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Avant-propos

AVANT PROPOS

La mort subite d'origine cardiaque représente environ un million de décés annuels aux
Etats-Unis et en Europe (40.000 en France). La fibrillation ventriculaire en est le mécanisme le
plus fréquent [Zheng et al. 2001; Jouven et Escande 2006; Goldberger et al. 2008]. En raison
de l'importance du probléme en terme de santé publique, les possibilités d'obtenir un impact
réel sont considérables : des améliorations mineures (10-20%) dans la détection du risque
pourraient réduire le nombre de victimes de 100.000 ou plus. Le prochain défi sera donc de
découvrir les marqueurs de la mort subite cardiaque dans la population générale (Figure 1).

R =20.000 décés

TVIFV

FE (R
- B

_'M*

- i
m

PV

3 25 20 15 10 5 O 100,000 200,000 300,000

Incidence de la mort subite (%) Nombre de morts subites par an

Figure 1 — Incidence de la mort subite cardiaque aux Etats-Unis au travers de différents groupes a
risque (gauche) et le nombre de morts subites cardiaques dans ces différents groupes (droite)

Un plus grand nombre de morts subites est observé dans les groupes ou le risque est faible, comparativement peu
de cas surviennent dans les groupes a haut risque de morts subites du type infarctus du myocarde associé a des TV
ou FV. IM: Infarctus du Myocarde, TV : Tachycardie Ventriculaire, FV : Fibrillation Ventriculaire, FE ; Fraction
d’Ejection, MC : Maladie des Coronaires, Pop, Population. Modifié d’aprés [Myerburg 1997]

Notre laboratoire, créé par le professeur Denis Escande en 1996, contribue a ces
améliorations par la découverte de nouvelles bases moléculaires et voies de signalisation dans
le domaine cardio-vasculaire. L’institut du thorax fondé en 2004 vise a consolider les relations
entre les cliniciens et les scientifiques. Un des objectifs de cette interaction entre cardiologues,
généticiens et physiologistes est la découverte des bases moléculaires de l'activité électrique
cardiaque normale et anormale. En effet l'identification de mutations conduisant a des troubles
du rythme cardiaque a risque de mort subite est 'un des vecteurs de compréhension de la
physiologie cardiaque. L’'unité Inserm 915 rassemble également les expertises de génomique
des canaux ioniques, de physiologie moléculaire et cellulaire et des animaux transgéniques

indispensable a une vision intégrée de la physiologie et de la physiopathologie cardiaque.
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Avant-propos

Notre hypothése centrale est que le risque d'arythmie fatale est modulé par des variants
génétiques dans des voies importantes de régulation de l'activité électrique cardiaque. Les
canalopathies cardiaques forment un groupe de maladies génétiques rares affectant les
propriétés électriques normales des cellules cardiaques. Cet ensemble inclut le syndrome du
QT long congénital, le syndrome du QT court congénital, le syndrome de Brugada , la forme
héréditaire de la maladie de Lenégre (ou maladie de Lev), les formes héréditaires de
dysfonction sinusale, la tachycardie ventriculaire polymorphe catécholaminergique et les formes

familiales de fibrillation auriculaire.

Ces pathologies génétiques essentiellement de type dominant sont, par définition, liées
a une altération dans un géne unique. Il est communément admis par les cliniciens et les
geénéticiens que I'expressivité de ces pathologies liées a ces génes uniques est extrémement
variable, allant de la non pénétrance a des formes clinigues extrémement séveres. Par
conséquent, des variations dans un gene majeur sont nécessaires, mais pas suffisantes pour
développer une maladie et d’autres facteurs restent a étre identifiés. Ces facteurs peuvent étre
d’origine endogéne (géne a effet mineur) ou exogéne (environnement, mode de vie,
alimentation, etc.). L’identification de ces modulateurs implique une évolution conceptuelle des
modeles génétiques, une rigueur extréme de phénotypage afin de caractériser des variations
d’expressivité et un développement de nouvelles technologies pouvant répondre a ce nouveau
défi.

Mon travail de thése s’inscrit dans ce contexte de recherche appliguée mélant au
guotidien données cliniques, recherche de l'origine moléculaire a 'aide de technologies et de
concepts en constante évolution et compréhension physiopathologique de ces variations
génétiques. L’objectif final est d’appliquer ces recherches afin d’améliorer la prise en charge

des patients.
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Introduction
Hérédité et génétique

|. Hérédité et génétique
Evolution des concepts et des outils

L’évolution du génie génétique au cours des années 70 a permis I'émergence de la
génétique moléculaire. Les années 80 ont vu les premiéres identifications de régions
chromosomiques associées a des maladies génétiques telles que la chorée de Huntington
[Gusella et al. 1983], la mucoviscidose [Knowlton et al. 1985; Tsui et al. 1985; Wainwright et al.
1985; White et al. 1985] ou encore la myopathie de Duchenne [Dubowitz 1986]. En septembre
2008, la base de donnée OMIM® (Online Mendelian Inheritance in Man®) comptabilisait 6487
entrées avec une description phénotypique et I'on disposait des bases moléculaires pour 3770
(58%) d’entre elles [Amberger et al. 2009]. La base de données OMIM® recense environ 70
nouvelles entrées par mois et estime a plus de 1500 le nombre de pathologies génétiques sans
base moléculaire identifiée. Une voie de découverte de nouveaux genes passerait par I'étude
de familles consanguines concernant au moins 1 milliard de personnes dans le monde [Bittles
2001].

Le déterminisme des maladies cardio-vasculaires, bien que complexe, voit sa
compréhension s’améliorer grace au développement de nouveaux outils clinigues et
moléculaires. Dans la plus grande majorité des cas, les maladies cardio-vasculaires ont des
causes multiples, et sont associées a des facteurs de risque (age, sexe, cholestérol, tabagisme,
hypertension). Pour certaines pathologies, une origine génétique est en revanche clairement
établie. Ces formes ou l'implication de la génétique est prépondérante correspondent, selon
leur niveau de complexité, soit a des pathologies monogéniques (a transmission mendélienne),
ou un géne majeur est a l'origine du mécanisme pathologique, soit a des pathologies
multigéniques, ou l'association de plusieurs génes est nécessaire pour développer une

pathologie.

1.1 Modeles génétiques : du modele monogénique au modele
polygénique

La publication de cartes génétiques humaines dans les années 90 et 'achévement du
séquencage du génome humain en 2001 ont permis une croissance exponentielle de la

découverte des génes morbides (Figure 2).
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Figure 2 — Accélération de la découverte de génes morbides entre 1981 et 2002
Modifié d’apres http://www.nih.gov/news/pr/apr2003/Pace.pdf/

Les pathologies monogéniques ont été les premiéres a bénéficier de ces avancées.

Comme leur nom l'indique, elles sont la conséquence de la mutation d’un seul géne. A ce jour

deux approches principales sont utilisées pour identifier ces génes morbides : I'approche

d’analyse de liaison génome entier (ou clonage positionnel) et 'approche géne candidat.

L’analyse de liaison génome entier, consiste a génotyper a laide de marqueurs
polymorphes tous les individus d’'une famille (atteints et sains) sur I'ensemble du
génome et a identifier un locus partagé par tous les patients atteints et absent chez tous
les individus sains. Ces marqueurs polymorphes, au départ les marqueurs RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) [Botstein et al. 1980; Donis-Keller et al.
1987]) ont laissé la place a des cartes de plus en plus denses de marqueurs
microsatellites hautement polymorphes [Weissenbach et al. 1992; NIH/CEPH
Collaborative Mapping Group 1992; Buetow et al. 1994; Gyapay et al. 1994; Murray et al.
1994; The Utah Marker Development Group 1995]

La composition génique de lintervalle identifié est examinée et le séquencgage de cette
région peut révéler limplication d'un nouveau géne et dune nouvelle voie

physiopathologique.

L’approche géne candidat cible un gene présumé impliqué dans la voie
physiopathologique touchée d’aprés les données scientifiques collectées comme son
expression tissulaire, sa fonction ou son étude dans un modéle animal invalidé pour ce
méme géne. Le géne SCN5A est un exemple d’identification de géne morbide dans le

syndrome de Brugada par cette méthode [Chen et al. 1998].
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L’analyse de liaison familiale a permis d’élucider les bases moléculaires a l'origine de
centaines de maladies monogéniques rares. Cependant un nombre considérable de loci
identifiés n’ont pas abouti a I'identification du géne en cause. Ces données suggeérent (i) que la
liaison est due au hasard (faux positif), (ii) que le nombre de génes a explorer est trop important,
(iii) que tous les genes du locus ne sont pas encore identifiés ou (iv) que les régions non-
codantes et les petits réarrangements génomiques (délétions, duplications, inversions), qui
étaient encore peu ou pas explorés et sous-estimés il y a quelques années, pourraient avoir un
réle majeur dans le développement des pathologies. Cette méthode nécessite de disposer de
familles suffisamment grandes, génétiquement informatives, et que la pathologie soit liée a un
ou des génes a effet majeur. Elle permet en effet de démontrer I'implication de variants rares a
effet fort.

Des pathologies trouvent leur explication moléculaire dans une combinaison d’un
nombre réduit de variants (1<n< quelques dizaines). Plusieurs maladies génétiques,
initialement décrites comme monogéniques sont soutenus par un modeéle génétique plus
complexe. En effet des contradictions avec le modéle monogénique de certains cas de rétinites
pigmentaires ont conduit a la mise en évidence d’'un modele digénique [Kajiwara et al. 1994].
Un modele digénique « trialleligue » a été décrit dans le syndrome de Bardet-Biedl ou le
modele récessif présenté initialement ne pouvait pas expliquer certaines transmissions [Beales
et al. 2001]. Une combinaison de 2 ou 3 variants est encore identifiable par des analyses de
lisison comme pour les formes monogéniques mais ou non pas un mais 2 ou 3 loci ont une
liaison significative avec la ségrégation du phénotype.

Le nombre théorigue de génes responsable d’une pathologie est fonction de la variance
phénotypique que va apporter chaque allele. La pathogénie de variants a effet modéré ou
encore appelés « genes de susceptibilité ou de prédisposition » est observable si et seulement
si la combinaison de leur impact phénotypique dépasse un seuil d’apparition de la maladie
(effet seuil). Dans ce modéle chaque variant pris séparément ne peut provoquer un phénotype,
on parle alors de modéle oligogénique'. La maladie de Hirschsprung est un exemple de
maladie oligogénique. Une étude a notamment montré que la présence de trois facteurs de
susceptibilité situés dans 3 loci différents étaient nécessaires et suffisants pour développer la
maladie de Hirschsprung [Gabriel et al. 2002]. Au début de I'année 2009 une étude menée sur
plus de 20 000 individus a pu démontrer que des variants communs répartis dans 30 loci
participaient a des dyslipidémies [Kathiresan et al. 2009].

On parle de modéle polygénigue lorsque la combinaison de dizaines voire de centaines
de variants est nécessaire a l'apparition d’une symptomatologie. L’identification de ces
variations génétiques suppose une puissance statistique plus élevée que pour l'identification de

~

variants a effets plus fort. Cette puissance et donc la probabilité de trouver une liaison est

! Modele oligogénique : modéle génétique dans lequel une maladie est provoquée par un nombre réduit de variants
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fonction du nombre d’individus génotypés, de la finesse du phénotypage et du degré de
variation phénotypique engendré par le SNP (Single Nucleotide Polymorphism). En effet plus la
population étudiée est grande et partage le méme phénotype et plus la probabilité d’identifier
des variants a effet faible sera importante. Une étude menée par le consortium international sur
la schizophrénie a permis d’établir un modéle polygénique pour cette maladie psychiatrique
[Purcell et al. 2009].

Le principe de détection de ces variants a effet faible est de trouver un allele commun
aux individus partageant le méme phénotype. La différence réside dans le nombre de patients a
génotyper (plusieurs milliers) et le nombre de marqueurs a génotyper : les SNPs (plusieurs
centaines de milliers par individu). La mise en place de telles études a nécessité la constitution
de population de grande taille, le développement de nouvelles technologies et de méthodes
d’analyse haut débit (cf. paragraphe 1.2).

On pensait auparavant que les maladies rares pouvaient étre expliquées par
lidentification de variants rares a effet fort et que les pathologies fréquentes comme
hypertension artérielle, étaient associées a des variants retrouvés fréquemment dans la
population générale [Doris 2002] (« common disease common variant» : maladie fréquente
variant fréquent [Risch et Merikangas 1996]). Cependant il est difficile de classer les maladies
génétiques en fonction de leur modele. On parle aujourd’hui plutdt d’'un continuum entre les
formes monogéniques, oligogéniques et polygéniques. En effet, au sein de la majorité des
maladies monogéniques on constate des défauts de pénétrance? et d’expressivité®* que I'on peut
attribuer a la présence de variants a effet mineur [Kaab et Schulze-Bahr 2005]. De méme, un
modele polygénique d’'une maladie fréquente, ou une combinaison de variants a effet faible doit
étre observée pour comprendre le phénotype, ne permet pas toujours d’expliquer tous les cas
rencontrés. Par exemple, des travaux de séquencage menés sur 3 genes candidats d’une
maladie fréquente : I'’hypercholestérolémie, ont montré que dans 16% des cas, des variants

rares pouvaient expliquer cette pathologie fréquente [Cohen et al. 2004].

Outre la cause génétique, I'environnement joue un role dans le déterminisme de la
plupart de ces pathologies. Pour déterminer cela une corrélation du phénotype entre des
patients apparentés et non apparentés peut étre réalisée. Cette approche devient indispensable
et subtile d’autant plus si le but est d’identifier le géne conduisant a un défaut de pénétrance.
L’étude des jumeaux demeure I'approche la plus pertinente pour déterminer I'impact du fond

génétique de I'environnement sur une maladie [Vanscoy et al. 2007].

2 pgnétrance : rapport entre le nombre d’individus porteurs d’'une mutation donnée et malades et le nombre total d’individus
orteurs de cette mutation
Expressivité : variabilité de I'expression phénotypique d’'une mutation
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1.2 Stratégie pour la découverte de variants a effet faible : I’étude
d’association

Pour les maladies communes, une alternative a l'analyse de liaison familiale et a
'approche géne candidat a donc été développée pour identifier des facteurs génétiques de
susceptibilité (a effet faible) : I'étude d’association. Le principe de I'étude d’association est de
trouver une corrélation entre un génotype et un phénotype au travers de l'étude d’une
population. Pour se faire, ces études ont nécessité une évolution des cartes génétiques, des
technologies de génotypage et la constitution de cohortes de patients.

Le but est de détecter le ou les variants génétiques prédisposant a une patholgie en
génotypant des marqueurs génétiques (SNPs) en déséquilibre de liaison avec ces variants, et
dont la position chromosomique est connue. Le déséquilibre de liaison entre un marqueur et le
locus causal se traduit par une association allélique non aléatoire entre un allele du marqueur
et l'allele de susceptibilité du locus causal, indiquant qu’il y a liaison génétique. Les marqueurs
génétiques possédant des alleles préférentiellement présents chez les patients indiqueront que
ces marqueurs sont (i) eux-mémes causals ou (ii) physiquement proches du polymorphisme
impliqué dans la pathologie (en déséquilibre de liaison). La valeur statistique de « P-value » doit
étre faible pour une forte évidence d’association.

Cette approche a été rendue possible a I'échelle du génome entier grace au projet
HapMap. Il a permis le développement de cartes denses de SNPs et d’obtenir des informations
sur leur fréquence, sur leur répartition physique, et sur les groupes de SNPs en déséquilibre de
liaison qui permettent de limiter le nombre de SNPs étudiés (« TagSNP ») [Ardlie et al. 2002;
Morton 2005; The International HapMap Consortium 2005; The International HapMap
Consortium 2007]. Une des premiéres études d’associations appliguées au génome entier
utilisait 100 000 SNPs. Elle semblait & priori d’'une puissance insuffisante mais I'importance de
I'effet du polymorphisme a toutefois permis une association significative [Klein et al. 2005]. La
disponibilité depuis 2005 de « puces » permettant de tester simultanément 300 000 (systéme
lllumina) ou 500 000 SNPs (systeme Affymetrix) sur un grand nombre de patients et contrdles a
permis le développement des études d’associations sur des pathologies trés diverses
[Wellcome Trust Case Control Consortium 2007]. Les technologies d’aujourd’hui permettent le

génotypage de prés d’un million de SNPs et d’accroitre la puissance des études.

Les études d’associations requiérent de grandes cohortes de patients pour déterminer
significativement des régions pouvant contenir des variants communs responsables d’une
prédisposition et mettre en évidence des génes impliqués dans des pathologies communes. En
effet plus on va vouloir identifier des variants a impact phénotypique faible plus on devra
augmenter la taille de la cohorte et/ou augmenter ’homogénéité du phénotype de la population.

Plusieurs possibilités existent quant au choix de la population a étudier. Une étude cas
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contrble permet de comparer la fréquence alléligue de marqueurs entre une population de
patients atteints et une autre saine. Une autre stratégie est d'utiliser les données de populations
issues d’études épidémiologiques (exemples: population KORA: 18 000 individus ou
population Framingham : 66 910 individus). Elles sont phénotypées pour un grand nombre de
parameétres et permettent I'étude de la corrélation entre son génotype et un trait quantitatif. Une
derniére stratégie combine les deux précédentes en ne gardant, au sein d’une population
générale, que les patients situés aux extrémes du trait quantitatif. Cette derniere méthode
demande a ce que les deux populations soient en effectif encore assez important apres la
sélection des cas extrémes. Une méta-analyse de plusieurs populations est souvent réalisée
afin de répliquer les résultats obtenus et afin d’augmenter la puissance de I'étude et pouvoir

ainsi détecter de nouveaux marqueurs de susceptibilité.

1.3 Limites des études d’associations et perspectives

Les publications décrivant une étude d’association se sont multipliées ces 3 derniéres
années. L’interrogation de la base de donnée PubMed recense environ 650 occurrences pour
le terme Whole Genome Association depuis 3 ans sur un total de moins de 1500 (43%).

Aujourd’hui il est admis que ces études sont loin d’expliquer la totalité de la variation
d’'un phénotype et donc de la relation génotype/phénotype des maladies complexes. Une des
limites de ces études est la mauvaise couverture de certaines zones du génome qui pourraient
avoir une implication dans la variabilité du phénotype. En effet on sait que les régions riches en
guanine et cytosine sont peu couvertes par les puces actuelles alors que ces régions
correspondent souvent a des zones régulatrices de genes. Une autre hypothese serait que la
majorité des maladies génétiques complexes suive un modele polygénique et que leur
explication moléculaire se trouverait dans [identification de groupes de marqueurs de
susceptibilité [Purcell et al. 2009]. Il faut ajouter les facteurs d’origine environnementale qui
peuvent se combiner aux effets des variants génétiques.

Ces études nourrissent également des interrogations sur I'application de leurs résultats.
Ces différents points ont été résumés par le Professeur Mandel au cours d’enseignements
dispensés au College de France en novembre et décembre 2006. « Le probleme de
I'application des résultats obtenus a été discuté. lls permettent sans nul doute d’aborder de
maniére entierement renouvelée les mécanismes physiopathologigues des maladies étudiées,
révélant des génes totalement inattendus, ou de fonction inconnue. Mais, dans la plupart des
cas, les effets sur le risque individuel (en terme d’odds ratio) sont faibles ('augmentation du
risque n’est souvent que de 20 ou 30 %), a l'exception des deux génes majeurs de
prédisposition a la dégénérescence maculaire liée a I'adge, ou la présence de 3 ou 4 alléles de
prédisposition multiplie le risque de 15 a 50 fois par rapport & une personne ne portant aucun

des alleles a risque [Rivera et al. 2005]. Mais méme dans ce cas, I'aspect prédictif sera difficile
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a utiliser et aura un effet limité (car 2 tiers des cas surviennent chez des personnes avec un
risque génétique moindre), a moins que des travaux ultérieurs ne permettent de trouver des
stratégies préventives ou thérapeutiques justifiant I'utilisation préalable des tests génétiques
(stratégie de « médecine personnalisée »). D’autre part, le risque d’utilisation incontrélée de tels
tests souléve d’évidents problemes éthiques (il existe déja des offres sur internet dans ce
sens). » Une des réponses a l'absence d’identification de marqueur moléculaire dans des
populations de patients résiderait dans I'existence en nombre important de défauts génétiques
rares non détectés par les méthodes de puces de génotypage [Cohen et al. 2004]. Cette
hypothése nécessite des stratégies trés lourdes et colteuses de type reséquencage

systématique de nombreux génes.

Un des prochains défis est le « génome humain a 1 000 dollars » [Mardis 2006], qui sera
peut étre abordable dans quelques années grace a de nouvelles plateformes de séquencage et
nécessaire pour une prise en charge cliniqgue personnalisée sous une nouvelle ére de «
médecine génomique » [Shendure et al. 2004; Hutchison 2007]. Parmi les nouvelles
technologies de séquencage, on peut citer le pyroséquencage, développé par 454 Life
Sciences, la technologie Solexa, développée par lllumina, et la technologie SOLID pour
Supported Oligonucleotide Ligation and Detection system, développée par Applied Biosystems
[Hutchison 2007]. D’autres approches sont développées comme le séquengage par nanopore.
Un nouveau projet ambitieux a été annoncé début 2008, le projet « 1000 Genomes ». I
consiste a séquencer le génome de 1 000 individus de différentes populations pour identifier les
variations interindividuelles avec une résolution maximale

http://www.1000genomes.org/page.php.

En plus des variations d’'un seul nucléotide (SNP), il a été mis en évidence des
variations de nombre de copies d’ADN (Copy Number Variations, CNV). Elles révolutionnent
nos concepts sur la diversité entre les individus. En 2006, Richard Redon a publié la premiéere
carte répertoriant, sur 'ensemble du génome, les variations du nombre de copies (CNV : Copy
Number Variation) [Redon et al. 2006]. Cette étude a permis de montrer que 12% du génome
varie en nombre de copies (360Mb) avec un peu moins de 1500 régions concernées allant de
quelques Kb jusqu’a plusieurs Mb. Une base de données recense les variations de nombre de
copies pour des segments d’ADN d’une taille supérieure a 1 kb chez des individus contrdles

(Database of Genomic Variants, Toronto, Canada http://projects.tcag.ca/variation) [lafrate et al.

2004; Zhang et al. 2006]. Les données doivent étre interprétées avec précaution puisque pour
l'instant la taille exacte des CNV et les points de cassure ne sont pas délimités avec précision.
Les études futures permettront de déterminer I'importance des CNV dans les maladies
monogeéniques ou ils pourraient contribuer aux variations d’expressivité des mutations

(pénétrance), et dans I'apparition des maladies complexes.
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Il. Repolarisation ventriculaire et mort subite

La repolarisation ventriculaire repose sur un subtil équilibre de courants ioniques
pouvant s’influencer entre eux (Figure 3). La perturbation de I'un de ces flux de charges
positives ou négatives aura une répercussion sur 'automatisme, I'excitabilité, ou la conduction.
Ces anomalies intrinséques ioniques sont appelées anomalies primaires de la repolarisation
ventriculaire par opposition aux anomalies dites secondaires causées par des facteurs
extrinseques. Elles vont étre a l'origine a la fois d'anomalies électrocardiographiques et d'une
instabilité rythmigque pouvant aboutir a une mort subite par fibrillation ventriculaire. Ces
anomalies influent sur la durée ou la morphologie du potentiel d’action (PA) et par conséquent
sur la durée de la repolarisation qui est le déterminant principal de la période réfractaire,
élément électrophysiologique majeur. De nombreux travaux montrent que le substrat
arythmogene repose en grande partie sur la majoration de I'hétérogénéité des périodes
réfractaires que ce soit dans des conditions de durée de repolarisation allongée, courte ou

normale [Antzelevitch 2001a].

Canal (Géne)

Na,1.5 (SCN5A) Canal sodique
dépendant du potentiel

Ca,1.2 (CACNALC) / Ca,1.3 (CACNALD) | Canaux calciques de type L
dépendants du potentiel

It HCN2 (HCN2) / HCN4 (HCN4) Canaux « pacemaker »
hot M K,4.2 (KCND2) / K 4.3 (KCND3)
ho.s e K,1.4 (KCNA4) Canaux potassiques

dépendants du potentiel
Iur = K,1.5 (KCNAS)

lir HERG (KCNH2) / MiRP1 (KCNE2)

K,LQT1 (KCNQ1) / minK (KCNE1)

K1 Kir2.1 (KCNJ2) / Kir2.3 (KCNJ4)

Canaux potassiques

kach Kir3.1 (KCNJ3) / Kir3.4 (KCNJ5) Eggg';‘t’l‘éls ge”tri‘r’)‘;ss)

kTP Kir6.2 (KCNJ11) / SUR2 (ABCCY)

Figure 3 — Représentation des principaux courants ioniques responsables des potentiels d’action
auriculaires et ventriculaires humains et des canaux ioniques associés

V : PA ventriculaire, A : PA auriculaire. En rouge, les courants enregistrés uniquement dans le ventricule, en bleu
uniqguement dans l'oreillette, en violet dans les deux compartiments. Vers le bas les courants entrants et vers le haut
les courants sortants. Ky : Canaux potassiques dépendants du voltage, Kir : Canaux potassiques rectifiants entrants
(inward rectifier). | signifie courant. Modifié d’aprés [Pond et Nerbonne 2001]
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La mort subite cardiaque est un probléme de santé publique majeur puisqu’elle touche
environ un individu sur mille par an dans les pays développés (40 000 cas par an en France)
[Zipes et Wellens 1998; Huikuri et al. 2001; Jouven et Escande 2006]. Elle est définie comme
une mort inattendue et brutale survenant dans I'heure suivant l'apparition des premiers
symptomes. Chez la moitié des victimes, il s’agit de la premiére et derniére manifestation d’'une
cardiopathie sous-jacente méconnue, le plus fréquemment une maladie coronarienne ou une
cardiomyopathie dilatée ou hypertrophique. Le taux de survie est inférieur a 3% en France, on
parle alors de « mort subite récupérée ». Le mécanisme létal est dans 80% des cas un trouble
du rythme ventriculaire causé par linstabilité électrique du cceur: torsades de pointes ou

tachycardie qui peut dégénérer en fibrillation (Figure 4).

