engendrant potentiellement I’intégration de phénocopies
au sein méme de notre famille génétiquement prédisposée au rétrécissement aortique (Stewart B.
F. et al. 1997). Ces phénocopies sont actuellement impossibles a détecter sur le plan clinique et
résultent probablement d’une combinaison de facteurs de risques, fortement modulés par
I’environnement.

En revanche, il ne semble pas exister de facteur environnemental fort capable a lui seul
d’expliquer la survenue trop fréquente de rétrécissement aortique dans commune de la famille A.
puisque certains individus de cette famille atteints d’une forme typique de la maladie ont quitté la

commune depuis des décennies.

L’analyse génétique de la famille A. étendue n’a pas permis, a ce jour, I’identification du

geéne malgré 1’application de critéres cliniques stringents. Cela doit nous amener a reconsidérer
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nos données phénotypiques et 1’approche génétique utilisée. L'hypothése d’une atteinte
autosomique dominante semble forte mais il est probable que la fréquence des phénocopies doit
étre ¢levée.

Plusieurs voies restent possibles pour tenter d’identifier le géne responsable de la maladie.

L’analyse génétique a 1I’échelle du génome entier n’a été réalisée que sur 46 marqueurs
sélectionnés sur la base de leur co-ségrégation dans la famille A initiale. Si par malchance, un des
individus considérés comme atteints initialement se révéle étre une phénocopie, le géne morbide
dans cette famille peut étre situé dans les 78 % du génome exclu aprés ’analyse de liaison
génétique sur la famille initiale.

Afin de rechercher de telles phénocopies, nous avons réévalué les phénotypes des patients
de cette famille. Cette étude montre que I’individu XII.28 pourrait étre considéré douteux
(surface aortique 1.2 cm? gradient moyen de pression 15 mm Hg) alors qu’il est 4gé de 85 ans.
Ainsi de nombreuses régions du génome exclues sur la base d’une recombinaison génétique chez
cet individu pourraient étre reconsidérées.

Nous allons réexaminer les génotypes en excluant cet individu, pour reconsidérer des
marqueurs ¢éliminés apres I’analyse de liaison sur le génome entier.

En parallele, une analyse statistique a 1’échelle du génome entier va étre reprise en
collaboration avec 1’équipe du Centre National de Génotypage, en appliquant des modeles
d’analyse de type non paramétrique éventuellement plus adaptés a notre pedigree. L algorithme
le plus adapté a notre problématique est en cours d’évaluation. Il pourrait s’agir d’un logiciel basé
sur 1’analyse de ségrégation dans des paires de germains. En effet dans notre famille, a
I’exception de la famille A initiale, tous les autres apparentés sont reliés entre eux a plus de
quatre générations en moyenne, et pourraient de ce fait étre considérés comme des individus non
apparentés (dans le cadre du logiciel d’analyse de paires de germains).

Une analyse de déséquilibre de liaison sur I’ensemble du génome pourrait également étre
réalisée car sur le méme type de population elle a permis la mise en évidence d’un locus dans le
diabete de type II (Aulchenko Y. S. et al. 2003a; Aulchenko Y. S. et al. 2003b). Pour réaliser cette

analyse, nous devrons utiliser des marqueurs plus proches espacés tous les 3 cM.
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DISCUSSION GENERALE

Les maladies cardiaques dégénératives sont des pathologies fréquentes dans la population
générale. Elles entrainent par conséquent un cofit élevé en termes de santé publique, ce colt allant
croissant avec le vieillissement de la population. Bien que progressivement des stratégies
thérapeutiques efficaces aient été élaborées, que ce soit avec la mise en place d’un pacemaker
pour les troubles de la conduction dégénératifs ou la prise en charge chirurgicale des
valvulopathies myxoides ou des rétrécissements aortiques, la connaissance de la physiopathologie
de ces maladies reste limitée et il n'existe pas de traitement médical efficace pour éviter leurs
évolutions.

Le but de ce travail a été, par une approche de génétique, de tenter d'identifier les
mécanismes physiopathologiques a l'origine de ces maladies. En effet, méme si les formes
génétiques ne représentent qu'une minorité¢ des patients atteints par ces différentes pathologies,
les formes familiales de ces maladies peuvent donner I'opportunité d'identifier les genes
impliqués dans ces pathologies et donc de pouvoir comprendre les mécanismes a l'origine de la
maladie.

Notre travail sur la génétique des maladies dégénératives cardiaques a permis
l'identification du premier géne de troubles de la conduction dégénératifs et du troisiéme locus
ainsi que du premier gene de valvulopathie myxoide. Ces deux pathologies étaient pourtant
considérées jusqu'a une époque récente comme des maladies dégénératives pour lesquelles la
génétique ne jouait qu'un role trés modeste.

Ce travail doit étre réalisé maintenant car actuellement, du moins en France, la mobilité
géographique des populations est encore relativement faible et il est donc encore possible
d'identifier de grandes familles sur de nombreuses générations. L'approche d'épidémiologie
génétique que nous avons utilisée pour ces différentes pathologies repose entiérement sur la
faible mobilité de la population étudiée. Cette approche nous semble tout a fait prometteuse
puisqu'elle nous a déja permis d'identifier une grande famille atteinte de rétrécissement aortique
ainsi qu'une autre famille atteinte de troubles de la conduction dégénératifs. De plus, elle peut

étre couplée a une approche familiale classique comme nous 1’avons réalisé pour la valvulopathie

243



myxoide mitrale liée au chromosome X. ou nous avons montré qu'il est possible d'identifier de
nouvelles branches familiales par une approche géographique de la maladie. Cette approche a
'avantage de permettre 1'identification de formes familiales d'une maladie de facon systématique
et sans qu'un facteur chance soit nécessaire. En effet, jusqu'a présent dans notre centre, les formes
familiales d'une pathologie étaient identifiées lorsque plusieurs patients d'une méme famille
venaient a étre hospitalisés a peu prés au méme moment. Il est donc probable que de nombreuses
formes familiales ont pu nous échapper.