Y\_‘\[\—\][\V\/V\/\A/\/\/\/.\N\/\—)W\MMN\AW'—)
A

rythme sinusal  tachycardie ventriculaire fibrillation ventriculaire asystolie

'
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torsade de pointes (tachycardie ventriculaire)

Figure 4 — Mécanismes de la mort subite cardiaque par arythmie ventriculaire

A : La tachycardie ventriculaire (TV monomorphe ou polymorphe, complexes QRS larges, fréguence cardiaque
rapide) peut dégénérer en fibrillation ventriculaire (FV, perte de toute activité électrique organisée des ventricules) et
causer la mort par asystolie. Modifié d’apres [Huikuri et al. 2001]

B : Les torsades de pointes décrivent de torsion autour de la ligne isoélectrique. Elles sont liées a un phénomene de
réentrée ventriculaire (désynchronisation des périodes réfractaires des cellules myocardiques), causée par une
bradycardie importante ou un allongement de l'intervalle QT comme dans cet exemple chez un gargon de 15 ans.
Modifié d’apres [Napolitano et Priori 2002]

On distingue les troubles du rythme cardiaque primaires, sans cardiopathie sous-jacente
(le syndrome du QT long congénital, le syndrome du QT court congénital, le syndrome de
Brugada , la forme héréditaire de la maladie de Lenégre, les formes héréditaires de dysfonction
sinusale, la tachycardie ventriculaire polymorphe catécholaminergique et les formes familiales
de fibrillation auriculaire), des troubles du rythme causés par une maladie structurale cardiaque
(cardiomyopathies dilatée et hypertrophique, dysplasie arythmogene du ventricule droit,
malformations congénitales...) ou associés a des affections génétiques neurologiques ou
musculaires (ataxie de Friedreich, myopathie de Duchenne...) [Roberts et Brugada 2003].
Environ 5 a 10% des cas de mort subite sont attribués aux troubles du rythme sans
cardiopathie sous-jacente. Elle survient surtout chez les sujets jeunes [Wever et Robles de
Medina 2004; Sarkozy et Brugada 2005; Tester et Ackerman 2007]. Une étude clinique et
génétique sur 43 familles ol au moins un membre avait fait une mort subite avant 40 ans a
démontré une arythmie, primaire ou liée a une maladie structurale cardiaque, dans 40% des

cas et pour la majorité une origine génétique a été identifiée [Tan et al. 2005].
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Ces données montrent I'importance de I'identification des bases moléculaires a I'origine
des troubles du rythme. Ces marqueurs permettent la mise en place de diagnostic préventif, en
particulier en cas d'histoire familiale de mort subite, et de développer des stratégies
thérapeutiques autres que le défibrillateur cardiaque largement utilisé [Passman et Kadish
2007].

Le développement de ces arythmies est sous l'influence de variants rares a effet majeur,
mais également de polymorphismes communs [Kaab et Schulze-Bahr 2005]. D’autre part,
'expressivité des mutations semble aussi dépendante du sexe. En effet, on remarque une
disparité de la pénétrance, en particulier pour le syndrome du QT long congénital et le
syndrome de Brugada, qui pourrait s’expliquer par une action des hormones stéroides sur la
régulation des canaux ioniques [Furukawa et Kurokawa 2007], et une expression différentielle
des canaux ioniques [Di Diego et al. 2002]. En situation non pathologique, la différence liée au
sexe est déja visible a I'électrocardiogramme avec une fréquence cardiaque plus élevée, un
intervalle QT plus long, une amplitude et une durée du complexe QRS plus faibles chez les
femmes, ce qui explique en partie une susceptibilité a développer certaines arythmies [Bernal et
Moro 2006].

Le diagnostic de ces pathologies est le plus souvent réalisé suite a un évenement
rythmique puis confirmé par un ECG de surface. L’histoire familiale de mort subite, les
symptémes, éventuellement une exploration électrophysiologique, une épreuve d’effort ou un
test pharmacologique, permettent aux cliniciens d’adapter la prise en charge en fonction du

risque arythmogene.
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[ll. Génétique des troubles du rythme cardiaque primaires

.1 Génétique du syndrome de Brugada

En 1992, Pedro et Josep Brugada, ont décrit une nouvelle entité clinique associant un
aspect typique sur 'ECG, des troubles du rythme et de la conduction, un risque de mort subite
par tachycardie ventriculaire (TV) polymorphe et une présomption d’hérédité [Brugada et
Brugada 1992]. lls décrivent les caractéristiques électrocardiographiques de 8 patients dont 6
hommes. Tous présentent un sus décalage du segment ST persistant visible dans les
dérivations précordiales droites (V1 a V3) supérieur a 0,1 mV, un bloc de branche droit sans

allongement de l'intervalle QT (Figure 5).
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Figure 5 — Electrocardiogramme d’un des 8 patients de la premiére publication décrivant les
caractéristiques clinigues du syndrome de Brugada

L’ECG révele un sus décalage persistant du segment ST dans les dérivations précordiales V1, V2 et V3 supérieur a
0.1 mV ainsi qu’un bloc de branche droit sans allongement de l'intervalle QT.

1.1.1 Description électrocardiographique du syndrome de Brugada

L'aspect électrocardiographique du syndrome de Brugada (SBr) se manifeste par une
élévation du segment ST sur au moins 2 dérivations précordiales droites successives, par un
aspect atypique de bloc de branche droit et par des troubles de la conduction. Trois types sont
différenciés suivant l'intensité du sus-décalage et la morphologie du segment ST. Le SBr de
type | se définit par un segment ST convexe, sus-décalé d’au moins 0,2 mV et suivi d’'une onde
T négative. Celui de type Il se caractérise par un segment ST en selle et surélevé d’au moins
0,2 mV mais pouvant décroitre dans le temps a 0,1 mV. Le SBr de type lll est observé pour un
segment ST convexe ou en selle sus-décalé de plus de 0,2 mV au point J puis de moins de 0,1

mV. Dans ces deux derniers types I'onde T est positive (Figure 6 ; Tableau 1).
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Figure 6 — Représentation des trois types d’ECG, type |, Il et lll observés dans le syndrome de

Brugada
ECG des dérivations précordiales d’un patient SBr ayant survécu a une mort subite cardiaque. Le profil est variable
dans le temps et montre les 3 types de SBr. Les fleches pointent le point J. D’apres [Wilde et al. 2002]

Tableau 1 — Caractéristiques électrocardiographiques des ECG de type |, Il et Il du syndrome de

Brugada
Typel Type 2 Type 3
Point J 22 mm 22 mm 22 mm
Onde T Négative Positive ou Positive
biphasique
Aspect ST-T Convexe En selle En selle ou
convexe
segment ST (portion Décroissance >
terminale) progressive 21 mm <1mm

Modifié d’apres [Antzelevitch et al. 2005b]

Le diagnostic de cette pathologie est souvent difficile en raison de facteurs confondants
potentiels et de lintermittence des anomalies ECG [Antzelevitch et al. 2005b]. Il existe
cependant des outils pharmacologiques comme les bloqueurs de canaux sodiques permettant
de démasquer l'aspect de type | chez des individus ne présentant aucun des signes
électrocardiographiques décrits ci-dessus ou chez un individu montrant un SBr de type Il ou I
(Figure 7). Ces bloqueurs font partie des antiarythmiques de classe Ic et sont administrés en
perfusion continue sur 10 min, lajmaline (1 mg/kg) ou la flécainide (2 mg/kg) pour
« démasquer » le syndrome [Brugada et al. 2000; Wolpert et al. 2005a]. La pénétrance passe

d’environ 32% a 79% avec I'utilisation de ces bloqueurs des canaux sodiques [Hong et al.
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2004]. Chacune de ces molécules posséde des limites : la flécainide serait moins efficace et
produirait des faux négatifs [Wolpert et al. 2005a], alors que I'ajmaline entrainerait des faux
positifs [Hong et al. 2004].
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Figure 7 — ECG montrant I’action « démasquante » des antiarythmiques de classe Ic : ’ajmaline et
la flécainide dans le syndrome de Brugada

A gauche : ECG des dérivations précordiales avant et aprés injection intraveineuse d’ajmaline. A droite : ECG des
dérivations précordiales avant et aprés injection intraveineuse de flécainide. Induction d’un sus décalage du segment
ST, caractéristique du SBr, par injection d’ajmaline et de flécainide chez un méme patient. D’apres [Wolpert et al.
20053]

l.1.2 Epidémiologie

D’aprés la seconde conférence de consensus le syndrome de Brugada touche environ 1
caucasien sur 2000 (0,05% de la population générale), cette prévalence varie selon les études
et peut aller jusqu’a 0,12% [Gallagher et al. 2008] (individus ayant un SBr de type 1) voire
0,19% a 0,58% si 'on compte les aspects de type Il et Ill. La variation de cette prévalence peut
se comprendre par la faible pénétrance du SBr: environ 32%. Cette pénétrance peut étre
augmentée par l'utilisation d’un test pharmacologique et passer a 79% [Hong et al. 2004]. L'age
moyen d’apparition des premiers symptémes est en moyenne de 40 ans avec une distribution
trés hétérogéne (de 2 jours a 84 ans) [Antzelevitch et al. 2005b]. Le SBr touchent
préférentiellement les hommes : 72 a 80% des cas selon les études [Eckardt 2007; Benito et al.
2008].

Ce syndrome génétique est la premiére cause de mort subite chez les jeunes sans
cardiopathie sous jacente ce qui représente environ 1600 déces par an en France [Antzelevitch
et al. 2005a].
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1.1.3 Symptomatologie

Les patients souffrant d’'un SBr sont sujets a des troubles du rythme ventriculaire se
déclenchant au repos, pendant le sommeil ou lors de stimulation vagale. A ces criteres doivent
s’ajouter un des critéres suivants : des antécédents de tachycardies ventriculaires polymorphes
documentées, des syncopes, une tachycardie ventriculaire par stimulation programmée, une
histoire familiale de mort subite avant 45 ans ou un aspect ECG de SBr dans la famille.

Les conséquences rythmiques encourues sont des risques élevés de troubles du rythme
ventriculaire sévéres comme la tachycardie ventriculaire polymorphe ou la fibrillation

ventriculaire responsables de syncopes et de morts subites [Antzelevitch et al. 2005a].

.1.4 Propriétés structurales cardiaques

Une des propriétés importantes pour la pose du diagnostic du SBr est la normalité
structurale du cceur. Une échocardiographie doit étre réalisée systématiquement. Certains
centres pratiquent des biopsies ventriculaires afin de s’assurer du caractére non fibrosé du tissu
et d’établir un diagnostic différentiel avec la dysplasie arythmogéne du ventricule droit (DAVD)
[Frustaci et al. 2005].

.15 Diagnostic différentiel

Afin d’établir le diagnostic du SBr chez un patient, 3 critéres doivent étre réunis :
posséder un aspect électrocardiographigue de type I, étre symptomatique ou avoir un de ses
membres de sa famille symptomatique et une absence d’anomalie structurelle a
I'échocardiographie. La présence de ces trois criteres est primordiale afin de pouvoir
différencier un SBr d’'une DAVD ou d’un syndrome de repolarisation précoce (SRP) (Tableau 2).

La DAVD est caractérisée par un sus-décalage du segment ST et une TV polymorphe
associée a une fibrose du ventricule droit [Calkins 2006].

Le SRP est un nouveau syndrome de la mort subite cardiagque par fibrillation
ventriculaire (FV) sur cceur sain. Il se caractérise par une élévation de la jonction QRS-ST avec
un point J 2 0,1 mV dans les dérivations latérales (V4-V6, D1, aVL) ou inférieures (DI, DI,
aVF), ou un défaut a la fin du complexe QRS (encoche ou empatement). Cet aspect
électrocardiographique a été retrouvé plus fréquemment chez les patients avec une FV (31%

versus 5%) que dans une population contrble [Haissaguerre et al. 2008].
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e Diagnostic différentiel entre le SBr et la DAVD

Le SBr partage avec la DAVD le sus-décalage du segment ST, les tachycardies
polymorphes (30% des cas de DAVD), des troubles de la conduction, I'atteinte principalement
masculine et 'age de diagnostic [Corrado et al. 2001]. A linverse, les loci et les génes
impliqués sont différents, la morphologie et la fonction cardiaque sont changées dans la DAVD,
enfin les patients souffrant de DAVD déclenchent le plus souvent des tachycardies
ventriculaires monomorphes (70%) dans un contexte catécholaminergique ou d’exercice.
Devant ces critéres bien définis et les distinctions que I'on veut bien accorder, il existe dans la
littérature des ponts entre ces deux pathologies. Un patient atteint d’'un SBr avec d’importants
troubles du rythme a da étre transplanté, une fibrose du ventricule droit a été observée [Ayerza
et al. 2002; Coronel et al. 2005]. De plus Corrado et al. rapportent le cas de 13 individus morts
subitement pour lesquels 'TECG montrait un sus-décalage du segment ST et un bloc de
branche droit. Leur déces est survenu pendant une période de repos et de sommeil pour 11
d’entre eux [Corrado et al. 2001]. Ces signes cliniques rappellent ceux du SBr, cependant 12
présentaient une dysplasie myocardiqgue. De méme Frustaci et al. ont montré chez 18 patients
atteints d’'un SBr avec un cceur apparent structurellement normal, une myocardite ou une

atteinte structurale a un stade précoce [Frustaci et al. 2005] .

o Diagnostic différentiel entre le SBr et le SRP

Le SBr et le SRP rassemblent plusieurs caractéristiques comme la fibrillation
ventriculaire, les syncopes, la moyenne d’age de diagnostic, la prédominance masculine, le
cceur structurellement sain et I'héritabilité [Haissaguerre et al. 2008]. De facon intéressante
certains tests pharmacologiques provoquent le méme phénotype : les bloqueurs de canaux
sodiques et les B-bloquants entrainent une élévation du segment ST alors que I'isoprotérénol
diminue ce sus-décalage [Di Grande et al. 2008]. Les dérivations dans lesquels sont observés
ces deux syndromes difféerent: a linverse du SBr le syndrome de repolarisation précoce
s’observe dans les territoires inférieur et latéral gauche. Le sus décalage dans le SRP se limite
au point J et se caractérise par une encoche ou par une absence de retour a la ligne
isoélectrique.

La question du continuum entre SBr et SRP a été posée par Di Grande [Di Grande et al.
2008]. Depuis 2008 les travaux de Sarkozy et de Letsas ont montré que respectivement 11% et
12% des patients atteints par le SBr (vs 1-6% dans la population générale) présentaient aussi
une repolarisation précoce dans leurs dérivations inféro-latérales [Letsas et al. 2008; Sarkozy et
al. 2009]. Notre équipe a publié en 2002 le cas d’'une femme avec un sus décalage du segment
ST présent avant et aprés test a la flécainide et visible dans les dérivations inférieures [Potet et

al. 2003].
-29 -



Introduction

Génétique des troubles du rythme cardiaque primaires

Tableau 2 — Comparatif clinique, génétique et pharmacologique du syndrome de repolarisation
précoce, du syndrome de Brugada et de la dysplasie arythmogéne du ventricule droit

clinique

sus-décalage point J/ST

dérivations

type de tachycardie
ventriculaire

trouble de la conduction

prédominance
féminine/masculine

atteinte structurale du coeur

contexte des arythmies

moyenne d'age de dépistage

Héritabilité

cas clinique chevauchant

prévalence

génétique

genes/loci connus

pharmacologie

blogueurs canaux sodiques

béta-bloquant

isoprotérénol

lidocaine /mexiletine

verapamil

amiodarone

quinidine

Syndrome de

Dysplasie

b arythmogeéne du
Brugada ventricule droit®
30% des cas
V1-V2-V3
monomorphe (70%) -
polymorphe bolymorphe (30%)
BBD
masculine
oui
repos - stimulation adsrtel’:r:grlaiu%l _
vagale giq
exercice
35 - 40 ans

autosomique
dominant et récessif

Corrado et al. et ayerza et al.

1/2000 1/2000 & 1/5000
SCN5A TGF-beta3
GPD1-L RyR2

CACNAILC TMEMA43
CACNB2 JUP

SCN1b DSP
KCNE3 PKP2
SCN3b DSG2

DSC2

— segment ST

peu efficace

peu efficace

Références : a = Syndrome de repolarisation précoce (SRP): [Haissaguerre et al. 2008; Rosso et al. 2008], b =
Syndrome de Brugada (SBr) : [Naccarelli et Antzelevitch 2001; Antzelevitch et Fish 2006; Chinushi et al. 2009;
Belhassen et al. 2009], ¢ = Dysplasie arythmogéne du ventricule droit (DAVD): [Corrado et al. 2001; Gemayel et al.

2001; Corrado et al. 2009].

Légendes : en vert foncé : caractéristiques propres au SRP, en bleu : caractéristiques propres au SBr, en jaune :
caractéristiques propres a la DAVD, en turquoise foncé : caractéristiques communes au SRP et au SBr, en vert clair :
caractéristiques communes au SBr et a la DAVD et en turquoise clair : caractéristiques communes au SRP, au SBr

et a la DAVD. BBD = Bloc de Branche Droit.
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1.1.6 Bases moléculaires du syndrome de Brugada

Le SBr est une pathologie génétiquement hétérogene puisque 7 génes ont été identifiés
a ce jour (Tableau 3). En 1998, Chen et al. ont mis en évidence 3 types de mutations : faux-
sens, substitution d’'un acide nucléique dans un site d’épissage et un décalage du cadre de
lecture dans le géne SCN5A par une approche géne candidat [Chen et al. 1998] . Ces variants
appartiennent a deux petites familles (n=6 atteints et n=2 atteints) et un cas sporadique
souffrant de fibrillations ventriculaires idiopathiques et présentant un aspect ECG compatible
avec les criteres du SBr. La ségrégation génotype/phénotype démontre le caractére
autosomique dominant de cette pathologie. Une mutation du géne SCN5A est retrouvée chez
environ 15% des patients [Priori et al. 2000a; Wilde et al. 2002; Schulze-Bahr et al. 2003]. En
2008, un travail de Thomas Zimmer et Ralf Surber recensait 119 mutations dans le canal
sodigue cardiaque Na,1.5 [Zimmer et Surber 2008].

Des travaux de recherche de réarrangements dans le gene SCN5A ont été menés par
I'équipe de Connie Bezzina et Arthur Wilde mais sans succés démontrant que cette hypothése
ne pourrait expliquer que de tres rares cas [Koopmann et al. 2007]. Une corrélation a été
recherchée entre des variants dans le promoteur du géne SCN5A et le sus décalage du
segment ST. Un haplotype, présent dans environ 20% de la population asiatique, est associé a
l'allongement des intervalles PR, QRS, a I'élévation du segment ST et réduit I'expression du
canal sodique in vitro. Cet haplotype est particulier de I'ethnie asiatique ce qui corréle avec la

forte incidence de SBr dans cette région du monde [Bezzina et al. 2006].

Cependant, environ 80% des cas ne peuvent pas étre expliqués par ce gene suggérant
I'existence d'autres genes morbides et de I'hétérogénéité de ce syndrome. En 2002, London et
al. ont identifié, dans une grande famille, un nouveau locus, Brugada Syndrome 2 (SBr2),
proche de SCN5A sur le chromosome 3 (3p22-25) [Weiss et al. 2002]. En 2007, une approche
familiale a permis d’identifier une mutation p.A280V sur le géne glycerol-3-phosphate
dehydrogenase like (GPD1L) appartenant au locus SBr2 [London et al. 2007]. Des études
suggérent que ce variant altére l'adressage des canaux sodiques Na,1.5 a la membrane
expliquant la diminution de densité de courant sodique cardiaque [London et al. 2007; Valdivia
et al. 2009]. Aucun autre variant de ce géne n’a été retrouvé a ce jour en relation avec un SBr.
Seules 3 mutations ont été décrites dans le syndrome de la mort subite du nourrisson [Van
Norstrand et al. 2007].

Trois autres approches géne candidat ont abouti a l'identification de nouveaux génes
pour le SBr. Elles n’expliquent que de rares cas. Quatre mutations dans les génes CACNALC et
CACNB2 codant respectivement les sous unités a et B du canal calcique Ca,1.2 provoquent

une perte de fonction [Antzelevitch et al. 2007] et uniquement le « phénotype Brugada » alors
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gue 3 autres mutations ménent au phénotype chevauchant de SBr et QT court. Deux variants
dans le géne SCN1b, une sous-unité 3 du canal sodique cardiaque ont été révélés par notre
équipe et réduisent ce méme courant [Watanabe et al. 2008]. Une mutation a été identifiée
dans le géne KCNE3 (R99H) codant une sous unité B d’'un canal potassique MiRP2. Delpon et
al. montrent la co-immunoprécipitation entre MiRP2 et K,4.3 (sous unité a) et le gain de fonction
engendré par la mutation sur le courant |y, [Delpon et al. 2008]. Un cas sporadique a été décrit
avec une mutation dans la sous-unité B3 de Nayl.5 codée par le géne SCN3b entrainant de
nouveau une perte de fonction du canal sodique cardiaque. Le mécanisme est double puisque
la mutation L10P de la sous unité 33 modifie les propriétés biophysiques du canal ainsi que son
adressage a la membrane [Hu et al. 2009]. L’implication potentielle de la sous unité B3 dans les
troubles du rythme chez ’homme avait été suggérée par I'exploration électrophysiologique de la
souris invalidée pour SCN3b [Hakim et al. 2008].

Tableau 3 — Geénes identifiés dans le syndrome de Brugada

% patients | .o Geéne Protéine, Effet des Transmission
SQTL fonction/courant mutations

Na,1.5 (canal

SBr1 25% 3p21 SCN5A? sodique ), 4 Ina AD, Sp

dépolarisation/Ina

SBr2 rare 3p24° GPD1L® GPDI1L b Ina AD
Ca,l1.2 (canal

SBr3 1-2% 12p13.3 CACNA1C" calcique a1C), Vlcat AD

dépolarisation/lca.L

Cavf32b (canal
SBr4 1-2%  10p12.33 CACNB2b° calcique B2b), Vlcar AD, Sp
dépolarisation/lc,..

Na,p1 (canal sodique L
Bl)v |Na Na

MiRP2 (canal
SBr6 rare  11q13-q14 KCNE3' potassique B), lio AD
repolarisation/l

SBr5 rare 19913.1 SCN1b° AD

Na,p3 (canal sodique L
Na

9
SBr7 rare 11g23.3 SCN3b £3), Ina

Sp

AD : Autosomique dominant, Sp : Sporadique. Références : a =[Chen et al. 1998] ; b = [Weiss et al. 2002] ; ¢ = [London et
al. 2007] ; d = [Antzelevitch et al. 2007] ; e = [Watanabe et al. 2008] ; f = [Delpon et al. 2008] ; g = [Hu et al. 2009].

En résumé un diagnostic moléculaire est posé dans moins de 30% des cas alors que le
caractére héréditaire est sans conteste. La recherche de nouvelles bases moléculaires se fait
principalement par une approche géne candidat. Cette derniére s’avére peu puissante du fait
du nombre de variants faux-sens, non-sens, ou CNVs retrouvés chez un individu sans que
ceux-ci ne provoguent un phénotype. En effet un travail mené par le Sanger Institute rapporte
que le séquengage de I'ensemble des exons du chromosome X de 18 patients révele 22
variants non-sens, 983 variants faux-sens, 15 variations géniques décalant le cadre de lecture
et 13 variants altérant I'épissage de 'ARNm [Tarpey et al. 2009].
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L’analyse d’autres génes est en cours au laboratoire avec toutes les précautions
qu’implique cette stratégie : vérification de la fréquence du variant, de la ségrégation familiale,
de son effet dans un modele de réexpression. La faible pénétrance rend difficile le recrutement
de grandes familles pouvant servir a réaliser de la génétique inverse et remonter alors, a des

genes a effet fort inaccessible par la méthode des génes candidats.

l.1.7 Relation génotype/phénotype

Les mutations dans le géne SCN5A reste de loin les plus fréquemment identifiées dans
le SBr avec une prévalence d’environ 15%. Cependant aucune relation génotype/phénotype
parfaite n’a été observée au sein d’'une famille suffisamment informative. Plusieurs hypothéses
peuvent étre émises.

La faible pénétrance (32%) conduit a considérer, dans les études familiales, un nombre
élevé d’individus non pénétrants. De plus, la nette prédominance masculine 8 :1 [Benito et al.
2008] et donc l'implication hormonale (testostérone) fausse sans doute le phénotypage puisque
les mutations sont transmises de facon équitable [James et al. 2007]. Matsuo rapporte deux cas
de patients ayant un ECG de type Brugada avant castration, puis une normalisation de 'ECG
apres opération [Matsuo et al. 2003]. Di Diego et al. montre que le courant potassique Iy, est
plus important dans les cellules épicardiques ventriculaires de chien male ce qui laisse
entendre que le gradient transmural entre I'épicarde et 'endocarde est lui aussi augmenté [Di
Diego et al. 1996]. Ces deux hypothéses pourraient expliquer le sus-décalage retrouvé plus
fréguemment chez les hommes et de fait cette prédominance masculine dans le SBr.

L’expressivité d'une méme mutation est variable tant au niveau électrocardiographique
gu’au niveau symptomatique. Enfin l'utilisation des bloqueurs pharmacologiques permettant de
démasquer I'aspect ECG caractéristique n’apporte pas une réponse fiable a 100%. Toutes ces
limites freinent les études pangénomiques familiales et I'identification de nouveaux marqueurs

moléculaires.

1.1.8 Compréhension électrophysiopathologique

Le sus-décalage caractéristique du SBr reflete une hétérogénéité électrique transmurale
accrue entre I'épicarde et I'endocarde. Cet aspect électrocardiographique est retrouvé,
physiologiquement, chez certains rongeurs qui ont un courant l, plus important. Chez les
mammiféres le segment ST est isoélectrique dans les conditions physiologiques. En effet le
courant dépolarisant Ic, est plus développé et atténue la repolarisation a la phase 1 due au
courant l,. Dans les conditions pathologiques, cette balance penche vers un courant I, plus
élevé causé comme dans le cas d’une ischémie ou vers une diminution des courants Ic, et le

gradient augmente. Le systeme nerveux autonome influe sur cette hétérogénéité par la
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modulation de la densité de courant Ic,. Le systéme sympathique augmente le courant Ic, et va
donc réduire le gradient l,/Ic, et par la méme occasion réduire le sus-décalage du segment ST.
A l'inverse le systéme parasympathique va diminuer le courant Ic,, donc augmenter le gradient
et va favoriser la survenue de réentrée de phase 2 [Litovsky et Antzelevitch 1990]. Cela
explique la propension d’événements rythmiques a survenir pendant le sommeil ou la période
postprandiale mais égalemment au printemps période pendant lagquelle le taux plasmatique de
catecholamine diminue [Takigawa et al. 2008].

Dans le SBr, les mutations dans le gene SCN5A induisent une perte de fonction du
canal et donc une diminution du courant sodique entrant lors de la phase 1. Une diminution du
courant sodique entrant crée un déséquilibre de la balance entre courants entrants et sortants
dans I'épicarde du ventricule droit. L’accentuation de I'encoche et la perte du déme épicardique
causeraient un gradient de repolarisation accentué de lI'endocarde a I'épicarde (gradient
transmural) se manifestant a ’'ECG par une élévation du point J et une surélévation du segment
ST. L’aspect est en selle (types Il et lll) si la repolarisation des cellules épicardiques précéde la
repolarisation des cellules endocardiques et des cellules M ou convexe (type ) si 'encoche au
niveau du PA épicardique est trés prononcée et accompagnée d’une prolongation du PA, ce qui

crée une onde T négative sur 'ECG de surface [Antzelevitch 2001b] (Figure 8).

Repolarisation SBr (« saddle-back »,
Normal précoce bénigne en selle)
Gradient TR e 8 Gradient
o $E€=— I fe—as =
PA transmural i [ %~ transmural
transmembranaire ™ + Endo \:_ Endo
< Epi
o0 . OndeJ N
ECG (V2) /\'/k
SBr (« coved », SBr (perte hétérogéne  SBr (ré-entrée de phase 2)
convexe) du déme du PA)
) - .
R Gradient """
\ i Endo
PA i transmural 3 Epi
transmembranaire ! Endo « Epi (réentrée
: ' phase 2)

e AN
|«————1 Dispersion transmurale de repolarisation
I Dispersion épicardique de repolarisation

|-

ECG (V2) ) ‘,}‘ \

\

Figure 8 — Hypothéses sur la modification des PA dans le ventricule droit, expliquant la
manifestation du syndrome de repolarisation précoce bénin et du SBr a ’ECG

PA : Potentiel d’action, Epi : Epicarde, Endo : Endocarde. Dans le cas du syndrome de repolarisation précoce bénin,
on observe un gradient de voltage qui se traduit a 'TECG par une élévation du point J sans étre arythmogéne. Dans le
cas du SBr, I'hétérogénéité des PA dans I'épicarde crée une dispersion épicardique transmurale de la repolarisation
qui favorise les phénomenes de réentrée et les arythmies (TV, FV). Modifié d’apres [Antzelevitch 2001b]
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1.1.9 Stratification du risque

La stratification du risque a pour but d’identifier les patients susceptibles de faire une
mort subite et d’adapter la prise en charge en fonction de leur risque. D’aprés une étude menée
par Brugada et al. parmi les patients ayant fait une mort subite, 69% ont eu de nouveau une
arythmie, 19% parmi les patients ayant un antécédents de syncope et le risque est de 8 % chez
les asymptomatiques. Les individus présentant un ECG de type | ont 7,7 fois plus de risque de
développer un évenement rythmique et le risque de mort subite augmente de 5,5 fois si le
patient est un homme [Brugada et al. 2002]. Des études contradictoires rendent difficile
linterprétation des stimulations programmées et la classification de ces individus en patients a
risque [Priori et al. 2002; Brugada et al. 2003; Eckardt et al. 2005]. Cependant une histoire

familiale de SBr n’entraine pas de risque supplémentaire [Antzelevitch et al. 2005a].

I11.1.10  Traitement et prise en charge

L’apport du diagnostic moléculaire dans la prise en charge des patients atteints du SBr
demeure peu informatif. En effet, contrairement au Syndrome du QT long, la détection d’'une
mutation dans le canal Na,1.5 ne permet pas d’établir un pronostic. Cependant la réalisation de
ce test reste recommandé afin de suivre le plus précocement possible les apparentés et vient
renforcer le diagnostic clinique. Ce manque d’exploitation des mutations sodiques s’explique
par 'absence d’une relation claire génotype/phénotype « mutation SCN5A/SBr », probablement
due a un trop grand nombre de phénocopies et d’individus non pénétrants.

A ce jour, aucun traitement n’a été montré comme complétement efficace face a la
prévention de la mort subite dans le SBr. Cependant plusieurs études montrent que la quinidine
et 'hydroquinidine diminueraient le risque de fibrillations ventriculaires spontanées ou induites
dans le SBr. La prise de quinidine dans ce dernier cas empéche la survenue d’arythmie dans
76% des cas [Belhassen et al. 2004; Watanabe et al. 2005]. Ce bloqueur est non spécifique du
courant transitoire sortant l, [Marquez et al. 2007] car il inhibe également le courant sodique
ainsi que les courants potassiques Iy et l,. De nouveaux agents pharmacologiques pourraient
aider a la prise en charge des patients: le cilostazol et le tedisamil. Ces deux agents
pharmacologiques réduisent le gradient entre les courants |y, et Ic,.

Malgré les données de plus en plus encourageantes des traitements pharmacologiques
seuls, ils ne semblent pas suffisamment efficaces pour se passer de limplantation d'un
défibrillateur automatique face a ces arythmies. Cependant l'intérét de combiner les deux
stratégies thérapeutiques est recommandé dans les cas d’individus implantés d’'un défibrillateur
et présentant de nombreuses syncopes et décharges [Priori et al. 2001].

La prise en charge des patients atteints par le SBr est compliquée par un nombre

important de médicaments susceptibles d’augmenter le risque rythmique chez ces personnes.
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Ces molécules sont aujourd’hui répertoriées dans une revue accepté en juillet 2009 ainsi que
sur le site : www.brugadadrugs.org [Postema et al. 2009].

Le SBr est une cause de mort subite importante chez les jeunes adultes dont le premier
symptome est le plus souvent la mort subite. Les traitements actuels n’offrent pas une totale
efficacité notamment par le fait que le manque de marqueurs moléculaires fiables empéche une
bonne stratification des risques et une prise en charge adaptée. Il reste un travail important
d’identification des prédispositions (génétiques) aux arythmies capables d’aider a la prise de

décision de I'implantation d’'un défibrillateur, seule thérapie communément admise.
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1.2 Génétique du syndrome du QT long congénital

Le syndrome du QT long (SQTL) congénital est une entité clinique décrite il y a 50 ans,
caractérisant un allongement de lintervalle QT (temps entre le début du complexe QRS =
dépolarisation des ventricules et la fin de 'onde T = repolarisation des ventricules) (cf. Annexe
1: paragraphe 1.3.2) reflétant une augmentation du temps de repolarisation ventriculaire. On
observe alors un allongement de la durée du PA ventriculaire. Cette augmentation de la durée
de repolarisation permet la survenue de post-dépolarisations précoces (Early After
Depolarization) responsables d’arythmies ventriculaires polymorphes et en particulier des
torsades de pointes pouvant aboutir a la mort subite par fibrillation (Figure 9) [Jervell et Lange-
Nielsen 1957].

Normal Syndrome du QT long

01s 0.

—  PA ventriculaire Post-
—— ECG P dépolarisation
‘ précoce

R N
0.1s 0.1s
p T
Q
S

s | NIV E QT i

0

e
QRS

Intervalle QT

Figure 9 — Schéma représentant un potentiel d’action ventriculaire et un tracé ECG dans une
situation normale (a gauche) et chez un patient atteint d’'un SQTL (a droite)

Le PA ventriculaire correspond a la résultante de l'activité des canaux ioniques intervenant lors de la dépolarisation
et de la repolarisation d’'un cardiomyocyte ventriculaire. L’intervalle QT de L’ECG refléte l'activité électrique de
surface lors de la repolarisation ventriculaire. Un allongement du PA et donc de lintervalle QT permet la survenue de
post-dépolarisations précoces pouvant entrainer des torsades de pointe et la mort subite. Modifié d’apres [The
Nature Reviews Drug Discovery lon Channel Questionnaire Participants 2004]
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.2.1 Epidémiologie et diagnostic du syndrome du QT long congénital

Sa prévalence est comprise entre 1 sur 5000 et 1 sur 2000 selon les études. La valeur
de lintervalle QT varie selon la fréquence cardiaque et doit étre normalisée afin de pouvoir la
comparer. Plusieurs formules permettent cette correction (QTc) mais la formule de Bazett reste
la plus utilisée [Malik et al. 2008]. Les valeurs limites de la normale peuvent varier selon les
publications : un QT peut étre considéré comme anormal quand il sort des limites que sont 360
et 440 ms pour un homme et 370 et 460 ms pour une femme [Rautaharju et al. 1992; Viskin et
al. 2004; Roden 2008Db]. Le risque rythmique est d’autant plus important que la période QT est
allongée.

Une prédominance féminine est observée dans toutes les études de grandes cohortes,
environ 2/3 des patients atteints d’'un QT long sont des patientes [Splawski et al. 2000; Tester
et al. 2005; Imboden et al. 2006]. Physiologiquement leur intervalle QT est plus long que celui
des hommes mais les causes de cette inégalité ne sont pas trés bien connues. Dan Roden a
démontré que les femmes avaient une réserve de repolarisation moins importante que les
hommes, elles disposent de moins de potassium dans la cellules retardant ainsi la
repolarisation [Roden 1998].

Une composante hormonale est également avancée puisque avant la puberté on ne
constate pas de différence entre les intervalles QT des deux sexes [Rautaharju et al. 1992;
Locati et al. 1998]. Un biais de transmission serait impliqué dans la forte prévalence féminine du
SQTL. L’équipe de Pascale Guicheney a en effet montré une hérédité non mendélienne des
mutations dans les canaux potassiques. La transmission se fait préférentiellement vers les filles

mais également par la mére [Imboden et al. 2006].

1.2.2 Hétérogénéité génétique du syndrome du QT long congénital

Le SQTL est sous-tendu par une grande hétérogénéité génétique : le SQTL est appelé
syndrome de Romano-Ward pour la forme dominante [Romano et al. 1963; Ward 1964], et
syndrome de Jervell et Lange-Nielsen [Jervell et Lange-Nielsen 1957] pour la forme récessive
plus grave et plus rare, ou il est associé a une surdité [Schwartz et al. 2006]. Aujourd’hui plus
de 600 mutations [Kapplinger et al. 2009] ont été décrites réparties sur 12 génes : 5 codent des
sous unités alpha de canaux ionigues KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNJ2 et CACNALC et 7
codent des protéines régulatrices de ces mémes canaux ANKB, KCNE1l, KCNE2, CAV3,
SCN4B, AKAP9 et SNTAL (Tableau 4 ; Figure 10).
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Tableau 4 — Génes identifiés dans le syndrome du QT long congénital (SQTL)

o . Protéine,
0% patients Locus Geéne Effet des

. Transmission
SQTL fonction/courant ~ Mmutations

KLQT1 ou K,7.1

SQTL1 30-35% 11p15.5 2 kcNo1® - (canal pof’)tass'q“e ks AD, Sp, Acq
repolarisation/lks
hERG ou Ky11.1

SQTL2 25-30% 7935-036° KCNH2d  (canalpotassique Tl AD, Sp, Acq

a),
repolarisation/lx,

Nay1.5 (canal
SQTL3 5-10% 3p21° SCN5A® sodique o), INa AD, Sp, Acq
dépolarisation/Ina

ankyrine-B,

_ f g
SQTL4 rare 4925-927 ANK2 ancrage/Inaica

multiple AD

minK ou Isk (canal
SQTL5 ~1% 21g22.12 KCNE1" potassique B), = Iksikr AD, Sp
repolarisation/lks

_ MIiRP1 (canal
SQTL6 rare 21922.12 KCNE2' potassique B), "k AD, Sp
repolarisation/lx,

_ Kir2.1 (canal
KCNJ2! potassique o), Tk AD, Sp
repolarisation/lxy

1723.1-

SQTL7 rare q24.2

Ca,l1.2 (canal
SQTLS8 rare 12p13.3 CACNA1C* calcique a1C), Ica-L AD, Sp
dépolarisation/lca-L

cavéoline-3,
signalisation
SQTLY rare 3p25 CAV3' intracellulaire et INa Sp
ancrage au niveau
des cavéoles

Nayb4 (canal

m

SQTL10 rare 11923.3 SCN4B sodique B4), Ina INa AD
A kinase (PRKA)

SQTL11 rare 7921-922 AKAPQ" anchor protein " ks Sp

(yotiao)

SQTL12 rare 20q11.2 SNTA1° syntrophin, alpha 1 INa Sp
K\LQT1 ou K,7.1

JLNL rare 11p15.5 KcNQi P (canal potassique e AR

a),
repolarisation/lxs

minK ou Isk (canal
JLN2 rare 21g22.12 KCNE1' potassique (), " ks AR
repolarisation/lxs

JLN : Syndrome de Jervell et Lange-Nielsen, AD : Autosomique dominant, AR : Autosomique récessif, Sp : Sporadique, Acq :
Acquis. Références : a = [Keating et al. 1991]; b = [Wang et al. 1996] ; ¢ = [Jiang et al. 1994] ; d = [Curran et al. 1995] ; e = [Wang
et al. 1995b] ; f = [Schott et al. 1995] ; g = [Mohler et al. 2003] ; h =[Splawski et al. 1997]; i =[Abbott et al. 1999] ; j = [Plaster et al.
2001] ; k = [Splawski et al. 2004] ; | =[Vatta et al. 2006] ; m = [Medeiros-Domingo et al. 2007] ; n = [Chen et al. 2007] ; o = [Ueda et
al. 2008] ; p = [Neyroud et al. 1997] ; q =[Splawski et al. 1997] ; r = [Schulze-Bahr et al. 1997].
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Figure 10 — Dessin représentant la douzaine de génes
associés au 12 formes de syndrome du QT long
(SQTL1-12)

Sont écrits en rose des trois principaux genes impliqués
dans le SQTL. La couleur des ceufs correspond a la
fonction du géne: rose pale: rbéle dans un canal
potassique, bleu : réle dans un canal sodique, ivoire: role
dans un canal calcique et vert : role dans le cytosquelette.
Modifié d’apres [Webster et Berul 2008]

Les études fonctionnelles de certaines de ces mutations ont montré des pertes ou des
gains de fonction compatibles avec un allongement de la durée du potentiel d’action (Figure 11).
Selon les études, on estime entre 50% et 80% la probabilité d’apporter un diagnostic génétique
pour un patient [Splawski et al. 2000; Napolitano et al. 2005; Tester et al. 2005]. Pres de 90%
de ces mutations sont concentrées dans les génes codant les sous unités alpha et béta des
canaux potassiques respectivement K,LQT1 (42-50%), hERG (34-45%) et MinK (1-2%), MIRP
(1%).

e
{(LQT3,9,10,12)

A Contréle B SQTL
QT normal QT prolongé
ECG
| | |
, a I :
L | | Ixs (LQT1,5,11) |
LK ! ! Ikr (LQT2,6) !
! N ! Ca2+]i (LQT4)
| [Ca2+]i, e, | [
’ | lca (LQT
Potentiel E | i ! ea ( él}
3 H | 1
d’action i ki, i ks (LQT7)
| |
1 |
| |

Figure 11 — Mécanismes ioniques de la prolongation de I'intervalle QT des formes 1 a 12
La diminution du courant potassique sortant ou augmentation du courant entrant sodique ou calcique prolonge la
durée du potentiel d’action, résultant en un allongement de l'intervalle QT. ECG. Modifié d’apres [Shimizu 2008]

Le SQTL est probablement la pathologie rythmique héréditaire ou la relation génotype
phénotype est la mieux établie. Cette connaissance des liens entre le géene impliqué et la
maladie permet une meilleure prise en charge des patients symptomatiques mais aussi des
apparentés « pré » symptomatiques. En effet, & chaque type de SQTL, de 1 & 12, un géne est
associé, un élément déclencheur d’arythmie décrit et parfois une thérapie adaptée. Un tracé

électrocardiographique typique peut orienter le diagnostic moléculaire vers le séquengage d’'un
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géne précis en premiére intention [Morita et al. 2008]. Trois types d’ECG sont présentés ci-
dessous, chacun possédent une morphologie de l'onde T particuliére conduisant a 3

diagnostics moléculaires différents (Figure 12).

Syndrome du QT long (SQTL)

Figure 12 — ECG caractéristiques du syndrome du QT long
Types 1 (onde T a large base), 2 (onde T de faible amplitude en DIl et léger aspect en double bosse), 3 (onde T
tardive avec long segment ST). Modifié d’aprés [Moss et al. 1995]

111.2.2.1 Les syndromes du QT long de type 1 et 5 : perte de fonction du courant lys

Les SQTL de type 1 et 5 sont la conséquence de mutations dans les genes KCNQ1 et
KCNEL respectivement. Le géne KCNQ1, cloné par Wang en 1996, a été isolé suite a une
approche d’analyse de liaison par Keating en 1991 qui a mis en évidence une région co-
ségrégeant avec le phénotype chez 7 familles [Keating et al. 1991; Wang et al. 1996]. Le gene
KCNEL1 a été découvert comme impliqué dans le SQTL par une approche géne candidat
[Splawski et al. 1997] suite a deux études publiées dans la revue Nature en 1996 [Sanguinetti
et al. 1996; Barhanin et al. 1996]. Elles montrent que la protéine MinK codée par KCNE1 est la
sous unité béta associée a K,LQT1 responsable du courant l,s. Ce courant (l) potassique (K)
rectifiant a une composante lente (Slow) et participe a la phase 3 de repolarisation du potentiel
d’action cardiaque ventriculaire (Figure 11). Les mutations perte de fonction retrouvées dans
ces deux génes expliguent entre 25 et 30% des SQTL congénitaux [Splawski et al. 2000;
Tester et al. 2005]. A l'état homozygote ou hétérozygote composite ces variants sont
responsables d’un phénotype beaucoup plus sévere avec un allongement de l'intervalle QT tres
prononcé, un risque de mort subite accru et une surdité. Ce cas particulier de SQTL a été décrit
antérieurement comme le syndrome de Jervell et Lange-Nielsen. Le SQTL de type 1 ou 5 a un
aspect électrocardiographique typique par son onde T trés large ce qui permet de cibler
'analyse moléculaire vers les génes KCNQ1 et KCNE1 (Figure 12). Un aspect caractéristique

du SQTL de type 1 ou 5 est le déclenchement d’arythmies parfois fatales dans un contexte de
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stress émotionnel ou a une activité sportive et plus particulierement la natation. Un traitement
médicamenteux permet de réduire de 90% le risque de survenu d’arythmie : il s’agit de la prise
de béta bloquant cohérent avec la sensibilité adrénergique du courant l,s [Priori et al. 2004;
Morita et al. 2008] limitant ainsi les décharges d’adrénaline déclencheurs d’arythmies. Les
patients ne répondant pas a ce traitement se voient confrontés a la décision de I'implantation

d’un défibrillateur automatique.

111.2.2.2 Les syndromes du QT long 2 et 6 : perte de fonction du courant Iy,

Les courants I participent a la phase de repolarisation du coeur et permettent le retour
du potentiel de membrane a sa valeur de repos (Figure 11). Sa composante rapide appelé Iy,
qui a pour origine le canal hERG codé par le géne KCNH2 pour sa sous unité alpha et MIRP
codé par KCNE2 pour sa sous unité béta est diminuée chez les patients atteints respectivement
d’'un SQTL de type 2 ou 6. Des mutations perte de fonction dans le géne KCNH2 ont été
décrites pour la premiére fois en 1995 [Curran et al. 1995] et dans le géne KCNE2 en 1999
[Abbott et al. 1999]. Ces variants sont retrouvés aujourd’hui a une fréquence située entre 20 et
30 % chez les patients atteints d’'un SQTL [Splawski et al. 2000; Tester et al. 2005]. Sur 'ECG,
le SQTL de type 2 ou 6 se différencie par une onde T biphasique et sur un plan arythmogéne
les fibrillations sont déclenchées le plus souvent par des stimuli sonores comme les alarmes de
réveil (Figure 12). La performance des [(B-bloquants dans ce cas est moins bonne puisque 23%

des patients observent une récidive de leur trouble du rythme.

111.2.2.3 Les syndromes du QT long de type 3, 9, 10 et 12 : gain de fonction du courant Iy,

A limage du SBr, la survenue de trouble du rythme et de mort subite s’observe
majoritairement pendant le sommeil ou les périodes de repos [Schwartz et al. 2001]. A l'inverse,
le mécanisme moléculaire déclenchant I'arythmie vient d’'une augmentation de courant Iy,
provoqué par des mutations gain de fonction dans le géne SCN5A codant la sous unité o du
canal sodique cardiaque [Wang et al. 1995b] (Figure 11). Ces mutations expliquent entre 5 et
8% des cas [Splawski et al. 2000; Tester et al. 2005]. Elles entrainent un courant sodique
persistant prolongeant la phase de plateau du potentiel d’action qui se traduit par un
allongement du segment ST et une apparence tardive de 'onde T sur 'TECG (Figure 12).

Des mutations dans des protéines partenaires et/ou régulatrices de Nayl.5 ont été
décrites et ménent au méme phénotype.

Quatre variants dans un gene codant une protéine non canalaire, la Cavéoline-3 (CAV3)

(SQTL9) ont été associés a une augmentation du courant Iy, chez des patients souffrant de
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SQTL. Le mécanisme d’altération du courant Iy, par la CAV3 n’est pas déterminé, cependant la
co-immunoprécipitation de CAV3-WT ou mutée et Nay1.5 suggére que linteraction directe ou
indirecte n’est pas altérée [Vatta et al. 2006]. Une des hypothéses avancée est celle d’une
modification de régulation au travers du récepteur B adrénergique de type 2 qui a la fois co-
localise avec la CAV3 et phosphoryle au travers de la protéine kinase A le canal sodique
cardiaque [Rybin et al. 2000]. En effet, chez une patiente, on observe une majoration de
I'allongement de son QT aprés l'inhalation d’un agoniste 2 adrénergique traitant son asthme.

Medeiros-Domingo et al. ont montré en 2007 la morbidité du variant L179F dans le gene
SCN4B (SQT10) codant la sous-unité B4 de Nay1.5. Les études électrophysiologiques menées
pour tester I'effet fonctionnel de ce variant montrent une perte de fonction de la sous-unité 34,
se traduisant par un gain de fonction de Nayl.5 et par conséquent une augmentation de
courant Iy, [Medeiros-Domingo et al. 2007].

Trois patients atteints du SQTL présentent le variant p.A257G dans le géne SNTAl
(SQTL12) codant la syntrophine-al. Il s’agit d’'une protéine cytoplasmique sous membranaire
appartenant au complexe Dystrophine [Guglieri et al. 2005]. L’étude géne candidat menée sur
le géne SNTAL1 vient du travail de Ou et al. qui montrent que la cinétique d’ouverture de Nay1.5
est modifiée par linteraction avec la syntrophine-y2. Cette derniére interagit avec le canal
sodigue par son domaine de fixation PDZ et posséde des similarités avec SNTAL1 [Ou et al.
2003]. L’équipe d’Hugues Abriel est venue compléter ces données en démontrant des
interactions entre Nayl.5 et des protéines du complexe dystrophine dont la syntrophine-al
chez la souris mdx>*[Gavillet et al. 2006]. La mutation SNTA1-p.A257 conduirait & une perte de
fonction de la protéine, perdant ainsi sa capacité a pouvoir réguler négativement le courant Iya.

Une étude de la fréquence des mutations dans ces trois derniers génes permettront de
conclure sur leur taux d’'implication dans le SQTL congénital. Cependant, au vu du nombre de
patients génotypés ces génes ne semblent expliquer qu’'une minorité de SQTL.

Les thérapies pour les SQTL de type 3, 9 10 et 12 restent délicates puisque 'usage de
B-bloguants ne permet pas de réduire significativement le nombre de syncopes et de morts
[Priori et al. 2004]. La décision d'utiliser des bloqueurs de canaux sodiques est difficile a
prendre puisque la mexiletine ou la flécainide normalise la durée du QTc [Benhorin et al. 2000;
Moss et al. 2005] mais augmente le risque de mort subite chez les patients possédant
également un SBr [Priori et al. 2000b]. L’implantation de défibrillateur automatique est
recommandée chez les patients a risque (QTc>500ms, symptomatiques et ne répondant pas

aux traitements pharmacologiques).
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111.2.2.4 Le syndrome du QT long de type 4

Le SQTL4 possede un spectre phénotypique plus large que les précédents : au QT long
atypique s’ajoutent une dysfonction sinusale se manifestant par une bradycardie marquée chez
90% des patients dés la naissance et une fibrillation auriculaire conséquente chez I'adulte, ainsi
qu’'une morphologie particuliere de I'onde T, sinusoidale [Schott et al. 1995]. Ce phénotype
particulier est la conséquence de mutations dans une protéine intermédiaire, I'ankyrin B codée
par le géne ANK2, qui fait le lien entre le cytosquelette et des protéines membranaires du type
canaux ioniques, échangeurs, transporteurs et pompes [Hayashi et Su 2001; Cunha et al. 2007].
Un travail de Peter Mohler sur des cardiomyocytes de souris Ankb™" a montré qu'une perte de
fonction de ANKB modifiait la signalisation calcique [Mohler et al. 2003]. Plus précisément il
s’agit d’'une rupture de l'organisation cellulaire de la pompe sodium Na/K ATPase, de
I'échangeur Na/Ca, et du récepteur a I'lnsP(3) par une altération de leur ciblage et dans une
moindre mesure de leur quantité (Figure 11).

Ces premiéres descriptions faisaient suite a la découverte de la premiére mutation
(E1425G) de L’ ANK2 [Mohler et al. 2003]. Aujourd’hui 8 patients supplémentaires, touchés par
des mutations de ce méme gene, ont conduit a requalifier le SQTL4 en « syndrome ankyrine-
B » (OMIM 600919) du fait de I'nétérogénéité phénotypique rencontrée. En effet la présence
d’un intervalle QT allongé n’est pas systématiquement constatée.

Les syncopes et morts subites constatées font suite a un stress émotionnel ou a de
I'exercice. A ce jour aucun traitement pharmacologique spécifique n’a été indiqué pour les
patients souffrant d’un « syndrome ankyrine-B », seule la pose d’'un stimulateur cardiaque

permet de pallier au caractére arythmogene de la bradycardie.

111.2.2.5 Le syndrome du QT long de type 7 : perte de fonction du courant Iy,

Le SQTL7 est une forme syndromique, il est appelé également syndrome d’Andersen de
type 1. Il se caractérise par une paralysie périodique, une prolongation de l'intervalle QT et des
traits physiques particuliers : petite taille, scoliose, oreilles bas implantées, hypertélorisme,
racine du nez large, micrognathie, clinodactylie, brachydactylie, syndactylie [Plaster et al. 2001;
Tristani-Firouzi et al. 2002]. Le géne KCNJ2 code la protéine Kir2.1 responsable du courant ly,,
utile en fin de repolarisation pour maintenir le potentiel de repos de la cellule. Les mutations de
ce géne prolongent la durée du PA entrainant une surcharge de calcium et par conséquent,
une activation de I'échangeur Na*/Ca** capable de déclencher une post dépolarisation tardive a

'origine de torsade de pointe (Figure 11). Béta-bloquants et bloqueurs de canaux calciques
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sont utilisés en premiére intention et la décision d'implanter un défibrillateur automatique est

prise chez les patients présentant des syncopes ou des morts subites récupérées.

[11.2.2.6 Le syndrome du QT long de type 8 : gain de fonction du courant ICa,L

Le SQTL8 est également dénommé syndrome de Timothy ; il rassemble un large
spectre de malformations, parfois des signes d’autismes et des troubles du rythme. On retrouve
chez ces patients un allongement de l'intervalle QT, parfois des blocs auriculo-ventriculaires
2 :1, des tachycardies ventriculaires polymorphes et des torsades de pointe. On estime a une
vingtaine le nombre d’individus atteints du syndrome de Timothy avec une étonnante
homogénéité génétique puisque le variant de novo CACNAL1C-G406R est retrouvé
systématiquement [Splawski et al. 2004]. Seul un patient, au phénotype cardiaque particulier
car trés sévere possede la mutation G402S [Splawski et al. 2005]. Ces 2 mutations gain de
fonction retrouvées dans la méme région du canal calcique Cay1.2 soulignent l'importance de
celle-ci dans la régulation de I'activité du canal. Splawski et al. suggérent que cette région
jouerait un réle de charniére et donc de fermeture lors de l'inactivation du canal calcique Cay1.2.
Sa mutation laisserait le pore du canal ouvert expliquant le gain de fonction (Figure 11). Cette
surcharge de calcium intracellulaire peut induire des relargages de Ca? du réticulum
sarcoplasmique, lactivation des échangeurs Na'/Ca** et le déclenchement de post-
dépolarisations précoce et tardive a l'origine des torsade de pointe et de la mort subite. Des
bloqueurs de canaux calciques ont été utilisés pour réduire cette surcharge mais ne permettent
pas de diminuer l'allongement du QT [Napolitano et al. 2006]. Devant la sévérité des troubles

du rythme, l'implantation d’'un défibrillateur automatique est souvent requise.