Bien que 1'approche de type analyse de liaison soit puissante, il est probable que dans le
cas de trés grandes familles remontant sur de nombreuses générations avec une pénétrance trés
tardive est un taux de phénocopies probablement élevé, 1'analyse statistique réalisée au cours
d'une analyse de liaison peut étre prise en défaut. Pour ces familles, d'autres types d’analyses
statistiques sont peut-étre préférables. A ce titre, une analyse de déséquilibre de liaison semble

étre intéressante.

Quelle que soit la maladie étudiée, l'identification de la mutation ne permet pas a elle
seule d'expliquer toute la complexité de la pathologie. Ainsi, avec la méme mutation certains
patients développent une forme sévere de la maladie tandis que d'autres en sont pratiquement
indemnes. D'autres facteurs, génétiques ou environnementaux, jouent un réle majeur dans
I'évolution de la maladie. Nous pensons que notre approche d'épidémiologie génétique doit nous
permettre, a terme, d'identifier de trés grandes familles composées de plusieurs centaines de
patients porteurs de la méme mutation. En effet, il est raisonnable de penser que dans une
population stable géographiquement, un ancétre trés éloigné porteur d'une mutation a pu la
transmettre a de nombreux descendants. Une fois cette mutation identifiée sur un noyau familial
relativement large, un dépistage systématique de la maladie et la recherche systématique de la
mutation dans la population des communes d'ou sont originaires les membres de la famille
devraient permettre d'identifier de nouveaux sujets porteurs de la mutation. Le premier travail que
nous avons réalisé sur la famille de valvulopathie myxoide liée au chromosome X. montre que
cette approche est valide. Une fois les patients porteurs de la mutation identifiés, il deviendra
alors possible de constituer une large banque de données comprenant les informations cliniques,
environnementales et génétiques ce qui permettra ensuite d’évaluer les différents facteurs qui

interviennent sur 1'évolution de la maladie. Il est probable que les facteurs génétiques y jouent un
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réle important et nous pensons que l'identification de ces facteurs pourrait €étre une avancée
majeure dans la compréhension de la physiopathologie puis dans l'identification de nouvelles
voies thérapeutiques pour ces pathologies.

Cette approche est d'autant plus intéressante que les facteurs modulateurs identifiés dans
les formes génétiques des pathologies jouent probablement un rdéle dans les formes non
génétiques ou dans les formes liées a un autre gene. Les nouvelles stratégies thérapeutiques qui
pourraient ainsi étre identifiées pourraient donc probablement s'appliquer a la majorité des
patients atteints de ces pathologies.

Nous n’en sommes donc actuellement encore qu’a la premicre étape du travail qui devra
probablement encore se continuer sur de nombreuses années. L’étape actuelle est pourtant
essentielle car les grands fichiers qui permettront 1’identification des facteurs modulateurs de ces

différentes pathologies puis des nouvelles voies thérapeutiques doivent se constituer maintenant.
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RESUME

Dans cette thése, nous présentons les résultats de nos travaux sur la génétique des
maladies rythmiques et des valvulopathies cardiaques.

Notre travail a permis d’identifier le premier géne responsable de troubles de la
conduction dégénératifs (SCNSA), de ré exprimer la mutation causale pour en faire 1’étude
¢lectrophysiologique et de réaliser une étude des relations phénotype-génotype dans cette
famille. Nous présentons également I’étude de plusieurs familles atteintes de troubles de la
conduction dégénératifs dont une nous a permis d’identifier le troisiéme locus responsable de
cette maladie sur le chromosome 16.

Nous montrons que les relations phénotype-génotype des patients porteurs d’une
mutation du géne SCN5A sont complexes par 1’étude d’une famille dans laquelle la méme
mutation de ce géne peut étre responsable de trouble de la conduction ou d’un syndrome de
Brugada.

Nous présentons également nos travaux qui ont permis 1’identification du premier
gene de valvulopathies myxoides (filamine A) ainsi que d’une grande famille atteinte d’une

forme classique et tricuspide de rétrécissement aortique calcifié.

In this thesis, we present the results of our work on the role of the genetic factors for
cardiac arrhythmias and valvulopathies.

Our work allowed the identification of the first gene responsible for progressive
cardiac conduction defects (SCN5A). We have performed the -electrophysiological
characterisation of this mutation and the analysis of the genotype to phenotype relationships.
We also present the study of several families affected by progressive cardiac conduction
defects. One of these families, allow us to identify the third locus for this disease on the
chromosome 16.

We have also showed that the genotype to phenotype relationships for SCNSA
mutations are complex as in one of the family the same mutation could lead to cardiac
conduction defects or Brugada syndrome.

We also present our works on myxomatous valvulopathies, which allow us to identify
the first gene (Filamin A) for this disease. We also present a very large family affected by a

classic and trileaflet form of calcific aortic valve stenosis.
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