111.2.2.7 Diagnostic moléculaire négatif pour 25% des patients atteints par le SQTL: hypothéeses

Aprés criblage des génes connus a ce jour par les techniques de séquengage classique
ou de recherche d’hétéroduplex, 25% des patients n’ont pas de diagnostic moléculaire associé
a leur SQTL. Une des hypothéses est que la mutation soit bien dans un des génes connus mais
ne soit pas détectable par les techniques classiquement utilisées. Des mutations dans des
régions non codantes [Zhang et al. 2004; Crotti et al. 2009] ou I'existence de réarrangements
dans ces génes pourraient expliguer une partie des phénotypes. A ce jour 4 grands
réarrangements sans ségrégation familiale ont été décrits [Bisgaard et al. 2006; Eddy et al.
2008], seuls les travaux de Tamara Koopman ont permis de montrer une ségrégation d’'une
duplication en tandem de 2 exons [Koopmann et al. 2006]. La fréquence de ces variations

génomiques reste a étudier. Une seconde hypothése serait que les mutations soient situées
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dans des génes encore inconnus. Une 3°™ explication serait la présence de polymorphismes
au niveau des amorces de PCR qui empéchent 'amplification de l'alléle muté [Tester et al.
2006].

Enfin on ne peut exclure l'existence clinique d'un faux positif (QT long acquis) qui
présenterait un intervalle QT long suite a une prise de médicament ou a un état

physiopathologique transitoire [Roden et Viswanathan 2005].

l.2.3 Relation génotype/phénotype

Les études familiales révelent souvent une pénétrance incompléte des mutations, dés
1992 Vincent et al. observaient que la durée de lintervalle QT entre le groupe porteur de la
mutation et non porteur ne formait pas deux ensembles distincts [Vincent et al. 1992]. En effet
les valeurs de la durée de lintervalle QTc se chevauchaient de part et d’autres de la limite de la
normale. Le groupe de Peter Schwartz a étudié la pénétrance de 4 mutations du géne KCNQ1
dans 4 familles et de 4 mutations du gene KCNH2 dans 5 familles. Dans 4 cas il s’agit d’'une
mutation de novo et dans les 5 cas restant la pénétrance oscille entre 25 et 60% [Priori et al.
1999]. Ce méme groupe montre, dans un travail plus récent que la pénétrance est plus
importante dans le SQTL2 et SQTL3, respectivement 70 et 79%, par rapport au SQTL1 et
SQTLS5, respectivement 55 et 33%, [Napolitano et al. 2005]. Ces données suggérent que la
prévalence du SQTL est probablement sous estimée et serait plus proche de 1/2500 [Modell et
Lehmann 2006].

La variabilité des phénotypes observés pose la question d’'un modéle plus complexe que
la simple relation génotype/phénotype égale « une mutation/un phénotype ». Une premiere
explication est la mise en évidence d’hétérozygotes composites chez 3,5 a 5% des patients
mutés et d’'une forme de doubles hétérozygotes chez 6 a 8% [Napolitano et al. 2005; Tester et
al. 2005]. Westenskow et al. ont montré que leur intervalle QT est encore plus allongé et qu’ils
étaient sujets a de plus sévéres troubles du rythme par rapport aux porteurs d'une seule
mutation [Westenskow et al. 2004]. Le séquencgage systématique des principales formes de
SQTL devrait-il étre alors envisagé systématiguement ? Quelques centres de diagnostic
génétique séquencent 'ensemble de leurs patients pour les 3 génes majeurs : KCNQ1, KCNH2
et SCN5A regroupant environ 95% des mutations retrouvées. Ce travail permet d’identifier une
double mutation dans environ 10% des cas [Kapplinger et al. 2009]. Il aurait pour obijectif
d’optimiser la prise en charge du patient (adapter la thérapeutique en fonction des génes
impliqués) et la prévention chez les apparentés mutés pour un des deux voire pour les deux

genes ?
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Ces variants a effet fort peuvent voir leurs conséquences phénotypiques modulées par
des variants génétiques fréquents a effet faible. Cela constitue une des hypotheses pour
expliquer I'héritabilité de la durée de lintervalle QT : 25 a 60% [Russell et al. 1998; Carter et al.
2000; Newton-Cheh et al. 2005; Dalageorgou et al. 2008]. Plusieurs travaux montrent
l'implication de variants a effet faible sur la durée du QT : la présence ou I'absence du variant
fréquent SCN5A-p.H558R modifie de maniére importante I'effet fonctionnel de la mutation
SQTL3 SCN5A-p.M1766L [Ye et al. 2003]. Une des approches pour rechercher ces variants a
effet mineur est I'étude d’association a I'aide de puces pangénomiques SNP.

Par cette méthode, deux consortium ont rechercher une corrélation entre des SNPs
répartis sur 'ensemble du génome et la durée de l'intervalle QT dans la population générale. Le
QTGen consortium regroupe 13685 individus (QTGen consortium regroupe les populations de
la Framingham Heart Study, Rotterdam Study et Cardiovascular Health Study) et la QTSCD
Study rassemble 15842 individus (QTSCD Study regroupe les populations ARIC, KORA,
SardiNIA, GenNOVA et HNR). Des résultats préliminaires d’'une de ces études d’association de
grandes cohortes avaient montré une corrélation entre des SNPs de la région du géne
NOS1AP avec la durée de l'intervalle QT. L’effet de ce modulateur sur la variation de l'intervalle
QT dans la population générale serait de 1,5% [Arking et al. 2006]. Depuis, 7 études ont
répliqué et confirmé cette association et I'implication de la voie de signalisation de l'oxyde
nitrique dans la fonction cardiaque [Aarnoudse et al. 2007; Post et al. 2007; Tobin et al. 2008;
Marjamaa et al. 2009; Eijgelsheim et al. 2009; Raitakari et al. 2009; Arking et al. 2009]. En avril
2009, ont été publiées « back to back » dans la revue Nature Genetics 'ensemble des résultats
de ces deux études d’associations. La taille des populations (environ 15000 individus) a permis
d’isoler chacun 10 loci influencant la durée de l'intervalle QT. Huit loci sont partagés par les
deux études seuls 2 sont propres a chacune. Sur ces 12 loci mis en évidence, 6 sont situés
dans des régions de genes déja identifiés pour des variants a effets fort (KCNQ1, KCNEL1,
KCNH2, SCN5A et KCNJ2) ou faible (NOS1AP) [Pfeufer et al. 2009; Newton-Cheh et al. 2009].
Une méta analyse de ces deux études est en cours afin d’'augmenter la puissance de I'étude et
d’isoler de nouveaux variants a effets, théoriquement, plus faible. Les premiers résultats ont été
publiés en juillet dernier avec la confirmation de I'implication de SNPs dans le géne NOS1AP et

PLN responsable respectivement de 0,82 et 0,74% de la variance de la durée de l'intervalle QT

1.2.4 Stratification du risque

Le SQTL est probablement la pathologie des troubles du rythme héréditaires la plus
avancée concernant sa relation génotype/phénotype. Au-dela de ses 12 génes décrits a ce jour,

la prise en charge a également évoluée en proposant une thérapie adaptée en fonction du géne
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impliqué, ce qui a eu pour conséquence de diminuer considérablement le nombre de morts
subites [Markiewicz-Loskot et al. 2009].

Le groupe d’Arthur Moss a stratifié le risque des patients selon la position des mutations
dans les génes KCNQ1 et KCNH2. Pour les génes codant des canaux ioniques, la présence de
mutations dans le pore engendre un plus grand risque d’arythmies. L’effet dominant négatif
dans le SQTL1 multiplie par 2 le risque de survenue d’arythmies et conduit a un phénotype plus
sévere [Moss et al. 2002; Moss et al. 2007]. Ce diagnostic moléculaire peut venir en aide a la
prise de décision d’'implanter un défibrillateur automatique. L’histoire clinique du patient oriente
sa classification en 3 groupes : le premier groupe a une faible probabilité, le second a une
probabilité intermédiaire et le dernier a une forte probabilité d’étre symptomatique avant 40 ans
et avant traitement [Priori et al. 2003] (Figure 13). Les critéres de stratification sont le genre, les
antécédents personnels de syncope ou de mort subite récupérée et la longueur de lintervalle
QT. Le risque rythmique n’est pas augmenté si un des apparentés a été victime d’'une mort
subite [Kaufman et al. 2008]. De méme le risque n’est pas diminué aprés I'dge de 40 ans
[Goldenberg et al. 2008].

Haut risque
QTc 2 500 ms
(250%) LQTL
LQT2
Homme, LQT3

. ) Lo QTc <500 ms QTc 2500 ms

Risque intermédiaire Femme, LQT2 Femme, LQT3
(30-49%) Femme, LQT3
Homme, LQT3

Risque faible
(<30%)

Figure 13 — Stratification du risque parmi les patients atteints d’'un syndrome du QT long selon
leur génotype et le sexe

Les groupes ont été définis sur la probabilité de survenue d’un premier évenement cardiaque (syncope, arrét
cardiaque ou mort subite) avant I'dge de 40 ans et avant traitement. Une probabilité de 50% ou plus définit le groupe
a haut risque, un risque compris entre 30 et 49% définit le groupe au risque intermédiaire et un risque inférieur a
30% constitue le groupe a faible risque. Modifié d’apres [Priori et al. 2003].
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1.3 Génétique du syndrome du QT court congénital

1.3.1 Epidémiologie et diagnostic du syndrome du QT long congénital

Physiologiquement, la durée de lintervalle QT diminue avec 'augmentation du rythme
cardiaque. Les patients souffrant d’'un syndrome du QT court (SQTC) n'ont plus cette
adaptabilité. Cette diminution de I'intervalle QT observé sur 'ECG reflete un raccourcissement
de la période de repolarisation et du potentiel d’action ventriculaire. En cela le SQTC est
limage miroir du SQTL congénital. Sur un plan clinique également, les valeurs de QT sont
situées a I'extrémité opposée de celles du QT long. Aucun consensus n’est encore admis, on
parle d’intervalle QT raccourci en dessous de 360 ms et d’un intervalle QT court quand il est
inférieur a 320 ms [Viskin 2009]. Une des causes probables de cette discussion est la rareté de
ce syndrome. Dans la population générale lincidence d’'un QT raccourci inférieur a 350 ms
varie de 0.01 a 2.5% [Rautaharju et al. 1992; Moriya et al. 2007; Anttonen et al. 2007]. Un
intervalle QT raccourci ne permet pas de prédire a lui seul le risque rythmique. Cependant
lorsqu’il est accompagné de fibrillation auriculaire, de syncope inexpliquée, de fibrillation
ventriculaire ou d’une histoire familiale de mort subite alors le SQTC peut étre évoqué. La
corrélation entre un raccourcissement de l'intervalle QT, les arythmies et la mort subite date
seulement de 2000 [Gussak et al. 2000]. L’aspect électrocardiographique est caractéristique,
en plus du QTc inférieur a 360 ms, on observe un court voire une absence du segment ST, une

onde T singuliere : haute, étroite et symétrique dans les dérivations précordiales (Figure 14).

[

Figure 14 — ECG caractéristiques du syndrome du QT court
Onde T singuliére : haute, étroite et symétrique dans les dérivations précordiales. D’apres [Schimpf et al. 2008]
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1.3.2 Hétérogénéité génétique du syndrome du QT court congénital :

image miroir du SQTL

Les formes de SQTC ayant une explication moléculaire sont rares, 7 mutations
différentes ont été décrites a ce jour. Elles forment I'’hétérogénéité du syndrome puisqu’elles

sont réparties sur 5 genes déja identifiés dans le SQTL.

La mutation p.N588K dans le géne KCNH2 (SQTC1) fut la premiére décrite, elle
entraine un gain de fonction de la protéine hERG et une augmentation du courant ly. La
conséquence est un raccourcissement du PA et de la période réfractaire. Cette mutation touche
deux familles dans lesquelles on retrouve une fibrillation auriculaire et une histoire familiale de
mort subite [Brugada et al. 2004]. A noter que le SQTL compte parmi ses mutations la
substitution d’'une asparagine en acide aspartique en position 588 (N588D) menant a une perte
de fonction du courant Iy, et un SQTL2 [Curran et al. 1995] (Figure 15).

En collaboration avec I'équipe de Connie Bezzina, nous avons pu associer le SQTC
d'un patient isolé a la mutation p.V307L du géne KCNQ1 (SQTC2). La réexpression de ce
variant montre une augmentation du courant I, qui explique le QTc du patient & seulement
302ms [Bellocq et al. 2004]. Un variant de novo dans ce géne p.V141M a été rapporté comme
responsable de la fibrillation auriculaire et le SQTC par un gain de fonction du courant I, [Hong
et al. 2005] (Figure 15).

Le pendant du SLQT7 a été publié par Priori et al.,, la mutation KCNJ2-p.D172N
(SQTC3) a été retrouvée chez un homme et sa fille au QTc inférieur ou égal a 320 ms. L’étude
électrophysiologique montre un gain de fonction du courant I repolarisant expliquant le
phénotype [Priori et al. 2005] (Figure 15).

En 2007, un projet mené par Charles Antzelevitch a abouti a l'identification de deux
genes supplémentaires CACNALC (SQTC5) et CACNB2 (SQTC4) codant respectivement la
sous-unité o et B du canal calcique Cayl.2. Trois mutations (CACNAL1C-p.A36V, CACNALC-
p.G490R et CACNB2-p.S481L), au phénotype particulier ont été rapportées car les patients
présentent en plus de leur raccourcissement de leur intervalle QT un SBr. Cette fois-ci la perte
de fonction du canal Cayl.2 fait opposition au SQTL8 ou des mutations gain de fonction

expliquent I'extréme longueur de l'intervalle QT [Antzelevitch et al. 2007] (Figure 15).
L’hétérogénéité du raccourcissement du PA dans le myocarde généré par ces défauts

génétiques peut étre le substrat d’'un gradient transmural a l'origine d’arythmie ventriculaire

pouvant conduire a la mort subite.
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0OmVv

=90 mV

Figure 15 — Potentiel d’action ventriculaire chez un sujet sain et atteint d’un SQTC

A. Représentation schématique d’'un potentiel d’action normal et des flux ioniques. B. Avec un gain de fonction des
courants potassiques ou une perte de fonction du courant calcique lca. la durée du potentiel d’action se raccourcit et
lintervalle QT diminue. Modifié d’apres [Brugada et al. 2005].

111.3.3 Traitement

Schimpf et al. ont passé en revue les différentes tentatives de thérapie pharmacologique
[Schimpf et al. 2008]. Les blogueurs du courant Iy, tels le sotalol ou libutilide ne prolongent pas
lintervalle QT. Les flécainides, bloqueurs des canaux sodiques, sont connus pour avoir
également une action sur les courants Iy et I, mais ne permettent qu’une petite augmentation
de lintervalle QT. Seule la quinidine, antiarythmique de classe la, permet une réadaptation de
la durée du QT au rythme cardiaque, une prolongation de la période réfractaire, et de l'intervalle
QT peut-étre par son action sur ls [Gaita et al. 2004; Wolpert et al. 2005b]. Malgré le faible
nombre de patients et le manque de compréhension du mécanisme d’action de la quinidine,

son utilisation semble étre un bon complément a I'implantation du défibrillateur automatique.

1.3.4 Syndrome du QT court acquis

Le risque arythmogéne du SQTL a conduit a caractériser I'impact de nombreux
médicaments sur 'allongement de I'intervalle QT. Le travail de revue de Shah comptabilise plus
de 160 médicaments pouvant prolonger la durée du QT [Bezzina et al. 2003; Shah 2009]. La
preuve récente du risque de mort subite par le raccourcissement de l'intervalle QT oblige une
recherche des pharmacopées réduisant cet intervalle. Ce travail est important pour exclure les
faux positifs et éviter d’induire un substrat arythmogeéene, d’autant plus que certains patients
présentent une prédisposition génétique qui s’exprime par un intervalle QT raccourci mais

restant dans les limites de la normale [Bezzina et al. 2003].
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.4 Les syndromes chevauchants

Sur un plan moléculaire, le SBr, le SQTL et le SQTC possédent des zones de
chevauchement. Plusieurs études portant sur le géne SCN5A font état de phénotypes différents
pour une méme mutation. Plus surprenant encore, ce phénomeéne peut se rencontrer au sein
d’'une méme famille. Sont présentés ci-dessous quelques exemples de ces chevauchements
cliniques revus par Makita [Makita 2009].

e SBr+ SQTL de type 3 + dysfonction sinusale (Figure 16)

e SBr+ SQTL de type 3 + trouble de la conduction (Figure 17)

e SBr+ SQTL de type 3 + trouble de la conduction + dysfonction sinusale
e SBr + dysfonction sinusale

e SBr + paralysie atriale

e SBr + trouble de la conduction

e SQTL de type 3 + trouble de la conduction

Figure 16 - Diagramme de Venn représentant le
phénotype de 41 patients porteurs de la mutation SCN5A-
LQT E1784K

Trente huit ont un allongement de leur intervalle QT (LQT), 11 associé
a une dysfonction sinusale (SND), 5 a un syndrome de Brugada (BrS)
et 4 posséde les trois phénotypes. Un seul patient posséde

2 ( 1 8 uniquement une dysfonction sinusale. D’apres [Makita et al. 2008]

BrS

L’association des phénotypes SBr et SQTL est surprenante du fait que les mutations du

canal Nay1.5 impliquées dans le SBr sont des pertes de fonction du canal et que dans le cas du
SQTL il s’agit de mutations gain de fonction. Des études de la mutation SCN5A-1795insD par
différentes approches, modéle informatique et modéle de souris hétérozygote « Knock-In » ont
montré que la mutation a elle seule est suffisante pour causer plusieurs phénotypes (Figure 17)
[Clancy et Rudy 2002; Remme et al. 2006].

Par ailleurs des variations d’expression phénotypique pourraient étre attribuées en partie
a des effets génétigues modulateurs influant par exemple sur le taux de transcription des

ARNmM du canal Nay1.5, a l'intérieur méme du géne [Bezzina et al. 2006; Yang et al. 2008].
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Trouble de la 3
conduction Phénotype de la

mutation 1795insD

Figure 17 — Diagramme de Venn représentant le caractére chevauchant du phénotype des patients
porteurs de la mutation SCN5A - 1795insD

La mutation SCN5A-1795insD est présente chez des patients atteints de trouble de la conduction, du syndrome de
Brugada et du syndrome du QT long de type3. Modifié d’aprés [Bezzina et al. 1999; Bezzina et al. 2001]

Une étude de la répartition des mutations dans le gene SCN5A montre qu’il n’existe pas
de région associée spécifiguement a un phénotype [Tan et al. 2003] (Figure 18).
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Figure 18 — Représentation schématique de Nayl1.5 et de la répartition des mutations associées a
leur phénotype

Ce diagramme montre qu’il n’y a pas de localisation spécifique des mutations SCN5A en fonction du phénotype (SBr,
Trouble de la conduction, SQTL de type 3 ou syndromes chevauchants).DI : domaine |; DIl : domaine II; DIl :
domaine IlI; DIV : domaine IV. D’apres [Tan et al. 2003]
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En plus du SBr et du SQTL, les mutations SCN5A ont également été trouvées dans

d’autres arythmies ou des anomalies structurales cardiaques telles que :

Les FV idiopathiques [Akai et al. 2000]

La mort subite du nourrisson [Wang et al. 2007]

La dysfonction sinusale [mutations récessives, Benson et al. 2003]

La paralysie auriculaire associée a un SBr [Takehara et al. 2004]

La cardiomyopathie dilatée associée a des anomalies du systéme de conduction
[McNair et al. 2004] ou de la fibrillation auriculaire [Olson et al. 2005],

Les TV monomorphes et anomalies structurales du ventricule droit [mutation
homozygote, Frigo et al. 2007]

L’association d’'un orage rythmique dans un contexte d’infarctus du myocarde
[Hu et al. 2007]

Une étude a laquelle j'ai participé, suggére un nouveau phénotype associé a la mutation

SCN5A-p.R222Q (cf. Annexe 3: paragraphe Ill.2). Elle est responsable de contractions

ventriculaires prématurées, de tachycardies non soutenues et de cardiomyopathie dilatée.

Antzelevitch et al. a également montré limplication du géne CACNALC chez des

patients présentant uniquement un SBr mais aussi chez des patients associant SBr et intervalle
QT court [Antzelevitch et al. 2007].

Ces syndromes chevauchants augmentent la difficulté pour les cliniciens a choisir un

traitement adapté. En effet un traitement a la flécainide (antiarythmique de classe Ic) pour

diminuer la durée de l'intervalle QT dans le cadre d’'un SQTL de type 3 peut déclencher une

surélévation du segment ST caractéristique du SBr et augmenter le risque de développer des

arythmies ventriculaires [Priori et al. 2000b].
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Objectifs de lathese

Génétique des troubles de la repolarisation ventriculaire, nouveaux concepts

Le syndrome de Brugada, le syndrome du QT long et le syndrome du QT court forment
trois entités cliniques distinctes. Ces trois syndromes montrent une hétérogénéité génétique
mais partagent un certain nombre de genes et donc des voies de signalisation. La description
de syndromes chevauchants suggére fortement que la génétique et la physiopathologie des
ces syndromes forment un continuum. Cette nouvelle vision de ces syndromes, loin du modéle
« un géne une maladie » voire « une mutation une maladie », nous améne a imaginer d’autres
concepts et a utiliser d’autres approches technologiques pour appréhender leurs mécanismes.

Je me suis intéressé lors de mon premier projet a la génétique du SBr. Mon premier
travail a porté sur I'étude génotype/phénotype de 13 grandes familles associant mutation dans
le gene SCN5A et le phénotype syndrome de Brugada. Cette étude s’est prolongée par la
recherche de nouveaux génes morbides par des approches familiales et génes candidats.
L’objectif de ce premier projet est de caractériser le modéle génétique du syndrome de Brugada.

Mon second projet a consisté a rechercher de nouvelles variations moléculaires, grace a
de nouvelles technologies, afin d’expliquer 'absence de diagnostic moléculaire dans prés de
25% des patients atteints du SQTL congénital.

Enfin mon dernier projet avait pour objectif d’identifier les bases moléculaires d’'un
nouveau mécanisme conduisant au SQTC.

L’ensemble de mes projets vise a identifier de nouveaux marqueurs de facon a
améliorer et & adapter la prise en charge des patients en fonction de leur génotype. Cette
recherche pourrait servir de médecine prédictive et ainsi mieux prévenir la survenue de morts

subites cardiaques dans nos populations.
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I. Projet 1: syndrome de Brugada : un nouveau modeéle génétique ?

Le SBr est décrit comme une pathologie héréditaire monogénique a transmission
autosomique dominante. Actuellement 7 génes ont été identifiés : SCN5A, GPD1L, CACNALC,
CACNB2, SCN1B, KCNE3 et SCN3b. Les mutations dans le géne SCN5A sont retrouvées chez
environ 15% des patients mais la pénétrance de ces mutations n’est que de 30% [Priori et al.
2000a; Schulze-Bahr et al. 2003]. Une étude multicentrique internationale a estimé la
prévalence des mutations du gene SCN5A a 21% des cas. En effet, sur 2111 patients colligés
atteints d’'un SBr, 438 (21%) sont mutés pour le canal sodique représentant 293 mutations
distinctes (193 faux-sens, 32 non-sens, 38 décalent le cadre de lecture, 21 affectent des sites
d’épissage et 9 sont des délétions ou des insertions ne décalant pas le cadre de lecture). Deux
cents nouvelles mutations ont été ainsi recensées (soumis a Heart Rhythm). On estime
aujourd’hui a plus de 300 le nombre de mutations dans le géne SCN5A associées au SBr.

Le géne SCN5A a été identifié par une approche géne candidat, aucune grande famille
n‘a été recensée montrant une ségrégation parfaite entre une mutation et le phénotype. La
description originale du SBr associait des troubles de la conduction au sus décalage du
segment ST [Brugada et Brugada 1992]. A l'inverse, I'analyse de liaison a permis de mettre en
évidence I'implication du géne SCN5A dans les troubles de la conduction isolés [Schott et al.
1999]. De plus plusieurs travaux montrent que parmi les individus atteints par le SBr, les
porteurs d’'une mutation SCN5A présentent des troubles de la conduction marqués [Smits et al.
2002; Probst et al. 2006; Yokokawa et al. 2007]. La relation génotype/phénotype complexe des
mutations du gene SCNB5A et du SBr suggere que d’autres bases moléculaires de ce syndrome
sont a identifier.

Six autres géenes (GPD1L, CACNALC, CACNB2, SCN1B, KCNE3 et SCN3b) ont été
décrits comme impliqgués dans le SBr. Les premiéres études montreraient que des mutations
dans ces 6 génes n’expliqueraient que de rares cas mais la prévalence de ces génes dans le
SBr n’est pas connue. Notre expérience tend a confirmer ces premiers résultats chez les
individus négatifs en séquence pour le géne SCN5A (Tableau 5). Le géne GPD1L, comprenant
8 exons, a été séquencé au laboratoire chez 60 propositus ou cas sporadiques de type | mais
aucun variant significatif n’a été mis en évidence.

Un travail identique a été mené sur quarante cing patients sur la sous unité a et B du
canal calciqgue Cayl.2, tous présentaient un SBr de type | avec une durée de lintervalle QT
dans les limites de la normale (360 ms < QTc < 440 chez les hommes et 460 ms pour les
femmes). Le séquencage direct des 73 amplicons représentant 'ensemble des exons et
régions bordantes exoniques des génes CACNA1C et CACNB2 a été réalisé. Aucun variant n’a
permis de montrer la morbidité de la protéine Cay1.2 et de sa sous unité 32. La fréquence des

mutations dans le géne SCN1b (SBr5) a été évaluée a une pour 282 patients testés (0.35%)
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[Watanabe et al. 2008]. La littérature décrit une mutation dans le géne KCNE3 parmi 105
propositus [Delpon et al. 2008]. Cependant aucun variant n’a été identifié pouvant expliquer le
SBr parmi 288 de nos patients. Enfin aucun variant n’a été retrouvé dans le géne SCN3b parmi

60 patients.

Tableau 5 — Prévalence des mutations dans les génes du SBr2-7 parmi les propositus de Nantes

Nombre de | Nombre de | Prévalence
Génes Patients mutations du géne
séquencés | trouvées |dansle SBr
GPDI1L 60 0 0%
CACNA1C 45 0 0%
CACNB2 45 0 0%
SCN1b 282 1 0.35%
KCNE3 288 0 0%
SCN3b 60 0 0%

Dans notre expérience, la prévalence de ces 6 derniers genes candidats (SBr2-7) pour
le SBr est extrémement rare et ne peut par conséquent pas expliquer le manque de diagnostic
moléculaire dans environ 80% des cas. Depuis la description du SBr en 1992, aucun marqueur
moléculaire majeur n’a été mis en évidence permettant d’identifier les patients a risque de mort
subite. Le géne SCNb5A retrouvé muté dans 15 a 21% des patients, nécessite des études

supplémentaires afin de caractériser sa relation avec le phénotype du SBr.
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1.1 Projet 1a - Mutations dans le géne SCN5A et role du fond
génétique dans la physiopathologie du syndrome de Brugada

.1.1 Article 1 : objectifs

A défaut d’un marqueur moléculaire pertinant, le géne SCN5A est considéré comme
le géne majeur du SBr avec une prévalence de 15 a 21%. Cependant plusieurs particularités
de sa relation génotype/phénotype suscitent des interrogations quant a son réle dans la
physiopathologie du SBr, comme sa faible pénétrance environ 30% et son absence
d’identification par analyse de liaison. A l'inverse, des mutations du gene SCN5A ont été
impliquées, dans les troubles de la conduction par analyse de liaison, phénotype souvent
associé au SBr. Des défauts de ségrégation de la mutation SCN5A ont été constatés dans
les familles atteintes du SBr que nous étudions. Ce constat a également été réalisé dans les
familles étudiées par les équipes du docteur Pascale Guicheney (Inserm U582, Paris) et du
professeur Arthur Wilde (Amsterdam). Le regroupement des données des 3 équipes a
permis d’étudier la relation génotype/phénotype des mutations SCN5A dans 13 grandes
familles (minimum 5 atteints) atteintes par le SBr. Parmi ces 13 familles, 10 ont été étudiées
a Nantes, 2 a Amsterdam et une a Paris. Dans cette étude jai réalisé I'analyse génétique du

gene SCN5A de 3 patients des familles nantaises ainsi que 3 autres de la famille parisienne.
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ABSTRACT

Background: Mutations in SCN5A are identified in about 20-30% of probands affected by Brugada syndrome
(BrS). However, in familial studies the relationship between SCN5A mutations and BrS remains poorly known.
The aim of this study was to investigate the association of SCN5A mutations and BrS in a group of large

genotyped families.

Methods and results: Families were included if at least 5 family members were carriers of the SCN5A mutation

identified in the proband.

Thirteen large families composed of 115 mutation carriers were studied. The signature type | ECG was present in
54 mutation carriers (BrS-ECG+) (47%). In 5 families, we found 8 individuals affected by BrS, but with a negative
genotype (mutation-negative BrS-ECG+). Among these 8 mutation-negative BrS-ECG+ individuals, 3, belonging
to 3 different families, had a spontaneous type | ECG, while 5 had a type | ECG only after administration of
sodium channel blockers. One of these 8 individuals had also experienced syncope. Mutation carriers had, on
average, longer PR and QRS intervals than non-carriers, demonstrating that these mutations exerted functional

effects.

Conclusions: Our results suggest that SCN5A mutations are not directly causal to the occurrence of a BrS-ECG+
and that genetic background may play a powerful role in the pathophysiology of BrS. These findings add further
complexity to concepts regarding the causes of BrS, and are consistent with the emerging notion that the
pathophysiology of BrS includes various elements beyond mutant sodium channels.

Key Words: Brugada syndrome; SCN5A mutation,
genetics; arrhythmia.

INTRODUCTION

Brugada syndrome (BrS) is an inherited arrhythmia
syndrome with an increased risk of sudden death
resulting from polymorphic ventricular tachycardia
(VT) and/or ventricular fibrillation (VF) in the
absence of gross structural abnormalities.! BrS is
associated with ST-segment elevation in the right
precordial ECG leads, which have such a
characteristic shape (so-called type | ECG, here
abbreviated as "BrS-ECG+", see Methods) that their
presence is required for the diagnosis. A BrS-ECG+
may occur spontaneously or be provoked by sodium
channel blocking drugs. Although BrS and a BrS-
ECG+ are intimately linked, not all patients with a
BrS-ECG+ are at risk of ventricular fibrillation, as
individuals with a BrS-ECG+ exhibit marked
phenotypic variability, ranging from sudden death
victims to individuals in whom a BrS-ECG+ is found
by chance, but who remain asymptomatic.” The
phenotypic variability has spawned studies aimed at
finding modifying factors such as gender, age and
other environmental factors.** Recent experimental
studies support a role of the genetic background,
although clinical observations indicate that the risk
of sudden death of a BrS patient is not increased if
otherwise unexplalned sudden death has occurred
in his/her family.>®

Mutations in the SCN5A gene, which
encodes the pore-forming subunit of the cardiac
voltage-gated sodlum channel, are found in 20-30%
of BrS patients.”® Five other genes (GPDIL,
CACNALC, CACNB2, SCN1B, KCNE3) have been
associated with BrS, but the prevalence of variants
in these genes is yet unknown.®*? SCN5A mutations
may also lead to progressive cardiac conduction
defects (PCCD) long QT syndrome type 3, or atrial
standstill.**** Cardiac conduction defects (PCCD)
and BrS are both associated with a loss of function
of the mutant sodium channel. Accordingly,
"overlap" families who present a mixed phenotype
with features of both diseases exist."**® The
causality of SCN5A mutations in PCCD was proven

by linkage analysis."*'®*® In contrast, SCN5A
mutations in BrS were discovered by a candidate
gene approach and linkage data are still lacking,
with the exception of a large overlap family in which
the causal mutation is linked with a mixed
phenotype.”* Of note, not only is the proportion of
SCNS5A mutation carriers low, but, conversely, BrS-
ECGs+ were reported among members of SCN5A-
positive BrS families who did not carry the familial
SCN5A mutation.?®® Clearly, the association
between BrS and SCN5A mutations is complex. In
the present study, we set out to investigate this
association in a larger group of families.

METHODS

This retrospective study was conducted at the
center of reference for rare arrhythmic diseases of
Nantes University Hospital and at the Academic
Medical Center, University of Amsterdam, in
accordance with the local guidelines for genetic
research and with the approval of the local medical
ethics committees. Informed written consent was
obtained from all patients.

Large genotyped BrS families in which five or more
family members carried a SCN5A mutation were
included for the present investigation. An individual
was defined as affected by BrS if he/she displayed a
BrS-ECG at baseline or after provocation with a
class | antiarrhythmic drug (BrS-ECG+).** A BrS-
ECG+ was defined as a coved-type ST-segment
elevation >0.2mV at its peak followed (without
isoelectric separation) by a negative T-wave in two
or more right precordial leads.”® Either intravenous
ajmaline (1 mg/kg body weight at a rate of 10
mg/min) or flecainide (2 mg/kg body weight in 10
min with a maximum of 150 mg) were used for drug
testing. Drug challenge was not performed in
patients younger than 16 years of age and in those
showing severe conduction defect at rest.
Underlying structural heart disease was excluded by
echocardiography, chest roentgenogram, and
exercise testing. Laboratory tests excluded acute
ischemia and metabolic or electrolyte disturbances.
ECG parameters that were analyzed, before and
after drug testing, were: heart rate (HR), PQ interval
(in lead Il), QRS duration, maximal ST elevation
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(right precordial leads) and QTc duration in V4
(Bazett's formula).

Genetic analysis

Genomic DNA was extracted from peripheral blood
leukocytes using standard protocols. All 28 exons of
SCN5A were amplified by polymerase chain
reaction utilizing intronic primers.26 Polymerase
chain reaction products were screened for a SCN5A
mutation using denaturing high performance liquid
chromatography (dHPLC)-DNA sequencing. DNA
variants were disease causing mutations, rather
than polymorphisms, if they were present in highly
conserved regions of SCN5A and absent in 200
control individuals. Annotation of mutations was
based on the cDNA reference sequence GenBank
NM_198056. Sequencing of the SCN5A gene was
performed in probands and in all mutation-negative
BrS-ECG+ patients.

Statistical analysis

ECG parameters were compared with Student's t-
test. Clinical data are expressed as mean value *
SD for continuous data or proportions for categorical
data. A p value <0.05 was considered significant.

RESULTS

Clinical and electrocardiographic results.

Among a total of 444 genotyped probands with BrS-
ECGs+ in whom molecular screening was
conducted in our international multicenter database,
118 (26%) carried an SCN5A mutation. Thirteen of
them, each with a different mutation (Table 1),
belonged to large families with 25 SCN5A-positive
members. For the present analysis, all the screened
members of these thirteen families were included
and constitute the study population (n=264) (Table
2). A history of sudden cardiac death at young age
was present in 3 families. In the 13 probands, the
workup which led to the diagnosis of BrS was
conducted because of: 1) unexplained syncopal
episode (n=4), 2) ECG performed due to chest pain
(n=2), 3) ECG performed because of palpitations
(n=2), 4) ECG performed for other reason (n=4), 5)
ECG performed because of a family history of
sudden death (n=1). Eleven out of 13 probands had
a spontaneous BrS-ECG+ (type 1), while one
showed a BrS-ECG+ only after drug provocation
(family D) (Figure 1). The last proband (family L)
suffered from sudden cardiac death during car
racing; his brother also died during car racing from
sudden cardiac death and that second event
initiated familial screening.

Genetic analysis of the probands' relatives identified
a total of 115 carriers (Figure 1) of the familial
SCN5A mutation and 149 mutation negative
relatives (mutation negative unaffected individuals
not shown in Figure 1). Totally, a spontaneous BrS-
ECG+ was present in 21 of 115 mutation carriers
(18%) and in 3 of the non-carriers. Provocation
testing, performed in 67 mutation carriers and 63
non-carriers, was positive in 33 additional mutation
carriers and in 5 non-carriers. Thus, among carriers
of the familial mutation the penetrance of the BrS
phenotype increased from 18% at baseline to 61%
after drug testing (54/88 patients). Twenty-five

mutation  carriers received an implantable
cardioverter/defibrillator (ICD).

At baseline, mutation carriers had, on
average, significantly longer PR (193437 vs. 162429
ms, p<0.00001) and QRS intervals (113+20 vs.
95+14 ms, p<0.0001), compared with the non-
carriers (Table 2). There was a higher proportion of
patients affected by a first degree AV block among
carriers (27/115, 23%) than among non-carriers
(4/149, 3%, p<0.001) and a higher proportion of
patients affected by a complete right bundle branch
block among carriers (23/115, 20%) than among
non-carriers (5/149, 3%, p<0.001).

Results in the families with individuals who had
a BrS-ECG+ but did not carry the familial
mutation (mutation negative BrS ECG+)

In 5 of thel3 studied families, 8 individuals showed
a BrS-ECG+, but did not carry the familial mutation
(mutation negative BrS-ECG+ individuals) (Figure 2).
Among them, 3 (each from a different family) had a
spontaneous BrS-ECG+, whereas 5 had a BrS-
ECG+ only after drug testing. One was symptomatic
(syncope) (d2), while the other 7 were asymptomatic
(3 men and 4 women). Drugs or factors leading to
acquired Br-ECG+ have been excluded in these 8
individuals.***’

These 5 families were composed of 44
mutation positive and 61 mutation negative subjects
in total (mutation negative BrS subjects not shown in
Figure 1). Also in this subgroup, mutation positive
individuals had, on average, significantly longer PR
intervals (180+32 ms vs. 158+25 ms, p=0.001) and
QRS durations (107+18 ms vs. 94+15 ms,
p<0.0001) than mutation negative individuals.
Among the non-carriers of these families there were
no significant differences in conduction parameters
between the subjects showing a BrS ECG and the
ones without ST segment elevation (PR: 165+18 ms
vs. 157+26 ms, p=0.3; QRS: 98+14 ms vs. 94+15
ms, p=0.4).

EPS was performed in 5 BrS-ECG non-
mutation patients. The mean HV interval was 50 ms.
Ventricular tachyarrhythmias were inducible in 3 (1
with a spontaneous BrS-ECG and 2 with a BrS-ECG
induced by ajmaline). Signal averaged ECG was
performed in all the mutation negative BrS-ECG+
patients and was negative in al. An ICD was
implanted in these 3 patients. No arrhythmic event
was registered during a 52+42 months follow-up
period.

Genetic analysis in the mutation negative BrS-
ECG+ patients.

To make sure that the Brugada syndrome
phenotype identified in these patients was not
related to another mutation of the SCN5A gene we
have performed a complete sequencing of the
SCN5A gene. This sequencing failed to identify any
mutation.
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DISCUSSION

We set out to investigate the association between
the occurrence of a BrS-ECG+ and carriership of a
SCNS5A mutation. For this purpose, we studied 13
families with BrS-ECGs+ in whom at least 5 family
members carried the familial SCN5A mutation. We
found that this association is complex, as BrS-
ECGs+ were only found in 18% of mutation carriers
at baseline and in 61% after drug testing, and
conversely, 8 individuals had a BrS-ECG, but did
not carry the familial mutation.

These observations may suggest that carriership of
a SCN5A mutation is not causal to the occurrence of
a BrS-ECG+. Historically, the putative role of
SCN5A mutations in BrS is derived from the
identification of loss-of-function mutations in many
BrS syndrome patients throughout the world.”® In
general, affected families are small and genetic
linkage data are lacking, with exception of a large
family with an overlap syndrome where a sodium
channel mutation co-segregated with a complex
phenotype.21 If gene-negative, phenotype-positive
patients (as present in 5 of these 13 families) would
have been found in the initial years of the
genotyping efforts in this disease entity, a causal
role for SCN5A would have been probably refuted.
Biophysical (patch-clamp) studies of the aberrant
gene products (cardiac sodium channels) have
consistently demonstrated that their altered
functional E)roperties are compatible with the BrS
phenotype. 8 Al BrS-associated SCN5A mutants
reported at present exhibit net loss-of-function which
is generally regarded as the inciting
pathophysiological mechanism of BrS (yet, whether
reduced sodium channel function acts by
exacerbating spatial inhomogeneities in
depolarization or in repolarization to cause the
signature ST elevations of BrS is still
controversial).”® Among mutations found in our 13
families (Table 1), two mutations introduce wrong
splice sites (c.612-2A>G and ¢.3963+2T>C), two
are frameshift mutations (c.3816delG and c.1983-
1993dup), one mutation introduces a premature
stop codon (p.Arg535X), and one mutation causes
an in-frame insertion (p.1570- Phel571inslle).
These mutations are all likely to produce non-
functional sodium channels as usually identified in
the Brugada syndrome. The seven remaining
mutations are missense mutations, four of which
have been biophysically studied (p.Glu161Lys***°,
p.Gly752Arg®>*!, p.Gly1408Arg* p.Arg225Trp* and
have shown to produce a strong decrease in peak
sodium current. Although no functional data is
available for the remaining 3 missense mutations
(p.Ser1382lle, p.Leu839Pro, p.Asnl722Asp), we
found that mutation carriers have, on average,
longer PR intervals and QRS durations than non-
carriers. These findings are consistent with previous
reports’”® and suggest that the mutant channels
produce less sodium current, as sodium current
reduction causes cardiac conduction slowing. Thus,
the apparent lack of association between carriership
of a SCN5A variant and a BrS-ECG+, as observed
in our study population, cannot be explained by the
fact that these SCN5A variants are no disease-
causing mutations. Then the mutations identified in
the There is also no reason to believe that the

subjects with BrS-ECG+ who do not carry the
familial SCN5A mutation, have no true BrS. Indeed,
among the genotype-negative phenotype-positive
patients, 3 in 3 different families had a spontaneous
BrS-ECG+, whereas 5 had a BrS-ECG+ only after
sodium channel blockers. We have found no other
clinical abnormalities to explain the
electrocardiographic aspect of BrS. One of these
individuals was symptomatic with syncope before
the study. Finally, the EPS induced VF in 3/5 of
these patients as previously reported in BrS.%%+%

A novel notion to emerge from our
observation that some patients have a BrS-ECG+,
but do not carry the familial SCN5A mutation, is that
modulating factors within the studied families
(genetic background) are sufficiently powerful to
evoke a BrS-ECG+. These observations are in line
with emerging experimental studies which indicate
that disparate genetic backgrounds confer disparate
susceptibilities to the effects of a single loss-of-
function mutant sodium channel.® Clearly, the
relevant elements in the genetic background may
encompass all proteins and molecules that play a
role in the pathophysiology of BrS. For instance,
such genes may include not only those that encode
ion channel subunits, but also those that encode
molecules that modify cardiac structure (e.g.,
fibrosis), thereby facilitating arrhythmias. Hence, it
seems conceivable that the genetic background in
some families is so strongly conducive to the
occurrence of a BrS-ECG+ that a BrS-ECG+ occurs
even in the absence of a SCN5A mutation or drug
provocation (spontaneous BrS-ECG+). This might
point to the fact that a loss-of-function SCN5A
mutation, on its own, might not be sufficient to cause
BrS but could act like a revelatory factor as sodium
channel blocker challenge.

Limitations

All the genes known to be involve in the
occurrence of the Brugada syndrome have not been
sequenced. Then it is possible that other gene
mutations are responsible for the Brugada within the
families presented in the study. A provocation
testing has not been performed in all the family
members, then it is possible that we have
underestimated the frequency of the Brugada
syndrome within these families.

CONCLUSION.

We provide novel clinical evidence to suggest that
genetic background may play a powerful role in the
pathophysiology of BrS. These findings add further
complexity to concepts regarding the causes of BrS,
and are consistent with the emerging notion that the
pathophysiology of BrS includes various elements
beyond mutant sodium channels that produce
reduced sodium current.
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Table 1: Summary of the phenotype-genotype relationship in the study group (n=13 families).
BrS: Brugada Syndrome

Family  Mutation Mutation Mutation Mutation Mutation Mutation  Mutation Type of
number (nucleotide) (amino acid) carriers positive positive positive, negative mutation
BrS- not BrS phenotype BrS
ECG+ ECG+ undetermined ECG+

A €.612-2A>G - 6 3 3 0 3 wrong
splice
B c.4222G>A  p.Glyl408Arg 14 4 9 1 0 Missense **
C c.673C>T p.Arg225Trp 11 4 6 1 0 Missense *
D C.5164A>G p.Asnl722Asp 9 3 5 1 2 missense
E €.3963+2T>C - 10 2 8 0 0 wrong
splice *°
F c.4145G>T  p.Ser1382lle 9 3 5 1 1 Missense =
G c.2516T>C p.Leu839Pro 5 4 1 0 0 Missense
H C.2254G>A p.Gly752.Arg 6 4 2 0 0 Miséggyse
I €.1983-  p.Ala665GlyfsX16 9 6 2 1 1 frame shift,
1993dup stop
J €.1603C>T p.Arg535X 9 5 4 0 0 non ;sgense
K €.3667delG p.Alal223ProfsX7 5 3 2 0 0 frame shift,
stop
L p.1570- 11 6 4 1 0 Insertion
Phel571inslle
M c.481G>A p.Glul6lLys 11 7 4 0 1 Miségtzayse
Total 115 54 55 6 8

Table 2: PR and QRS duration in the 13 families (264 members). BrS: Brugada Syndrome

n PR interval (ms) QRS interval (ms)
Mutation positive BrS-ECG+ 54 194+37 113+18
Mutation positive not BrS-ECG+ 61 193+37 113+21
Mutation carriers (total) 115 193+37* 113+20**
Mutation negative BrS-ECG+ 8 158+25 94+15
Mutation negative not BrS-ECG+ 141 162+31 94+14
Mutation negative subjects (total) 149 162+29* 95+14**

total = 264 *p<0.00001 **p<0.001
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Figure 1: Pedigrees of the 13 SCN5A-related Brugada syndrome families.

Squares represent males, circles females. Probands are indicated by an arrow. Family members affected by the Brugada syndrome phenotype (BrS-ECG+) before or after
provocation challenge are represented with a left-half filled symbol. Family members affected by progressive cardiac conduction disease (PCCD) are represented with a right half-
filled symbol. Mutation carriers without Brugada syndrome phenotype (mutation negative BrS-ECG -) are in white. Patients with undetermined phenotype are shown with grey
symbol and unknown genotype is indicated by ?. Family members carriers of a SCN5A mutation are indicated with + and non-carriers with -. The non-carriers of the SCN5A
mutation but affected by the Brugada syndrome are circled (mutation negative BrS-ECG +). Patients who underwent sodium channel blocker testing are indicated with a T.

Unaffected mutation-negative individuals are not shown.
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Figure 2 : Electrocardiographic patterns in the mutation negative members affected by the Brugada syndrome phenotype (mutation negative BrS-
ECG+). Only leads V1 and V2 are reported for each patient. Patients al, a2 and m1 had a spontaneous Brugada syndrome phenotype and the ECG presented here has been
recorded before sodium channel blocker challenge, while a type 1 BrS-ECG was revealed after sodium channel blocker administration in patients a3, d1, d2, f1 and i1 (ECGs were
recorded at maximum dose of sodium channel blocker)
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Commentary for the clinician

This study focused on the complexity of the genetic background in Brugada syndrome. Mutations in SCN5A are
present in about 20-30% of probands affected by Brugada syndrome (BrS). However, in familial studies, the
relationship between SCN5A mutations and BrS remains to be demonstrated.

In this article, we investigated the relationship between the presence of SCN5A mutations and BrS ECG in thirteen
families in which the proband and at least 4 other family members were carrier of a SCN5A mutation. We
demonstrated that the penetrance of the BrS is low. We also confirmed that mutation carriers had, on average, longer
PR and QRS intervals than non-carriers, demonstrating that these mutations exerted functional effects.

The major finding of this study is that in 5 out of these 13 families, 8 family members affected by BrS were not carrier
of the SCN5A mutation. This result demonstrated that SCN5A mutations alone are probably not sufficient to cause
BrS. SCN5A mutations probably act as a major modulating factor revealing the syndrome but it is likely that another
factor like genetic background plays a important role in the occurrence of the disease. Our results clearly indicate that
BrS is not a monogenic mendelian disease but probably an oligogenic disease. The low penetrance of the disease
and the presence of so-called phenocopies demonstrated that there is not a direct link between the presence of the
SCN5A mutations and Brugada syndrome. These results have to be take in account for the genetic counselling of the
patients.
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1.1.2 Article 1 : Principaux résultats et discussion

La relation génotype/phénotype SCN5A/SBr de 13 familles composées de 115 patients
mutés a été étudiée. Parmi ces patients, 54 (47%) ont un aspect électrocardiographique
compatible avec un SBr de type 1 (SBr-ECG+). Au sein de 5 familles, 8 individus SBr-ECG+
n’ont pas de mutation dans le géne SCN5A. Parmi ces 8 patients, 3 ont un SBr-ECG de type 1
spontané et 5 aprés injection d’'un bloqueur des canaux sodiques. Trois de ces patients ont été
implantés d’'un défibrillateur suite a une induction d’'une TV par une stimulation programmée.
On note que les patients mutés pour le géne SCN5A (n=115) ont en moyenne un intervalle PR
et QRS plus long que les non-porteurs (n=148) ce qui démontre que ces mutations ont un effet
fonctionnel. Ces données sont cohérentes avec la description de mutations dans le géne
SCNB5A corrélées a un ralentissement de la conduction cardiaque [Smits et al. 2002; Probst et
al. 2006; Yokokawa et al. 2007].

L’étude génotype/phénotype de ces 13 familles révele que toutes présentent un défaut
de ségrégation entre la mutation familiale du géne SCN5A et le phénotype du SBr. La
pénétrance des mutations du gene SCN5A dans cette population est de 18% a I'état de base et
61% apres un test pharmacologique. Douze d’entre elles comptent au moins un patient non
pénétrant pour le SBr malgré un test provocatif par un bloqueur des canaux sodiques. De plus,
5 d’entre elles (40%) comportent des individus atteints phénotypiquement sans posséder le
variant SCN5A familial. Les familles A et D comptent respectivement 6 et 5 membres atteints
par le SBr mais 3 (50%) et 2 (40%) d’entre eux ne possédent pas de mutation dans le géne
SCNb5A (cf. Article 1, Figure 1). L’association « SBr et SCN5A » apparait plus complexe que la
relation perte de fonction du courant Iy, et ralentissement de la conduction cardiaque. Les
variants retrouvés dans le gene SCN5A ne semble pas suffisants a expliquer le SBr. Ce travail
rétrospectif montre que le modéle monogénique, initialement décrit, ne permet pas de
comprendre le mécanisme électrophysiologigue et empéche une bonne prédiction du risque
rythmique. D’autres facteurs (génétiques) doivent intervenir dans I'expressivité phénotypique du
SBr.

Un travail de séquencage de I'ensemble des génes décrits dans le SBr (GPDI1L,
CACNALC, CACNB2, SCN1B, KCNE3 et SCN3b ) va étre entrepris chez les 8 patients SBr-
ECG+ et négatif pour la mutation dans le géne SCN5A afin d’explorer la possibilit¢é d’'un
deuxiéme événement génétiqgue pouvant conduire a un SBr. De plus ces 8 patients ne
présentent pas de différences de durée de leurs intervalles PR et QRS par rapport aux patients
non mutés et non atteints du SBr. Ces données pourraient suggérer que les troubles de la
conduction seraient la conséquence des mutations du géne SCN5A et que le SBr aurait une

origine génétique différente.
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1.2 Projet 1b — Elucidation de la cause moléculaire d’une famille atteinte
par le SBr ou une mutation du gene SCN5A ne ségrége pas

I.2.1 Recrutement et étude clinique de la famille P

Un jeune homme de 22 ans a été admis au CHU de Rennes pour une mort subite
récupérée sur fibrillation ventriculaire et une tachycardie ventriculaire monomorphe a pu étre

documentée (Figure 19).

Figure 19 — Electrocardiogramme du propositus de la famille P montrant une tachycardie
ventriculaire monomorphe

Un test utilisant un antiarythmique de classe | a permis de démasquer un aspect de SBr
(Figure 20, IIl.3). Ce cas index a permis de recruter la famille P, elle comprend 5 membres
atteints (11.3, 1.4, 111.2, 1I1.3 et 11.4) pour le phénotype SBr (Tableau 6; Figure 21). Nous n’avons
pas pu inclure cette famille dans I'étude présentée précédemment car elle ne remplissait pas le
critére d’inclusion du nombre de patients atteints (n=5) ayant un prélévement. En effet, nous
n‘avons pu obtenir ni ADN ni ECG de l'individu 1.3 pris en charge dans un autre centre. Une
échocardiographie réalisée chez ce propositus et sur ses apparentés du premier degré n’a pas

révélé d’anomalie structurelle.
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Figure 20 — Electrocardiogrammes de base et au cours d’un test a I’ajmaline, des individus II.1, 11.4,
1.5, 1.2, 1.3, 1.4 et 1Il.5 de la famille P

ECGs de base des dérivations précordiales V1 a V3 (haut), ECGs au cours d’'un test & I'ajmaline des dérivations
précodiales (bas)

Phénotype indéterminé
O E QTc < 360ms et/ou onde T triangulaire
—O ﬁ E Syndrome de Brugada
18 12 13 4
ﬂ Trouble de la conduction
+
D Test a 'ajmaline positif
- ﬁ ﬁ-l- é - ﬁ : D Test a 'ajmaline négatif
n 12 13 14 5 116 4 I8 Pas de test & 'ajmaline
Pas de
prélevement D Sain
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0 + N[+ + - - - - Non vu
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1 n2 i3 4 ns ne nz lig
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Figure 21 — Arbre généalogique et caractérisiques cliniques de la famille P
Les carrés représentent les hommes, les ronds les femmes. Les symboles barrés indiquent les individus décédés. Le
propositus est indiqué par une fleche. DEF : DEFibrillateur automatique implantable

Chez les apparentés du premier degré on compte 3 membres atteints (1.4, 111.2 et I1l.4)
et un possédant un phénotype a la limite de la normale (Ill.5). Les individus 1.4, 1Il.4 et 1Il.5
montrent un aspect électrocardiographique associant un SBr, un intervalle QT raccourci (< 360
ms) et une onde T étroite et triangulaire (Tableau 6; Figure 20). Le pére (11.4), transmetteur des
phénotypes « SBr et QT court » possede une histoire familiale de ces pathologies chez ses
deux fréres (Figure 21 11.1 et 11.3).
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Tableau 6 — Caractéristiques cliniques et moléculaires de la famille P

ECG de base
Aspect Trouble de . ,Sus. . :
QTc PR QRS S Test a décalage  Aspect du Mutation Variant L
onde T en conduction a o Antécédents
(ms) (ms) (ms) , I'ajmaline du segment ST Nayl.5 Cayl.2
V2 I'ECG de base
ST (en mm)
Haute,
1.1 369 180 80 étroite et 0 - 0 0 non muté N300D 0
symeétrique
FV lors d'une
1.4 347 220 100 Etrqltg et 0 + 3 Convexe non muté N300D st|mglat|qn
symeétrique ventriculaire
programmée
TV monomorphe
1.5 382 197 108 normale HBAG 0 TV 0 Q1695X non mutée lors du test a
I'ajmaline. IDM
1.6 410 160 80 normale 0 0 0 0 non muté non muté 0
1.2 394 201 121 normale BBD + 3 Convexe Q1695X N300D 0
1.3 377 206 108 H?;tgeeet BID + 3 Convexe Q1695X N300D Syncope au repos
Haute,
.4 337 143 99 étroite et 0 + 9 Convexe non muté N300D 0
symétrique
Haute,
.5 348 150 75 étroite et 0 - 2 en Selle non mutée N300D 0
symeétrique
1.6 425 157 85 normale 0 - 0 0 non mutée | non mutée 0
.7 381 149 87 normale 0 - 0 0 non muté non muté 0

BBD : Bloc de Branche Droit; BID : Bloc Incomplet Droit, HBAG : Hémi-Bloc Antérieur Gauche ; IDM : Infarctus Du Myocarde ; + : positif ; - : négatif ; 0 : pas d’information ; TV :

Tachycardie Ventriculaire ; FV : Fibrillation Ventriculaire.
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[.2.2 Etude génotype/phénotypique SCN5A-Q1695X/SBr de la famille P

L’analyse moléculaire du géne SCN5A a été réalisée au CHU de Nantes et nous a
permis de mettre en évidence, chez le propositus, la mutation non-sens p.Q1695X.

Il s’agit d’'une substitution ¢.5277C>T créant un codon stop en position 1695
(p.Q1695X ; NP_932173) (Figure 22). La protéine Nayl.5 est tronquée de 75% de sa boucle
DIV-S5-S6 (contenant la boucle du pore et le domaine de régulation par la sous unité B [Makita
et al. 1996]), de son segment DIV-S6 et de sa queue C-terminale (Figure 23).

1694 1695 1696 1694 1695 1696
F Q T FQX T
T T C C G c C T T C ¥ G [

LT

Figure 22 — Electrophorégramme de la séquence d’un individu contrble (gauche) et du propositus
de lafamille P muté pour le gene SCN5A : p.Q1695X (droite)
Substitution ¢.5277C>T conduisant a la création d’un codon stop en position 1695 (p.Q1695X)

Sous-unité o Q1695X
DI DIl DIl DIV

Pom PV SN o e SN )~ L e BV e BN L
i . e WM w Freres Vst W W N
et S ST S 54 S 56 ST S 30 54 5 6 1 S 53 54 S 6t 5201 S0 54 e S5 S 56

= VT TYTT=

NH,

Figure 23 — Représentation schématique de la sous unité o du canal sodique Nayl.5 et de la
mutation non-sens p.Q1695X
La sous-unité o de Nayl1l.5 est constituée de quatre domaines DI-DIV a six segments transmembranaires S1-S6.
Modifié d’apres [Moric et al. 2003]

Deux autres membres de la famille : son frére (Ill.2) et sa mére (I1.5) sont également
porteurs de cette mutation. Cependant, la mutation n’a pas été retrouvée chez deux autres
individus atteints du SBr (Figure 24 1.4 et 11l.4). Cette famille vient s’ajouter a celles décrites
dans le projet 1a ou la mutation du géne SCN5A ne ségrége pas avec le phénotype SBr. Deux

patients possedent un SBr sans partager la mutation familiale sodique.
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Figure 24 — Arbre généalogique de la famille P : ségrégation de la mutation SCN5A p.Q1695X
Les carrés représentent les hommes, les ronds les femmes. Les symboles barrés indiquent les individus décédés. Le
propositus est indiqué par une fleche. DEF : DEFibrillateur automatique implantable

Ce variant est transmis par la mére (11.5) qui ne présente a priori pas de SBr aprés un
test a 'ajmaline bien qu’elle ait fait une tachycardie ventriculaire au cours de ce test (Figure 20
I1.5). Elle ne présente pas d’histoire familiale de la pathologie et une recherche du variant
p.Q1695X dans la branche maternelle s’est révélée négative. Cette mutation ne ségrége pas
avec le phénotype « SBr » (2 individus porteurs de la mutation SCN5A-p.Q1695X / 4 individus
atteints) mais avec celui du « trouble de la conduction » (3 individus porteurs de la mutation
SCN5A-p.Q1695X / 3 individus atteints) (Figure 24). La relation génotype/phénotype
SCN5A/SBr montre des discordances suggérant I'existence d’autres bases moléculaires.

L’absence d’'une bonne corrélation génotype/phénotype nous a conduit a rechercher
d’autres marqueurs moléculaires pour expliquer la ségrégation du SBr dans cette famille. D’un
c6té le travail réalisé par I'équipe de Charles Antzelevitch décrivant des mutations dans les
sous unités a et B du canal calcique Cayl.2 associées a un phénotype chevauchant SBr et
SQTC [Antzelevitch et al. 2007] et de l'autre la présence de deux individus présentant ce
double phénotype (1.4 et 1ll.4), nous a orienté vers le séquencage des sous unités a et 8 du

canal calcique Cay1.2.

I.2.3 Variant dans le géne CACNALC codant pour le canal calcigue voltage dépendant
Cayl.2

Suite a la publication de Charles Antzelevitch associant des mutations dans le géne
CACNAILC et le phénotype SBr et SQTC [Antzelevitch et al. 2007], nous avons identifié un
variant dans la sous unité alpha du canal calciqgue Cay1.2 chez lindividu (Ill.4) présentant les
deux phénotypes. Il s’agit d’'une substitution c.898A>G conduisant a la mutation faux-sens

p.N300D (NP_000710) (Figure 25). Elle se situe dans la boucle extracellulaire entre les

-67 -



Projet 1
syndrome de Brugada : un nouveau modeéle génétique ?

segments S5 et S6 du domaine | (Figure 26A). Ce variant est rare puisque non retrouvé parmi
576 alléles contrbles et conservé au travers des especes (Figure 26B).

299 300 301 299 300 301
Y N Q Y ND OQ
T &4 C &4 4 C | £ T &4 C R 4 C cC & G

Figure 25 — Electrophorégramme de la séquence d’un individu contrdle (gauche) et de I’'individu
1.4 de la famille P muté pour le géne CACNALC : p.N300D (droite)
Substitution ¢.898A >G conduisant a la mutation faux-sens p.N300D

A N300D B
i ,

KMHKTCYNQEGIADVPA
KMHKTCYNQEGIADVFA

308
354
338

KMHKTCYNQEGIIDVPA

nians KMHKTCYNQEGIADVEA 293
t

KMHKTCYNQEGIIDVPA 338

Figure 26 — A Représentation schématique du canal calcique Cayl.2 et du variant faux-sens
p.N300D. B Conservation de I'acide aminé asparagine (N) en position 300 du géne CACNA1C
(NP_000710) au travers des espéces de mammiferes

Modifié d’apres [Yang et Berggren 2005]

Ce variant ségrége chez deux individus au phénotype SBr (lll.2 et Ill.3), chez une
patiente au phénotype compatible avec un SQTC et indéterminé pour le SBr (llIl.5), chez un
patient au phénotype compatible avec un SQTC (Il.1) et chez 2 individus présentant les deux
phénotypes (Il.4). Tous les individus négatifs pour ce variant ne présentent pas d’anomalie
électrocardiographique (1.2, 1.6, 1.1, 1116, IIl.7 et I1.8) (Figure 27).
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Figure 27 — Arbre généalogique de la famille P : Ségrégation des mutations des génes SCN5A
p.Q1695X et CACNA1C p.N300D dans la famille P.

Les carrés représentent les hommes, les ronds les femmes. Les symboles barrés indiquent les individus décédés. Le
propositus est indiqué par une fleche. DEF : DEFibrillateur automatique implantable

Tous les individus de la famille P atteints du SBr possédent le variant CACNALC-
p.N300D, ainsi que l'individus considéré comme indéterminé par son aspect de segment ST en
selle (11.5). L’individu 1.1, quant & lui associe au variant p.N300D un raccourcissement de son

intervalle QT et une onde T Haute, étroite et symétrique.

I.2.4 Etude génotype/phénotype des variants SCN5A-p.Q1695X et CACNA1C-p.N300D

Un variant dans le canal Nayl1.5 et Cayl.2 ont été identifiés dans la famille P. Cependant
des mutations dans ces deux canaux ont été impliquées dans le syndrome de Brugada [Chen
et al. 1998; Antzelevitch et al. 2007]. Afin de caractériser I'effet de chaque mutation sur le
phénotype une étude génotype/phénotype a été réalisée.

Des travaux précédents montraient un ralentissement de la conduction cardiaque chez
les patients atteints d’'un SBr et porteurs d’'une mutation dans le gene SCN5A [Smits et al.
2002; Probst et al. 2006; Yokokawa et al. 2007]. Ces troubles de la conduction se caractérisait
par un intervalle PR et QRS significativement allongé par rapport aux individus non porteurs de
mutation. Dans la Famille P, les individus porteurs de la mutation SCN5A-p.Q1695X montrent
une tendance a un allongement de leur intervalle PR (p=0.051)“ et une augmentation
significative de leur intervalle QRS par rapport aux individus non porteurs (SCN5ANMNem™a))
(p=0.016). Un allongement significatif est constaté pour les intervalles PR (p<0.001) et QRS
(p=0.032) des individus porteurs de la mutation SCN5A-p.Q1695X par rapport aux individus
non porteurs de mutation dans les génes SCN5A et CACNA1C (SCN5AM et CACNALCY). La
durée de lintervalle QT n’est pas modifié chez les porteurs de la mutation SCN5A-p.Q1695X vs
SCN5AN (p=0.59) et vs SCN5AM et CACNALC" (p=0.22). Ces données sont cohérentes avec la

littérature et les résultats obtenus lors du projet la.

4 Statistiques : les paramétres ECG ont été comparés par le test-t de Student. Une valeur de p<0.05 a été considérée comme
significative.
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On note une bonne corrélation entre le phénotype SBr et le variant CACNA1C-p.N300D
(Figure 27). Les patients 11.4, 111.4 et I1l.5 de la famille P présentent un intervalle QTc raccourcit
rappelant les travaux de Charles Anztelevitch associant des mutations dans le canal Cayl.2 et
un syndrome chevauchant QT court et SBr. On a observé que les patients portant le variant
CACNA1C-p.N300D possedent un raccourcissement significatif de leur intervalle QT par
rapport aux non porteurs (p=0.024) et par rapport aux individus SCN5AM et CACNA1CM
(p=0.009). De plus les individus porteurs exclusifs du variant CACNAL1C-p.N300D (Figure 20
I1.1, 1.4, 1ll.4 et 111.5) ont une onde morphologie de I'onde T particuliere : souvent de grande
amplitude, étroite et symétrique. Le variant CACNA1C-p.N300D ne semble pas affecter la
conduction cardiaque puisqu’on ne constate pas de différence de durée des intervalles PR et
QRS entre les groupes CACNA1C-p.N300D vs CACNA1C" respectivement p=0.39 et p=0.3 et
CACNA1C-p.N300D vs CACNA1C" et SCN5AN respectivement p=0.18 et p=0.25.

I.2.5 Discussion du projet 1b

Le défaut de ségrégation des mutations du gene SCN5A dans le SBr observé dans le
projet 1la est retrouvé dans la famille P. Le variant SCN5A-p.Q1695X ne ségrége pas avec le
phénotype SBr (2 individus porteurs de la mutation SCN5A-p.Q1695X / 4 individus atteints), il
est hérité de lindividu (Il.5) asymptomatique alors que le conjoint (I1.4) est symptomatique
apres stimulation ventriculaire programmée. Compte tenu de la rareté du SBr, il est peu
probable que les deux parents en soient transmetteur. La bonne ségrégation entre le variant
CACNA1C-p.N300D et les phénotypes SBr et/ou SQTC conforte I’hypothése que le variant du
gene SCN5A-Q1695X ne suffit pas a provoquer le SBr. Le variant SCN5A-p.Q1695X corréle
avec les troubles de la conduction observés dans cette famille et ceux observés dans d’autres
mutations stop situées dans la méme région : p.S1710+75X et p.S1812X [Schott et al. 1999;
Schulze-Bahr et al. 2003]. L’allongement significatif des intervalles PR et QRS des porteurs de
la mutation SCN5A-p.Q1695X vs les individus SCN5AY et CACNALCM vient confirmer
l'implication de cette mutation dans les troubles de la conduction.

La corrélation CACNALC-N300D/SBr et/ou SQTC confirmerait également I'implication
du canal calcique Cay1.2 dans un phénotype complexe associant SBr et SQTC. Cependant les
porteurs des deux variants (SCN5A-Q1695X et CACNALC-N300D) semblent avoir un
raccourcissement modéré de l'intervalle QT (individus : 1.2 : 394 ms et IIl.3 : 377 ms) et une
normalisation de la morphologie de leur onde T ce qui suggérent que I'effet fonctionnelle de ces
mutations ne sont pas indépendantes.

L’étude fonctionnelle du variant CACNA1C-p.N300D est actuellement réalisée dans
'équipe d’electrophysiologie du laboratoire. Elle permettra de comprendre le mécanisme

physiopathologique aboutissant au SBr mais également d’appréhender [interaction
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fonctionnelle des canaux sodiques et calciques observés chez les porteurs des deux variants
(SCN5A-p.Q1695X et CACNALC-p.N300D). On pourra alors tenter d’expliquer les différents
phénotypes retrouvés au sein de cette famille.

De toute évidence, la mutation stop p.Q1695X retrouvée dans le géne SCN5A ne
permet pas d’expliquer le SBr. A l'image de la famille P, il faudra peut étre revenir sur des
diagnostics moléculaires (mutation dans le géne SCN5A) posés pour des patients atteints d’'un
SBr et rechercher de nouveaux variants afin d’améliorer la relation génotype/phénotype de ce
syndrome. |l est possible qu’une proportion de ces nouveaux variants se combine ou
s’additionne a ceux préalablement identifiés et forment ainsi un nouveau modéle génétique
pour le SBr du type oligogénique.

L’individu 11.1 ne présente pas de SBr malgré un test provocatif a I'ajmaline. Il semble
non pénétrant pour le SBr mais on observe chez lui une morphologie de 'onde T compatible
avec un SQTC et un QTc raccourcit a 369 ms. De maniére intéressante, en plus de la
description du syndrome chevauchant SBr et SQTC, I'équipe de Charles Anztelevitch a publié
le cas d’'une mutation dans la sous unité B du canal Cay1.2 associé a un SBr isolé [Cordeiro et
al. 2009]. Sur ce schéma, il serait intéressant d’étudier la prévalence des génes codant les sous

unités a et B du canal Cay1.2 chez des patients atteints d’'un SQTC isolé.
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1.3 Projet 1c — Identification d’un nouveau locus pour le SBr

Le projet 1a montre que outre le fait que I'on retrouve une mutation dans le géne SCN5A
chez environ 15 a 21% des patients atteints du SBr, ce géne ne suffit pas a lui seul & provoquer
le phénotype du SBr. Le projet 1b a permis de démontrer qu’une famille, atteinte par le SBr ou
une mutation non-sens SCN5A n’expliquait pas la ségrégation du phénotype, pouvait étre
touchée par une autre mutation dans un autre gene. La prévalence des autres génes du SBr
semble faible et ne permettront pas d’expliquer la majorité des patients au diagnostic
moléculaire négatif pour le SBr. Un travail d’identification de nouveaux génes et/ou la
description d’'un nouveau modeéle génétique pour ce syndrome doit étre entrepris afin de mieux

prévenir la survenue d’arythmies et de mort subite chez ces patients.

L’'une des approches les plus puissantes pour la découverte de nouveaux marqueurs
moléculaires est I'étude familiale par son analyse de liaison. Nous avons a Nantes l'opportunité
uniqgue d’explorer la population de I'Ouest de la France, population génétiquement isolée
comparable a celle de I'lslande (dont la généalogie est entierement connue) et caractérisée par

de grandes familles s'étendant sur plusieurs siécles.

I.3.1 Recrutement et étude clinique d’une grande famille de syndrome de Brugada

En 2002, un homme de 23 ans a été hospitalisé au CHU de Nantes pour I'exploration
d'une syncope a l'emporte-piece. Le diagnostic du SBr a été posé devant un aspect
électrocardiographique de type | dans les dérivations précordiales droites au 3°™ espace
intercostal alors que les examens cliniques, biologigues et échocardiographigues étaient

normaux. Un test provocatif a la flécainide est venu confirmer le diagnostic de SBr (Figure 28A).

Le patient avait refusé I'implantation d’un défibrillateur et la réalisation d’'un dépistage
familial. Un an plus tard, un homme de 44 ans a été hospitalisé pour une syncope conduisant
au diagnostic de SBr (Figure 28B). Il portait le méme nom de famille que le premier patient et il
s’est avéré aprés réalisation d’'un arbre généalogique qu'’ils étaient cousins par un second

mariage de leur grand pére.
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Figure 28 — Electrocardiogrammes de base, au 3me espace intercostal et au cours d’un test a la
flécainide A du premier propositus et B du deuxieme propositus de la famille C
ECGs des dérivations précordiales V1 et V2 ou V2 et V3

Le dépistage familial a finalement été accepté permettant de recruter une famille
(Famille C) de 24 individus apparentés dont 9 étaient atteints du SBr, 9 sont sains, 3 ont un
phénotype indéterminé, 3 sont considérés comme transmetteur obligatoire (Figure 29). Entre
temps, le pere (11.6) du premier propositus (ll1.6) était décédé d’'une mort subite possiblement
liée a un trouble du rythme ventriculaire. Parmi les 9 atteints, on note une nette prédominance
masculine 6 hommes pour 3 femmes. A 'ECG de base, 4 individus sur les 9 atteints
possédaient un aspect électrocardiographique indéterminé (SBr de type 2 ou 3), en plagant les
électrodes précordiales droites au 3°™ espace intercostal (au lieu du 4°™) 6 ont un phénotype
indéterminé et le premier propositus (Il1.6) a un aspect de type 1 (d’aprés les recommandations
de la 2°™ conférence de consensus du SBr [Antzelevitch et al. 2005a]). Le test provocatif & la
flécainide a permis de démasquer un SBr de type 1 chez 8 individus et de confirmer celui du
premier propositus (lll.6). La durée moyenne des intervalles QRS, PR et QTc des 9 individus

atteints est de, respectivement, 98, 163 et 408 ms (Tableau 7).
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Figure 29 — Arbre généalogique de la famille C
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Les carrés représentent les hommes, les ronds les femmes. Les symboles barrés indiquent les individus décédés. Les propositus sont indiqués par une fleche La famille C compte
24 individus apparentés dont 9 sont atteints par le SBr, 9 sont sains, 3 ont un phénotype indéterminé, 3 sont considérés comme transmetteur obligatoire. Dix sept patients ont subi
un test provocatif & la flécainide : 9 répondent positivement et 8 négativement. DEF : DEFibrillateur automatique implantable, MS : Mort Subite, Cl : Cardiopathie Ischémique.
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Tableau 7 — Caractéristiques cliniques de la famille C

Phénotype

(N: Normal, 1: SBr de type 1, 2: SBr de type 2 et 3: SBr de type 3)

ECG de base ECG de base ECG apres
individu ) (é(lje_cltroddes_ ] (élde_c:roddes_ un test Statut QRS | PR QTc

t t P . .

o ores | mesarddes 401 | provocati a | phénotypiaue | (ms) | (ms) | ()

espace intercostal) espace intercostal) la flecainide
1.8 Atteint 100 180 409
11.10 Atteint 94 186 400
.14 3 Atteint 96 150 420
1.3 Atteint 86 136 401
1.6 Atteint 92 142 409
.7 3 Atteint 104 200 433
.11 3 Atteint 106 156 393
.12 Atteint 94 138 433
V.1 Atteint 112 176 374

Phénotype : N: Normal (vert: sain) ; 1: SBr de type 1 (rouge : atteint) ; 2: SBr de type 2 et 3: SBr de type 3
(orange : indéterminé)

Trois membres de la famille ont été implantés d’'un défibrillateur : les 2 propositus (I11.3
et 111.11) symptomatiques (syncopes) et lindividu II-8 suite a une stimulation ventriculaire

programmée positive ayant déclenché une fibrillation ventriculaire soutenue.

La transmission de la pathologie suit un modéle autosomique dominant comme décrit
dans la littérature. Le travail moléculaire a commencé par I'exclusion de I'ensemble des genes

associés au SBr.

1.3.2 Séquencage direct des génes candidats du syndrome de Brugada

Le séquencage du gene SCN5SA a été realisé chez les 2 propositus (IIl.3 et 111.11) et
chez deux atteints de la deuxieme génération (11.8 et 1l.14). Une recherche de variant a été
effectuée dans le promoteur (2 Kb en amont de 'ATG), dans les régions codantes ainsi que
dans celles bordant les exons. Un variant de SCN5A a été retrouvé chez le premier propositus
(Il.11). Ce variant p.D1275N est une substitution d'une guanine par une adénine en position
€.3823 dans l'exon 21 de SCN5A. Il aboutit au remplacement d'un acide aspartique par une
asparagine en position p.1275 dans le segment transmembranaire S3 du domaine Ill de la sous
unité a du canal sodique cardiaque Na,1.5. Ce variant n'a été retrouvé chez aucun autre
membre atteint de la famille. Le séquengage de SCN5A chez la mére asymptomatique (II-5) (Il
n'y avait pas de prélevement sanguin pour le pere qui était mort un an avant le dépistage
familial) a montré qu’elle avait transmis le variant p.D1275N au propositus. Elle ne posséde pas
de lien de parenté avec le reste de la famille. Enfin aucun réarrangement de grande taille n’a
été mis en évidence par la technique de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA). Le séquencage des génes GPD1L, SCN1b, KCNE3, SCN3B et SCN4b n’a pas permis
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d’identifier de variant co-ségrégeant avec la maladie et m’a donc orienté vers une analyse de

liaison pangénomique.

1.3.3 Analyse de liaison pangénomique

Le LOD score théorigue maximal de la famille C a été estimé a 5.72 (FastSLink v2.51).
J'ai donc réalisé l'analyse de liaison a I'échelle du génome a laide de 400 marqueurs
microsatellites. De fagon surprenante, j'ai identifié une liaison significative (Z (max)= 3,31, a 6=
0%) au marqueur D3S1266 compatible avec le locus SBr2 et celui de la DAVDS5 et proche du
locus SBrl. La construction d’'un haplotype pour chagque membre de la famille a permis de
délimiter une région, grace aux recombinaisons méiotiques, a 24 Mb en 3p22.3-p25.3
comprenant 139 génes. La borne télomérique est définie par I'individu 11.14 par le marqueur
D3S1263 et la borne centromérique est délimitée par I'individu 1V.1 par le marqueur D3S3512.
Ces deux individus présentent un SBr de type 1 aprés un test provocatif a la flécainide (Figure
30). L'individu 1V.1 permet d’exclure de la zone de liaison le géne SCN5A, 4Mb séparent la
borne basse de ce locus et le gene codant le canal sodique cardiaque majoritaire. Cette zone

chromosomique inclue le locus SBr2 et donc le gene GPDLL (Figure 31).
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Figure 30 — Electrocardiogramme des individus 11.14 et IV.1 de la famille C montrant un aspect de
SBr de type 1 au cours d’un test provocatif a la flécainide

Les ECGs de ces 2 patients montrent un sus décalage du segment ST supérieur a 2 mm dans au moins 2
dérivations précordiales consécutives. Le phénotype de ces 2 individus a donc été considéré comme « atteint »
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Figure 31 — Arbre généalogique de la famille C (haut) montrant un haplotype commun aux individus atteints en 3p22.3-p25.3. Représentation
graphique du Lod Score (bas) multipoints obtenu Z(max)= 3,31 & 0% de recombinaison et & une pénétrance de 100% (GeneHunter)

Seize marqueurs microsatellites ont été utilisés pour génotyper ce locus : D3S1304, D3S1597, D3S1263, D3S2338, D3S3726, D3S1293, D3S2336, D3S1266, D3S1283,
D3S3547, D3S2432, D3S3512, D3S1298, D3SODI (microsatellite non répertorié, intragénique au géne SCN5A), D3S3521 et D3S1289. La barre bleue représente la partie de
I'haplotype commun avec I'haplotype morbide ancestral. DEF : DEFibrillateur automatique implantable automatique, MS: Mort Subite. Chr.: Chromosome. Les carrés
représentent les hommes, les ronds les femmes. Les symboles barrés indiquent les individus décédés. Les propositus sont indiqués par une fleche. La légende utilisée pour
caractériser le phénotype des individus est la méme que dans la Figure 29
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Cette région chromosomique partagée par tous les membres atteints de la famille

compte 139 géenes. Parmi eux le géne GPD1L semblait le meilleur candidat mais déja exclu

auparavant par séquencage direct. J'ai entrepris de séquencer sa région promotrice ainsi que

la partie 3 UTR. Aucune mutation ponctuelle ni petit réarrangement n’a été identifié. Une

nouvelle hypothése serait I'existence d’'un grand réarrangement non détecté par le séquencage.

L’existence d’'un marqueur microsatellite intragénique (D3S2432) hétérozygote situé entre

I'exon 1 et 2 démontre que le géne GPDLL n’est pas délété dans son ensemble. Afin de tester

I'hypothése d’un réarrangement, de type délétion ou duplication, de plus petite taille, une puce

CGH (« Custom HD-CGH Microarrays 2 x 105K ») dédiée aux génes candidats des arythmies

cardiaques a été réalisé. La composition de la puce a été menée de facon a obtenir une

couverture pangénomique (105K soit un pas d’environ 30Kb) et une densification des

oligonucléotides dans 117 génes candidats.

Tableau 8 — Listes des 117 génes candidats aux arythmies cardiagues densifiés en
oligonucléotides sur la puce a fagcon HD-CGH Microarrays 2 x 105K

ABCB6 ATP2A1 CACNA2D2 CLCAl | FKBP1B KCNA2 KCNE2 KCNJ5 LMNA SCN1B | SLC8Al | TRPC6
ABCC8 ATP2A2 CACNA2D4 CLCN2 FLNA KCNA4 KCNE3 KCNJ8 NEDDA4L SCN2B SNTA1 TRPC7
ABCC9 ATP2B4 CACNB2 CLCN3 GJAL KCNAS KCNE4 KCNK1 NOS1AP SCN3A TGFB1 TRPM4
ADRB1 BEST2 CALM1 DCTN2 GJA5 KCNAB1 | KCNH2 | KCNK10 PIAS3 SCN3B TNC TRPM5
ADRB2 CACNA1C CAMK2D DERL1 GJA7 KCNAB2 | KCNIP2 | KCNK2 PKP2 SCN4A TNR TUBB
AKAP9 CACNA1D CASQ2 DPP6 GPD1L KCNB2 KCNJ11 | KCNK3 PLN SCN4B TRDN YWHAE
ALG10 CACNALE CAV3 DsC2 HCN1 KCND2 KCNJ12 | KCNK4 PPP3CA SCN5A TRPC1 | YWHAH
ANK2 CACNA1G CDH12 DSG2 HCN2 KCND3 KCNJ2 KCNK5 RYR2 SCN7A TRPC3

ANK3 CACNA1H CDH13 DSP HCN3 KCNE1 KCNJ3 KCNK6 SCN10A SCN8A TRPC4

ASPH CACNA2D1 CDH2 FHL2 HCN4 KCNE1L KCNJ4 KCNQ1 SCN1A SLC6A2 | TRPC5

La région du géne GPD1L compte 310 sondes soit une sonde tous les 200pb. Aucun

réarrangement génomique n’a été détecté (Figure 32).
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2 p X 2204503322001 10, 085 Kb

Figure 32 — Représentation graphique du résultat de la puce Custom HD-CGH Microarrays 2 x
105K interrogeant la région du géne GPDI1L du propositus de la famile C en « dye-swap »

Le logiciel CGH Analytics 3.4 montre les ratios de fluorescence pour chaque sonde oligonucléotidique (points noirs,
verts et rouges). Les sondes sont positionnées selon le Build 36 du NCBI. Au niveau du gene GPDLL, visualisation
de la moyenne des variations en jaune et en rouge car l'expérience a été mené en dye swap. « Dye Swap » :
hybridation de chaque ADN avec chacun des deux fluorophores Cy3 et Cy5 afin d’éliminer les faux-positifs dus a la
différence de fluorescence des 2 fluorophores. (Principe et protocole de la CGH array : cf. annexe -111.1)

Parmi les 138 autres génes de l'intervalle, se trouvent les genes KCNH8 et TMEM43 qui
codent respectivement un canal potassique sensible au voltage et une protéine
transmembranaire impliqué dans la DAVD. Aucune mutation n’a été identifiée dans ces deux

genes par séquencage direct.

1.3.5 Génotypage de 10 familles non mutées pour le géne SCN5A pour le locus
3p22.3-p25.3

Des analyses de liaisons a 'aide de marqueurs microsatellites ont été menées dans les
familles les plus informatives afin d’évaluer la fréquence et la compatibilité de cette région avec
le SBr. J'ai réalisé ce travail sur 10 familles exclues pour les génes SCN5A et GPD1L par
séquencage direct et comprenant au minimum 4 membres atteints. J'ai sélectionné un
ensemble de 7 marqueurs microsatellites répartis dans le locus 3p22.3-p25.3 comprenant les
loci SBrl (3p21), SBr2 (3p24) et DAVD5 (3p23). Ce dernier a été génotypé du fait de sa
localisation entre deux loci du SBr et des similitudes cliniqgues observées entre la DAVD et le
SBr (cf. Introduction-11l.1.5). Quatre familles sont compatibles avec le locus 3p22.3-p25.3 dont
deux excluent le géne SCN5A (familles 1 et 2 Figure 33) et une exclut les génes SCN5A et
GPDLL (famille 4 Figure 33).
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Figure 33 — Arbres généalogiques montrant 4 familles compatibles avec le locus 3p22.3-p25.3

L’analyse de liaison des familles 1 et 2 exclue le géne SCN5A tandis que celle de la famille 4 exclue les genes
SCN5A et GPDIL. Les microsatellites utilisés sont D3S1304, D3S1597, D3S2338 (sauf pour la famille 3), D3S3726,
D3S2336, D3S3512 et D3S3521. DEF : DEFibrillateur automatique implantable, MS: Mort Subite. Les carrés
représentent les hommes, les ronds les femmes. Les symboles barrés indiquent les individus décédés. Le propositus
est indiqué par une fleche. La légende utilisée pour caractériser le phénotype des individus est la méme que dans la

Figure 29
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1.3.6 Discussion du projet 1c

La liaison génétique de la famille C avec le locus 3p22.3-p25.3 montre qu’il existerait un
variant a effet fort proche physiquement mais excluant le géne historiquement décrit SCN5A.
Cette hypothése repose sur la recombinaison de [lindividu [V.1 dont [Iaspect
électrocardiographique de SBr de type 1 est typique (Figure 30). Il a été observé lors d’un test
pharmacologique a la flécainide. L'utilisation de flécainide est considérée comme moins
sensible que I'ajmaline et pouvant mener a de faux négatifs [Wolpert et al. 2005a]. La positivité
de ce test conforte donc le diagnostic de SBr pour cet individu. De plus, les membres atteints
de cette famille ne présentent pas des durées d’intervalle PR et QRS allongées contrairement
aux patients atteints par le SBr et mutés pour le gene SCN5A [Article 1; Yokokawa et al. 2007].
La faible sensibilité du test a la flécainide pourrait expliquer les 3 non pénétrants (individus 11.11,
1.2, 111.9). Par ailleurs, deux de ces trois non pénétrants sont des femmes dont I'implication
dans le SBr n’est que de 20 a 30% [Eckardt 2007; Benito et al. 2008]. Une influence hormonale
(testostérone) a déja été montrée dans lapparition plus fréquente des caractéristiques
électrocardiographique du SBr chez les hommes [Shimizu et al. 2007]. Cela expliquerait la
faible fréquence de femmes présentant I'aspect électrocardiographique du SBr malgré une
transmission des mutations équivalente [James et al. 2007].

La compatibilité de ce locus dans 4 autres familles sur 10 étudiées, malgré leur faible
informativité, montre que cette région peut étre impliquée a une frégquence non négligeable. Le
séquencage de deux des meilleurs génes candidats de l'intervalle n'ont pas révélé de variant.
Devant le grand nombre de genes contenus dans ce locus, une approche de re-séquencage de
'ensemble des exons a été choisie. Ce projet s’inscrit dans un projet pilote mené en
collaboration avec le Sanger Institute dans le but de séquencer 'ensemble des exons du
génome de 10 propositus atteints par le SBr a I'aide des nouvelles technologies de séquencage
trés haut débit. Le principe est, dans un premier temps, d’augmenter le nombre de copies des
régions d’intéréts (exons) par des techniques d’amplification sur puce ou en phase liquide. Puis
vient la phase de séquencage réalisée par la technique de terminateur réversible (cf.

http://www.nature.com/nrg/posters/sequencing).

La présence d’un variant proche du locus SBrl (SCN5A) permet d'imaginer un modéle
génétique plus complexe avec une coségrégation de variants ( fréquent ou rare en cis ou en
trans) pouvant étre a l'origine des défauts de pénétrance observés dans les familles mutées
pour le géne SCNB5A [Spilianakis et al. 2005]. En effet, le locus 3p22.3-p25.3 montre qu'il existe
un variant a effet fort dans une région proche des genes SCN5A et GPD1L. Ce variant pourrait
appartenir a une région chromosomique en déséquilibre de liaison avec une mutation du géne

SCN5A. Cette mutation pourrait étre dans ce cas un marqueur moléculaire du variant morbide
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contenu dans le locus 3p22.3-p25.3. Cette double transmission de variants expliquerait les
échecs d’analyses de liaison génétique entre la région chromosomique codant le canal sodique
Nay1.5 et le SBr notamment par des évenements de recombinaison entre ces variants.

La proximité de ce locus 3p22.3-p25.3 avec celui des SBrl (SCN5A) et 2 (GPD1L)
pourraient laisser supposer a un modele génétique plus complexe que le modele monogénique
décrit initialement. En effet la présence de deux variants ségrégeant ensemble formerait un
modéle digénique. Ce modeéle génétique plus complexe pourra peut étre nous aider a la
compréhension de la relation génotype/phénotype du SBr.
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1.4 Discussion générale du projet 1

La découverte de déterminants génétiques du SBr, a I'exception du géne GPDIL, s’est
faite par des approches génes candidats. On sait aujourd’hui que cette approche est peu
puissante. On retrouve en effet un grand nombre de variants rares exoniques allant jusqu’a la
perte d’'une copie de géne en passant par des variants stop sans avoir d'impact phénotypique
[Tarpey et al. 2009]. Ce travail dirigé par Mickael Stratton montre que le séquencage des exons
du chromosome X de 18 patients méne a l'identification de 983 substitutions faux-sens et plus
de 1000 variants si I'on ajoute les substitutions non-sens et les délétions ou insertions décalant
le cadre de lecture [Tarpey et al. 2009]. En faisant I'approximation qu’il existe 1000 géenes sur le
chromosome X, on a alors une chance sur 18 (6%) d’identifier un variant modifiant la structure
primaire d’une protéine. L'impact fonctionnel de ces variants sur le phénotype exige une étude
de leur fréquence dans la population générale, de leur conservation au travers des especes et
des travaux fonctionnels dans des modeéles de réexpression.

Six des 7 genes impliqués dans le SBr ont été identifiés par cette approche, les études
fonctionnelles de 5 d’entre eux n’expliquent que de trés rares cas. Seul le géne SCN5A est
retrouvé muté dans environ 15 a 21% des cas, mais aucune confirmation n’est venue d’une
analyse de liaison. De plus il faut lui ajouter une pénétrance faible et une relation
génotype/phénotype tendant a montrer qu’il est insuffisant & lui tout seul pour provoquer un SBr
(Projet 1a).

La premiere description du SBr associait trouble de la conduction et sus décalage du
segment ST [Brugada et Brugada 1992]. Puis en 1999 notre équipe a montré que le gene
SCNS5A pouvait étre a l'origine de troubles de la conduction isolés par une perte de fonction du
canal Nayl.5 [Schott et al. 1999]. Enfin les patients atteints par le SBr et possédant une
mutation dans le géne SCN5A avaient des troubles de la conduction marqués [Article 1;
Yokokawa et al. 2007]. Les projets 1a, 1b et 1c tendent & prouver que le géne SCN5A
expliquerait les troubles de la conduction et que le SBr aurait une origine génétique
(partiellement) différente. Les travaux menés chez la souris SCN5A*" décrivent également des
troubles de la conduction séveres mais le modéle atteint ses limites lors des études
électrocardiographiques pour le SBr [Royer et al. 2005]. Il n’existe pas de modéle animal muté
pour le géne SCN5A et présentant I'aspect caractéristique électrocardiographique du SBr, ce
gui renvoie les études génotype/phénotype vers les formes familiales ou les études de grandes
cohortes.

Ce manque de marqueur moléculaire fiable pour ces patients a risque de mort subite
suggere 2 hypothéses. Il pourrait s’agir d’'un syndrome pour lequel les génes majeurs n’ont pas

encore été découverts mais qui conserverait son modéle génétique monogénique.
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On peut également imaginer que le SBr réponde a un modéle génétique plus complexe
de type digénique ou oligogénique. En effet la mauvaise corrélation génotype/phénotype entre
le gene SCN5A et le phénotype SBr laisse supposer l'existence de variants capables
d’influencer I'expressivité de la maladie. Ce nouveau modéle génétique pourrait étre un modeéle
digénique comme le suggére la présence d’'un locus proche du géne SCN5A et de GPDIL.
Cette proximité physique faciliterait une co-transmission de variants ou une régulation du géne
codant le canal sodique cardiaque a distance en cis ou en trans. Une autre hypothése serait un
modéle oligogénique « bi-modal » (a deux distributions : une regroupant un variant rare a effet
fort et une autre regroupant les variants fréquents a effet faible). Dans ce dernier modéle il
faudra quantifier I'implication de chaque variant et notamment ceux retrouvés dans le géne
SCNb5A. On peut supposer qu’une proportion des variants identifiés dans le géne SCN5A serait
des variants a effets forts et qu’ils seraient combinés a des polymorphismes contenus dans les
génes déja identifiés du SBr. A linverse une catégorie de variants considérés comme des
polymorphismes du géne SCN5A seraient les composantes a effet faible d’'un modéle
oligogénique ou le variant a effet fort se trouverait par exemple dans le géne CACNALC ou au
sein du locus 3p22.3-p25.3.
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II. Projet 2 : Recherche de variation du nombre de copies dans les
genes impligués dans le syndrome du QT long: implication clinique

1.1 Article 2 : objectifs

Le SQTL est une cardiopathie a haut risque de mort subite par arythmies ventriculaires.
L’apport du diagnostic moléculaire a permis de réduire et de prévenir la survenue de mort
subite. Dans notre expérience, le taux de mort subite chez les patients atteints d'un SQTL a été
réduit significativement aprés prescription d’un traitement adapté en fonction du diagnostic
moléculaire. Cependant ce dernier ne peut pas étre posé chez environ 25% des patients. A
cela plusieurs hypothéses, l'existence de phénocopies : il s’agirait de formes acquises, la
seconde serait I'existence de variants dans des génes encore non identifiés, une autre
hypothése met en cause les régions non explorées (régions non codantes : promotrices, 3’ UTR,
introniques) qui pourraient renfermer les variants morbides. Enfin une fréguence non
négligeable de réarrangements génomiques indétectables par les techniques classiques de

criblage ou de séquencage pourrait constituer une explication pour ces 25%.

Nous avons voulu évaluer sur une grande série de 93 patients négatifs pour le
séquencage des 3 principaux génes KCNQ1, KCNH2 et SCN5A la fréquence de ces
réarrangements par la technique de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).
Cette technique permet de quantifier le nombre de copies d’un fragment d’ADN donné en
utilisant des amorces complémentaires de la région cible. Nous avons utilisés un kit commercial
interrogeant 20 régions du gene KCNQ1 (16 exons), 9 du géne KCNH2 (15 exons) et 3 du géne
SCN5A (28 exons). Le SQTL engendré par ces génes sont la conséquence de pertes de
fonction des canaux potassiques codés par les génes KCNQ1 et KCNH2 et un gain de fonction
du gene SCN5A. La conséguence fonctionnelle des réarrangements attendus serait donc des
invalidations des canaux potassiques par une délétion ou une duplication en tandem décalant
le cadre de lecture, menant a une haploinsuffisance et a une diminution du courant Ixs ou I,
L’autre possibilité serait une duplication de I'ensemble du géne SCN5A afin d’obtenir une ou

des nouvelles copies fonctionnelles et entrainer un gain de fonction du courant Iys.

Des travaux précédents ont montré que des CNVs existaient parmi les génes du SQTL.
Une délétion de 217 génes a été décrite associée a un retard mental, un intervalle QT allongé
chez ce patient a été attribué a la délétion du géne KCNH2 inclus parmi ces 217 génes
[Bisgaard et al. 2006]. Dans la méme année, Tamara Koopmann a identifi€¢ une duplication en
tandem de 3.7Kb invalidant le gene KCNH2 et entrainant le phénotype du SQTL au sein d’'une

famille hollandaise [Koopmann et al. 2006]. Plus récemment une nouvelle étude sur 26 cas de
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SQTL a identifié 3 réarrangements dans les genes KCNQ1 et KCNH2 mais sans en étudier leur
ségrégation ni leur taille [Eddy et al. 2008].

Mon projet a pour objectifs d’évaluer la fréquence et la taille des CNVs dans les
principaux géenes du SQTL grace a la plus grande série de patients testés jusqu’a présent
(n=93) et d’établir leur implication clinigue par une étude génotype/phénotype. Ce projet de
recherche s’inscrit, dans une démarche de transfert vers le service de diagnostic génétique

pour une médecine prédictive.
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ABSTRACT

Background: Long-QT Syndrome (LQTS) is an inherited cardiac arrhythmia characterized by a prolonged QTc
interval associated with sudden cardiac death. Recent studies suggested the involvement of duplications or
deletions in the occurrence of LQTS. However, their frequency remains unknown in LQTS patients. The aim of
this study was to investigate, in a set of 93 mutation-negative LQTS probands, the frequency of copy number
variants (CNV) in LQTS genes and to evaluate their segregation within the families.

Methods and results: Point mutations in KCNQ1, KCNH2 and SCN5A genes were excluded by dHPLC-DNA
sequencing or direct sequencing. We applied Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) to detect
CNVs in exons of these three genes. Abnormal exon copy numbers were confirmed by Quantitative Multiplex
PCR of Short Fluorescent Fragment (QMPSF). Array based Comparative Genomic Hybridization (array CGH)
analysis was performed using Agilent Human Genome 244K Microarrays to further map the genomic
rearrangements. We identified 3 different deletions in 3 unrelated families: one in KCNQ1 and two involving
KCNH2. We showed in the largest family that the deletion involving KCNH2 is fully penetrant and segregates with
the long QT phenotype in 7 affected members.

Conclusions: Our study demonstrates that CNV in KCNQ1 and KCNH2 explain around 3% of LQTS in patients
with no point mutation in these genes. This percentage is likely higher than the frequency of point mutations in
ANKB, KCNE1, KCNE2, KCNJ2, CACNA1C, CAV3, SCN4B, AKAP9 and SNTAL together. Thus, we propose

that CNV screening in KCNQ1 and KCNH2 should be performed routinely in LQTS patients.

Keywords: Long QT syndrome, MLPA, CNV, deletion, sudden death.

INTRODUCTION

Long-QT Syndrome (LQTS) is an inherited

cardiac arrhythmia characterized by a prolonged
QTc interval, which is associated with syncope and
sudden death (SD) caused by “torsades de pointes”
or polymorphic ventricular tachycardia[Jervell et
LANGE-NIELSEN 1957]. It affects between 1 in
5000 and 1 in 2000 individuals[Schwartz et al.
2003; Tester et al. 2005]. Molecular diagnosis is an
important tool to guide diagnosis, treatment and
prevention strategies in LQTS patients. To date,
more than 600 mutations [Fondazione Salvatore
Maugeri. 2007] have been identified among 12
different genes: 5 genes encoding ion channel
alpha subunits (KCNQ1[Wang et al. 1996],
KCNH2[Curran et al. 1995], SCN5A[Wang et al.
1995a], KCNJ2[Plaster et al. 2001] and
CACNAILC[Splawski et al. 2004]) and 7 genes
encoding ion channel regulatory proteins
(ANKB[Mohler et al. 2003], KCNE1[Splawski et al.
1997], KCNE2[Abbott et al. 1999], CAV3[Vatta et al.
2006], SCN4B[Medeiros-Domingo et al. 2007],
AKAP9[Chen et al. 2007] and SNTAl[Ueda et al.
2008)). In total molecular diagnosis can resolve up
to 70% of cases. More of 90% of those cases are
due to mutations in KCNQ1, KCNH2 and SCN5A
corresponding to LQT1, LQT2 and LQT3
respectively[Napolitano et al. 2005; Kapplinger et al.
2009]. The lack of mutation detection in the
remaining cases has been attributed to phenotyping
errors, incomplete sensitivity of screening methods
(dHPLC and direct sequencing), mutations in non-
coding regions or mutations in as yet unknown
genes.
Another source of negative molecular screening can
be the presence of copy number variants affecting
the major genes for LQTS and not detectable using
capillary sequencing. Interestingly, Bisgaard et al.
described in 2006 a large deletion (217 genes)
including KCNH2 in a patient with mental

retardation and a long QT Syndrome[Bisgaard et al.
2006]. In addition, Koopmann et al. detected a 3.7
kb intragenic KCNH2 duplication in a Dutch family
affected by LQTS[Koopmann et al. 2006]. More
recently, Eddy et al. identified two deletions, one in
KCNQ1, a second in KCNH2 and a duplication in
KCNH2[Eddy et al. 2008] in LQTS patients. These
different studies suggest that gene duplications or
deletions can explain LQTS. However, the precise
frequency of copy number variants involving the

main LQTS genes in patients with LQTS remains
unknown. In this study, we investigated the
frequency of deletions and duplications affecting
KCNH2 and KCNQ1 in 93 probands with LQTS
including one large family, for which no point
mutation had been identified.

METHODS

LQTS patients

This study was in agreement with the local
guidelines for genetic research and has been
approved by the local ethical committee. Two
experts for rare arrhythmic diseases at the
University Hospital of Nantes defined the LQTS
phenotype by independent ECG readings. QTc
duration was calculated according to Bazett formula.
A prolongation of the QTc duration was defined as =
440 ms for men (borderline between 430-439 ms)
and as = 460 ms for females (borderline between
450-459 ms) [Roden 2008a]. Each patient
underwent full medical examination to rule out
syndromic forms of QT prolongation. Blood samples
were collected after written informed consent.



Projet 2

Recherche de variation du nombre de copies dans les génes impliqués dans le syndrome du QT long:

Mutations in coding regions and exon-intron
boundaries for the three main LQTS-causing genes
- KCNQ1, KCNH2 and SCN5A — were excluded by
dHPLC-DNA sequencing or direct sequencing.

MLPA, QMPSF and gPCR analyses

MLPA was performed using the SALSA P114 MLPA
kit and according to the MRC Holland Protocol
(http://mwww.mrc_holland.com). SALSA P114 MLPA
kit contains 20 probes interrogating KCNQ1 gene, 9
for KCNH2 gene and 3 for SCN5A gene. Abnormal
profiles in MLPA analysis were completed with a
locus-specific  QMPSF[Casilli et al. 2002].
Oligonucleotide complementary sequences to exon
5 and 15 of KCNH2 or exon 7, intron 7-8 and exon
8 of KCNQ1 were co-amplified by PCR with an
additional fragment, corresponding to exon 14 of
MLH1, a gene located on chromosome 11 used as
a control. The QMPSF conditions and primer
sequences are available upon request. QPCR
experiments were performed using the LightCycler
480 (Roche Molecular Systems) to validate genes
with variable copy number. PCR reactions were
prepared using the Power SYBR-Green PCR
reagent kit (Applied Biosystems) according to the
manufacturer’s protocol.

Array CGH

Array CGH analysis was performed using the
Agilent Human Genome Microarray Kit 244A
(Agilent Technologies). Labeling, hybridization,
washes and data analysis were performed
according to the protocol provided by Agilent
(Protocol v4.0, June 2006). Graphical overviews
were obtained using the CGH Analytics software
(v.3.4) (Agilent Technologies). DNA sequence
information refers to the public UCSC database
(Human Genome Browser, Mar. 2006 Assembly).

Linkage Analysis

Two-point linkage analysis was performed with easy
LINKAGE Plus software (version 5.02), by using an
autosomal-dominant model of inheritance with
complete penetrance and a disease allele
frequency of 0.001. The allele frequency was given
as 0.001 for the morbid allele.

RESULTS

Ninety-three patients with LQTS were included in
this study, for whom no mutation had been
identified by dHPLC-DNA sequencing or direct
sequencing for KCNQ1, KCNH2 and SCN5A. The
patients (63% women) presented with an average
QTc of 556 ms +/- 60 ms and an average age at
diagnosis of 35 years +/- 22. Among the 93
probands, 23 had been resuscitated from sudden
cardiac death (25%), 58 had presented with a
syncope (62%), 30 with an arrhythmia event (32%)
and 15 had been provided with an implantable
cardioverter defibrillator (ICD) (16%). The T wave
patterns for all patients were classified into five
categories: normal T wave morphology (n=3, 3%),
LQT1 (n=11, 12%), LQT2 (n=47, 51%), LQT3 (n=13,
14%) and nonspecific (n=19, 20%). We screened
for CNV involving the KCNQ1, KCNH2 and SCN5A
genes in these 93 patients, by MLPA. We identified

implication clinique

one deletion in KCNQ1 and two involving KCNH2 in
three unrelated patients while no CNV was detected
in SCN5A. We performed a familial investigation
from each proband: genotype/phenotype correlation
could be achieved in the largest family.

Family 1

Patient Ill.4 was diagnosed for LQTS after the
occurrence of several episodes of “torsade de
pointe” and ventricular fibrillation successfully
resuscitated at age 23. Her ECG showed a
prolonged QT interval (QTc=554 ms) and a bifid T
wave strongly suggestive of LQT2 syndrome
(Figure 1). Because of the aborted cardiac arrest,
she was implanted with an ICD. Her clinical
examination found no other abnormalities. Familial
recruitment led to the identification of 14 relatives
through 3 generations (Figure 1A). In addition to
patient 1ll:4 six family members had ECG
abnormalities strongly suggestive of LQTS (Figure
1B): patient I:2 (QTc= 465 ms), patient 1l:1 (QTc=
590 ms), patient 1:7 (QTc= 615 ms), patient Ill:1
(QTc= 670 ms), patient IlI:5 (QTc= 518 ms) and
patient 111:6 (QTc= 610 ms). All of them were
asymptomatic. ECGs performed in the other family
members were normal (data not shown).

Using MLPA and QMPSF, a genomic deletion was
identified in patient 1ll.4 involving exons 4-14 of
KCNH2 (Figure 2A).

QMPSF was performed using two probes: the first
in exon 5 confirmed the deletion and the other in
exon 15 demonstrated that the 3’ coding region of
KCNH2 was also deleted (data not shown).
High-resolution array CGH analysis refined the size
of the genomic rearrangement: the deletion was
marked out from centromeric probes
A_16_P18164054 (intron 3-4) to A_16_P01835269
(telomeric) and had a size of 650 Kb. Nineteen
other genes are included in this rearrangement
(including ABP1; Figure 3A).

Interestingly Redon et al. identified a CNV in ABP1
downstream of KCNH2 gene in individual NA12762
(chr7:149,976,469 -150,101,345) from the HapMap
collection[Redon et al. 2006]. We checked whether
KCNH2 is encompassed by this CNV, using
QMPSF on KCNH2 exons 5 and 15 and ABP1 exon
2. We found that the deletion is limited to ABP1 and
does not affect KCNH2 (data not shown).

This CNV was present in the 6 other affected family
members (I:2, 1I:1, 11:7, IIl:1, 11I:5 and 111:6). Linkage
analysis was performed to evaluate segregation
between the deletion and the LQT phenotype.
Under the dominant model of inheritance, we
obtained a maximum logarithm of the odds (LOD)
score of 3.13 (6=0%).

Family 2

The proband is a woman diagnosed at age 28 for
LQTS after the occurrence of syncope triggered by
acoustic stimulus (phone ringing). Her ECG showed
a prolonged QT interval (QTc= 563 ms) and a bifid
T wave. ECGs were performed in the first degree
relatives: the mother, the brother and the two sons
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(Figure 4A). Prolongation of the QT interval was
found only in the mother (1:2; QTc= 467 ms).

MLPA analysis showed a heterozygous deletion of
KCNH2 (Figure 2B). QMPSF confirmed the deletion
of KCNH2 (probes in exons 5 and 15) and showed
the deletion of ABP1 (probe in exon 2) (data not
shown). Array CGH analysis revealed that the CNV
is 145 Kb in length (probe A_16_P18165049 to
probe A_16_P1835307) and includes entire copies
of the KCNH2 and ABP1 genes (Figure 3B).

The same CNV was also found in two relatives: her
affected mother (I:2) and her healthy brother (lI:1).

Family 3

Patient 11.1 was a girl diagnosed at age 14 for the
LQTS after the occurrence of an episode of
syncope resulting from a stress with a temporary
loss of hearing and tachycardia. Her ECG showed a
prolonged QT interval (QTc= 490 ms) as well as a
broad base T wave morphology on derivations V4
to V6. Her father presented with a T wave pattern
suggestive of LQT1 and a borderline QTc duration
of 438 ms (Figure 4B). Her mother and sister have
normal T wave morphology and QT interval duration
(data not shown).

We identified by MLPA one CNV restricted to
KCNQL1 exons 7 and 8 in proband II:1 (Figure 2C).
The deletion was confirmed by 2 independent
techniques: QMPSF with probes in exons 7 and 8 ;
gPCR with primers in exons 7 and 8 as well as
intron 7-8 (data not shown). The CNV was inherited
from her father (I:1) while her sister (I:2) did not
carry the deletion (Figure 4B).

DISCUSSION

In this study, we evaluated the frequency of copy
number variants involving KCNQ1, KCNH2 and
SCN5A in patients affected by a typical form of
LQTS, for whom molecular analysis failed to identify
point mutations in those major LQTS genes. We
detected three CNVs in three unrelated patients:
one deletion in KCNQ1 and two deletions involving
KCNH2.

The first deletion includes the exons 4 to 15 of
KCNH2. This deletion could lead to a truncated
protein (123 instead of 1159 amino acids). More
probably, its effect may be similar to that of a
premature termination codon mutation with
subsequent nonsense-mediated decay (NMD)
degradation of the KCNH2 mRNA[Hentze et Kulozik
1999]. Although this deletion includes 19 other
genes, the patient presented with no abnormal
phenotype other than prolonged QT duration.

The second deletion includes the whole KCNH2
gene, leading probably to haploinsufficiency and
decreasing levels of the potassium current I, in
ventricular-cardiomyocytes.

The third deletion spans exons 7 to 8 of KCNQ1.
Assuming that the deletion includes full copies of
both exons, it leads to the lack of the second part of
the p-loop (including GYGD motif), the segment 6
as well as 23 amino acids from the C-terminal part
of the KvLQT1 channel subunit. Interestingly
studies described splicing variants, involving
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deletion of either exon 7, exon 8 or both, leading to
decreased Iks current[Lande et al. 2001; Tsuiji et al.
2007] .

We found perfect co-segregation between long QT
phenotype and CNV inheritance in the Family 1
(odds (LOD) score > 3), demonstrating that the
KCNH2 deletion is responsible for this familial form
of LQTS. One non penetrant patient (Il:1) was
identified in family 2, in line with previous
report[Priori et al. 1999]. In Family 3, the KCNQ1
deletion was found in two members presenting a T-
wave pattern suggestive of LQT1. One of them
presents with a prolonged QTc duration, the other
with a borderline value (figure 4B).

Note that as for point mutations, the T wave
morphologies observed in probands’ ECGs are
predictive for which LQTS gene is altered by CNV
and thus stay a relevant indicator of the morbid
gene.

In summary, our study demonstrates that copy
number variants involving major LQTS genes
explain around 3% of additional LQTS cases (3 out
of 93 patients) after failure of the classical molecular
diagnostic screen (dHPLC and direct sequencing).
This frequency corresponds to the percentage of
copy number variants versus point mutations
already described in the literature for a morbid gene
like BRCA1[Engert et al. 2008]. In our and others’
experience, the frequency of CNV detection in
KCNH2 and KCNQL1 is higher than the frequency of
point mutations in ANKB, KCNE1, KCNE2, KCNJ2,
CACNAILC, CAV3, SCN4B, AKAP9 and SNTAl
together[Napolitano et al. 2005; Tester et al. 2005].
Thus, we conclude that routine CNV detection in the
two major LQTS genes should be perform
systematically for patients diagnosed with long QT
syndrome but negative point mutation screening.

CONCLUSION

Our  study  demonstrated that genomic
rearrangement in KCNQ1 and KCNH2 genes
explains 3% of the LQTS in patients with a negative
screening for point mutation in the genes involved in
the LQTS. We consider that screening for genomic
rearrangement should be used in the routine work
up in the LQTS in case of the absence of punctual
mutation in the LQTS genes.
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Figure 1: family 1: clinical findings
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A: The disease phenotype is transmitted as an autosomal-dominant trait. Empty symbols depict unaffected members, blacks symbols long QT phenotypes, grey symbols
undetermined members and “?” symbols unknown phenotypes. Circles indicate females, and squares, males. The proband is indicated by an arrow. Genotypes are marked with +/- for
heterozygous mutation and +/+ for wild type. QTc values (Bazett formula) are indicated below each individual. ICD indicates implantable cardioverter-defibrillator. B: ECG are

presented for affected members with ECG of arrhythmia when documented.



Projet 2
Recherche de variation du nombre de copies dans les génes impliqués dans le syndrome du QT long: implication clinique

A)
Family 1 - 111:4
B)
Family 2 - 1I:3
C) 12
o8 Family 3 — II:1

Figure 2 : detection of CNVs involving the KCNH2 and KCNQ1 genes in 3 long QT patients by Multiplex Ligation-dependant Probe Amplification .
Each profile corresponds to relative peak ratios for KCNH2, KCNQ1, and control probes. The asterisks mark the detection of exonic deletions. A: KCNH2/ex4-14 are deleted in Family
1; B: KCNH2/ex1-14 are deleted in family 2; C: KCNQ1/ex7-8 are deleted in Family 3.Y axis represents relative ratio of copy number
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1.2 Article 2 : principaux résultats et discussion

Parmi 93 propositus atteints du SQTL nous avons identifi¢ 3 CNVs dans 3 familles
différentes. Deux délétions ont été mises en évidence dans le géne KCNH2 chez 2 propositus
présentant un phénotype du SQTL de type 2. La 1 s'étend sur 145Kb affectant I'ensemble du
géne KCNH2 ainsi que le gene ABP1. La seconde est bornée en 5' par I'exon 4 du géne
KCNH2, inclue la fin de ce gene, ABP1 et les 18 génes suivants, s'étendant ainsi sur 651Kb.
Cette derniere a été retrouvée chez 6 individus apparentés ayant un QTc > 460ms. L'haplo-
insuffisance générée par ces réarrangements est vraisemblablement responsable de ce SQTL.
La 3°™ délétion affecte les exons 7 et 8 et I'intron les séparant du géne KCNQ1.

Cette étude regroupe le plus grand nombre de patients investigués pour des
réarrangements dans les principaux genes du QTL. Pour la premiére fois, nous avons pu
montrer la ségrégation d’une délétion au sein d’'une grande famille atteint du SQTL. De plus ce
travail démontre que la morphologie de I'onde T est également un bon indicateur du géne
impliqué dans le SQTL dans le cas de réarrangements.

Avec une fréquence d’environ 3.2% dans une population de patients SQTL négatifs pour
les principaux génes, la détection de CNVs est I'explication moléculaire la plus fréquente apres
les mutations ponctuelles dans les genes KCNQ1, KCNH2 et SCN5A. Compte tenu de la
fréqguence de ces réarrangements cela constitue une approche incontournable et
complémentaire au criblage des régions codantes. Cette méthode est désormais appliquée a
tous les patients au laboratoire de diagnostic génétique du CHU de Nantes. Une étude portant
sur un plus grand nombre de patients permettra d’affiner la fréquence de ces réarrangements
génomiques. Depuis ce travail, 2 nouveaux CNVs dans le géne KCNQL1 -une délétion et une
duplication- ont été détectées par MLPA et les manipulations de confirmation sont en cours. La
confirmation de ces réarrangements reste a effectuer par d’autres techniques indépendantes.
Aucun réarrangement n’a été détecté dans le gene SCN5A. Ceci peut s’expliquer par la plus
faible probabilité de survenue d’une duplication entiere du géne SCN5A qu’une délétion du
gene ou d’'une partie d’'un géne codant un canal potassique.

Devant cette fréquence de réarrangements, une étude pangénomigque pour la détection
de CNVs (utilisation de puces CGH) chez les individus encore non diagnostiqués
moléculairement pourrait étre envisagée afin de mettre en évidence de nouvelles
délétions/duplications dans de nouveaux génes candidats du SQTL. Ces nouvelles régions
codantes seraient la cible d'un criblage classique afin d’évaluer la fréquence des mutations
ponctuelles et donc la prévalence de ce géne dans le SQTL.

Nous participons actuellement a un travail basé sur le méme schéma, I'approche

pangénomique est ici 'étude d’association [Pfeufer et al. 2009; Newton-Cheh et al. 2009] (cf.
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Introduction 111.2.3) et les génes bordants ou contenants les SNPs corrélés a un allongement de
l'intervalle QT sont en cours de séquencage.

L’accessibilité aux nouvelles technologies de séquencage trés haut débit permettrait de
séquencer I'ensemble des exons du génome d’une série de patients négatifs en séquencage et
en MLPA pour les principaux génes. Ces individus seraient sélectionnés s’ils appartiennent a
une famille atteinte du SQTL afin de s’assurer du caractére héréditaire de leur allongement de
l'intervalle QT et de pouvoir valider le ou les variants par une étude génotype/phénotype. On
pourrait alors isoler de nouveaux génes et évaluer par la suite, leur prévalence sur une plus
grande cohorte de patients.

Les bases moléculaires décrites jusqu’a présent suffisent a expliquer le phénotype du
SQTL, on parle de variants a effet fort et de maladie génétique monogénique. Cependant
I'expressivité variable de ces anomalies génétiques au sein d’'une méme famille suggére que la
durée de l'intervalle QT soit modulée par d’autres paramétres. Certains d’entre eux trouveraient
une origine génétique et participeraient a un modéle oligogénique « bi-modal ». Les deux
études d’association citées précédemment proposent des variants fréquents qui
interviendraient, pour certains, a hauteur d’environ 1% dans la durée de l'intervalle QT. Dans le
cadre du réseau transatlantique Leducq « Alliance Against Sudden Cardiac Death » dont fait
partie l'institut du thorax, un projet, lancé en 2005 est actuellement en cours d’analyse et a pour
objectif d’'identifier les genes/variants modificateurs pour le SQTL de type 2. L’étude inclut 642
patients porteurs dune mutation dans le géne KCNH2 présentant un aspect
électrocardiographique normal ou LQT2. Ces patients ont été génotypés pour 1536 TagSNP
répartis dans 19 geénes codants principalement des canaux ioniques ou des protéines
régulatrices de ces canaux (« GoldenGate Genotyping Assay », lllumina). On espére ainsi
identifier des SNPs responsables de la variation de phénotype chez les patients mutés pour le
gene KCNH2. Une part des 25% des patients non diagnostiqués moléculairement pourrait voir
I'explication de leur allongement de la durée du QT dans une combinaison de variants ol tous
auraient un effet faible (modéle oligogénique uni-modal).

Il faut noter également qu’'une part de ces patients trouvera leurs diagnostics
moléculaires dans les régions introniques et régulatrices non séquencées. En effet deux
publications décrivent un mécanisme d’épissage anormal causé par des variants en position -
28 ou +6 d’exon [Zhang et al. 2004; Crotti et al. 2009]. Ces variants sont cependant identifiés
grace a leur proximité des régions codantes et sont découverts ainsi fortuitement. On peut
néanmoins envisager qu’il existe une part non négligeable de variants morbides situés dans les
régions non criblées des génes déja identifiés. L’exploration de ces régions verra trés
probablement le jour avec I'acces, a des codts réduits, aux techniques de reséquencage a trés
haut débit. Les nouveaux génes découverts recemment suggerent qu’ils ne sont responsables

gue de cas sporadiques.
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lll. Projet 3: la génétique du syndrome du QT court : nouveau
meécanisme

.1 Objectifs

Les travaux mené par Charles Anztelevitch associent des mutations dans les sous
unités a et B du canal calcique Cay1.2 et le phénotype mixte de SBr et SQTC [Antzelevitch et al.
2007]. Plus récemment cette méme équipe a publié une mutation dans cette sous unité 3
responsable uniquement d’un phénotype de SBr [Cordeiro et al. 2009]. A 'image des mutations
dans le géne SCN5A responsable isolément du SQTL de type 3 et de trouble de la conduction
mais aussi de syndromes chevauchants regroupant ces pathologies, des mutations des sous
unités o et B du canal calcique Cay1.2 pourrait étre responsable d'un SQTC isolé. L’objectif de
ce travail est d’évaluer la prévalence des géenes CACNALC et CACNB2 codant respectivement
les sous unités o et B du canal Cay1.2 chez 15 patients atteints du SQTC sans SBr (QTc < 360

ms). Une série de 15 propositus a été constituée avec la collaboration du CHU de Tours.

Indépendamment de notre travail, I'équipe de recherche dirigé par Jean-Yves Le
Guennec (INSERM U921 : nutrition, croissance et cancer, Tours) étudie I'effet de la carnitine
sur les canaux ionigues impliqués dans l'activité électrique cardiaque. Les acides gras libres
sont la source majeure d’énergie dans le cceur, le foie et le muscle squelettique. La carnitine est
essentielle pour le transport et le métabolisme des acides gras a longues chaines au sein des
mitochondries. Le transporteur de la carnitine OCTN2 est constituée de 12 domaines
transmembranaires et permet I'entrée de carnitine dans la cellule (Tamai et al.,, 1998). La
littérature montre qu’une déficience en transporteur de la carnitine OCTN2 conduit a une
réduction du taux plasmatique de camitine et d’acylcarnitine causée par un défaut de
réabsorption rénale [Tein 2003]. Elle est corrélée le plus souvent a une cardiomyopathie et/ou a
la survenue de fibrillation ventriculaire et a la mort subite [Rahbeeni et al. 2002; Tein 2003;
Melegh et al. 2004; Amat di San et al. 2008]. Ces cas de déficience en carnitine sont la
conséguence de mutations des deux alléles du géne SLC22A5 codant le transporteur OCTN2
et répondent donc a un modeéle de transmission récessif.

L’équipe de Tours a observé rétrospectivement qu’une patiente présentant un défaut
plasmatigue en carnitine et mutée pour le transporteur OCTN2 avait un aspect ECG compatible
avec un SQTC. Suite a cette observation, I'hypothése de I'implication de la carnitine dans la
durée de lintervalle QT a été émise. Afin de tester cette hypothése le dosage de la

concentration plasmatique en carnitine des 15 patients atteints du SQTC a été réalisé.
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.2 Confrontation des résultats

Le séquencage des génes codant les sous-unités o et B du canal calcique Cay1.2 a été
effectué et le dosage plasmatique de la carnitine est en cours chez les 15 patients. A ce jour,
un variant dans le gene CACNA1C et une réduction du taux plasmatique de carnitine causée
par par des mutations du transporteur OCTN2 ont été mise en évidence. Ces anomalies ont été
retrouvées chez le méme patient préalablement exclu pour des mutations ponctuelles dans les
génes KCNJ2, KCNQ1 et KCNH2.

1.3 Description clinique de la famille G

Un enfant de 22 mois a été hospitalisé pour une syncope. La réalisation d’un holter a
révélé des durées de QTc se raccourcissant jusqu’a 270 ms et une moyenne a 340 ms.
Quelques mois plus tard, son ECG montrait un QTc un peu plus allongé a 350 ms mais avec
une onde T triangulaire caractéristique (Figure 34, individu Ill.1). Le recrutement de la famille
(G), réalisé au CHU de Tours, a permis de diagnostiquer un intervalle QT raccourci chez la
mere 112 (QTc = 359 ms) qui est de plus symptomatique (fibrillation ventriculaire) tandis que les
grands parents (.1 et 1.2) présentent un intervalle QT normal et aucun antécédent rythmique
(Figure 34). Un test a 'ajmaline servant a démasquer un SBr réalisé chez les individus 1.2 et 11.2
s’est révélé négatif et tous les membres de la famille présentent une échocardiographie
normale.

Figure 34 — Arbre généalogique de la famille G
[ sain (haut) et électrocardiogrammes du propositus

(I11) et de sa mere (112) (bas)
B QTc < 360ms Les carrés représentent les hommes, les ronds les femmes.
Le propositus est indiqué par une fléeche. La durée de
D Nonw lintervalle QTc est indiquée sous chaque individu. ECGs

Test 3 el , des dérivations précordiales V1 a V3 montrant un aspect
% esta fajmaline nég3t | compatible avec un SQTC.

Pas de test & lajmaline
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1.4 Nouvelles bases moléculaires pour le SQTC

[1l.4.1 Mutations dans le géne SLC22A5 codant le transporteur de la carnitine OCTN2

Deux variants dans le gene SLC22A5 ont été identifiés chez le propositus Ill.1. Ce gene
code un transporteur de la carnitine OCTN2 [Wu et al. 1998]. Chacun des parents (Il.1 et 1.2) a
transmis un variant de du géne SLC22A5 respectant ainsi le modeéle récessif décrit. De fagon
surprenante la mere (11.2) du propositus a, elle aussi, hérité de deux alléles mutés de ces deux
parents (I.1 et 1.2) hétérozygotes (Figure 35). Le propositus ainsi que sa mére présentent un
intervalle QT raccourci associé a des troubles du rythme mais ils ne développent pas de
cardiomyopathie. Une supplémentation orale de carnitine permet de normaliser la durée de

lintervalle QT et d’éviter la survenue de nouveaux troubles du rythme.

O0——O [ s

n
QTc=398 s QTc=405m8
-[+ OCTN2 -[+ OCTN2 E QTc < 360ms
Non vu
-_ _( ’ I:l Test a I'ajmaline négatif
I 2
QTe=359ms Pas de test & 'ajmaline
-[+ OCTN2 -/- OCTN2
N -/- Mutations OCTN2 hétérozygote composite
BO -/[+ Mutation OCTN2 hétérozygote
i
Qrc=350ns
-/- OCTN2

Figure 35— Arbre généalogique montrant le statut phénotypique des individus de la famille G et la
ségrégation des mutations du gene SLC22A5 codant le transporteur OCTN2
Les carrés représentent les hommes, les ronds les femmes. Le propositus est indiqué par une fléeche

I11.4.2 Variants dans le géne CACNA1C codant le canal calcique voltage dépendant
Cayl.2

En parallele de ce travail réalisé & Tours, jai réalisé le séquencage des deux genes
CACNALC et CACNB2 codant respectivement la sous unité a et B du canal calcique Cayl1.2.
Chez le propositus de la famille G, une substitution (c.667G>C) a été trouvée dans le géne
CACNAL1C conduisant au niveau protéique a la substitution d’'une alanine en position 223 par

une proline (NP_000710) (Figure 36). Ce résidu est situé sur la boucle extracellulaire S3-S4 du
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domaine | de la sous unité a1c (Figure 37A). Ce variant est absent chez 312 sujets contrdles et

'acide aminé affecté : I'alanine en position 223 est trés conservé a travers les espéces (Figure

37B).

222 223 224 222 223 224
N A L N A/P L
C B C T C T C C s C T C T €

Figure 36 — Electrophorégramme de la séquence d’un individu contrble (gauche) et du propositus

de la famille G muté pour le géne CACNALC : p.A223P (droite)
Substitution ¢.667G >C conduisant a la mutation faux-sens p.A223P

Homo sapiens TKADGANALGGKGAGF
Macaca mulatta TKADGANALGGKGAGF
Ratus norvegicus TKADGANALGGKGAGF
Mus musculus TKADGANALGGKGAGF

Canis lupus familiaris TKADGANALGGKGAGF

1y Subunit HOOC

231
276
261

205

Figure 37 — A Représentation schématique du canal calcique Cayl.2 et du variant faux-sens
p.A223P. B Conservation de l'acide aminé alanine (A) en position 223 du géne CACNA1C

(NM_000719) au travers des espéces de mammiferes
Modifié d’apres [Yang et Berggren 2005]

La mére (I1.2) et la grand-mére (.2) du propositus possédent également le variant

Cayl.2-p.A223P (Figure 38).
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Figure 38 — Arbre généalogique montrant le statut phénotypique des individus de la famille G, la
ségrégation des mutations du gene SLC22A5 codant le transporteur OCTN2et du variant Cay1.2
p.A223P

Les carrés représentent les hommes, les ronds les femmes. Le propositus est indiqué par une fleche

Des études fonctionnelles sont en cours a Tours et a Nantes afin de comprendre dans
un premier temps l'effet de chaque variant. L’équipe de Tours évalue I'effet de différentes doses
d’acylcarnitine (C16) sur les canaux ioniques impliqués dans le potentiel d’action cardiaque.
Ces travaux visent a comprendre I'effet fonctionnel des mutations dans le transporteur OCTN2
et la diminution plasmatique de carnitine et d’acylcarnitine sur la durée de lintervalle QT.
Parallelement, I'équipe d’électrophysiologie de Nantes a débuté I'étude fonctionnelle du variant
Cayl.2 p.A223P (cf. matériel et méthode : annexe 3-111.2, 111.3, 1ll.4 et 111.5).

I11.4.3 Etude fonctionnelle du variant Cayl.2 p.A223P en systéme d’expression
hétérologue de mammiféere (HEK tsA-201)

J'ai réalisé la mutagénése dirigée a partir du plasmide codant le canal calcique Ca,l1.2
du rat. Le variant p.A223P retrouvé chez 'homme est équivalent au variant p.A253P chez le rat
(Figure 37B).

111.4.3.1 Effet du variant A253P sur le courant lc, .

Les effets du variant p.A253P sur l'activité du canal Ca,1.2 ont été étudiés en comparant
le courant enregistré dans des cellules HEK tsA-201 transfectées avec Ca,1.2 WT et ses sous
unités régulatrices avec celui des cellules transfectées avec Ca,1.2 p.A253P et ses sous unités
régulatrices. Le courant Ic,. WT s'active trés rapidement puis s'inactive lentement en plusieurs

dizaines de millisecondes (Figure 39A). Le courant des cellules exprimant Ca,1.2 p.A253P est
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de plus petite amplitude que dans les cellules exprimant le canal sauvage. En moyenne, le
variant p.A253P provoque une baisse significative de la densité de courant maximum (-5,19 +
0,71 pA/pF, n = 82 ; P<0,001) par rapport a celle mesurée en condition contrdle (-11,13 + 1,42
pA/pF, n = 70) (Figure 39B). Le variant p.A223P entraine une perte de fonction du canal
Ca,1.2 ; il sera désormais désigné sous le nom de mutation p.A223P.

A B

densité de courant en pA/pF

Figure 39 — Effets de la mutation A253P sur les caractéristiques biophysiques du courant Ic,

(A) protocole de stimulation (haut) ; courant enregistré avec Ca,1.2 WT (milieu) ; courant enregistré avec Cay1.2
muté A253P (bas); (B) moyenne de la densité de courant mesurée au pic & OmV dans les cellules exprimant Ca,1.2
WT ou le mutant A253P, *** = p<0.001.

Suite a ces observations, différents paramétres biophysiques ont été étudiés. Tout
d’abord, la sensibilité au potentiel des canaux Ca,1.2 WT et muté A253P a été testée en
enregistrant le courant I, a différents potentiels (Figure 40A). La dépendance au potentiel de
I'activation du courant I, est similaire dans les deux conditions (Vy :-13,08 + 0,71mV, n=13
pour le canal WT, -11,54 + 1,15mV, n=9 pour la mutation p.A253P ; pente : 6,34 + 0,17mV et
6,37 £ 0,28mV respectivement ; Figure 40B). De plus, le décours de la relation courant relatif-
voltage (Figure 40C) n’est pas modifié par la présence de la mutation p.A253P. Le potentiel
d’inversion du courant calcique reste similaire dans les deux conditions (62.76 + 1.13 mV pour
le WT et 58.73 £ 2.59 mV pour la mutation p.A253P). Ces données suggérent que la mutation

p.A253P n’affecte pas I'activation voltage dépendante du canal calcique Ca,1.2, ni sa sélectivité.
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Figure 40 — Effet de la mutation A253P sur la sensibilité au potentiel d’Ic,
(A) Exemples de courants enregistrés a différents potentiels (de —60 a+50mV, incrément=10mV) dans une cellule
exprimant Ca,1.2 WT (gauche) ou la mutation A253P (droite) ; (B) courbe d’activation du courant Ic,. dans les 2
conditions, WT n=13, A253P n=9 ; (C) Courbe courant-voltage dans les deux conditions.

Le courant calcique possede une inactivation contrdlée par deux parameétres : le
potentiel et le calcium libre intracellulaire. L’inactivation dépendante du voltage du courant ¢,
a été étudiée dans les cellules exprimant Ca,1.2 WT ou la mutation p.A253P (Figure 41). La
disponibilité des canaux Ca,1.2 en fonction du potentiel est, comme pour leur activation,
similaire dans les deux conditions (Vi,: —15.24 + 1.2mV, n=7 pour le canal WT, -14.88 +
1.39mV, n=6 pour la mutation p.A253P ; pente: -6.4 * 0.43mV et -5.04 + 0.26mV
respectivement).
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Figure 41 — Courbe de disponibilité des canaux Ca,1.2 dans les 2 conditions, WT n=7, A253P n=6

L’ensemble de ces données démontre que le canal calcique Ca,1.2 muté A253P produit
un courant lc,, diminué sans modification de son activation voltage dépendante, ni de sa

sélectivité ni de son inactivation voltage dépendante.

111.4.3.2 Effet de la mutation A253P sur I'expression de Ca,1.2

La diminution de la densité de courant I, dans les cellules exprimant la mutation
p.A253P peut avoir différentes origines : (i) un défaut d’expression du canal muté, (ii) un défaut
de trafic a la membrane ou (iii) un canal dysfonctionnel. L’expression totale de la protéine canal
Ca, 1.2 WT et mutée A253P a été estimée par la technique de Western blot. Une condition
supplémentaire dans laguelle les cellules ne sont pas transfectées a été ajoutée afin de servir

de témoin négatif.

Les résultats indiquent la présence d’une bande a 250 kDa dans les conditions WT et
mutée A253P. Cette bande, absente dans le puits contenant les lysats cellulaires non
transfectés, correspond a la protéine Ca,1.2 (Figure 42). L’intensité de cette bande est similaire

dans les deux conditions (manipulation répliquée 20 fois).
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Figure 42 — Estimation de I’expression des protéines Ca,1.2 WT et mutées A253P par la technique
de Western blot. La bande a 250 kDa correspond a Ca,1.2, labande a 50 kDa a la B-tubuline

Les données de Western blot indiquent que la mutation p.A253P n’affecte pas

I'expression totale de protéines Ca,1.2.

111.4.3.3 Effet de la mutation p.A253P sur I'expression membranaire de Ca,1.2

L’expression totale de Ca,1.2 n’étant pas modifiée, nous nous sommes intéressés au
trafic membranaire de la protéine en utilisant deux techniques distinctes, les immunomarquages

et la biotinylation des protéines de surface.

En ce qui concerne les expériences d’'immunomarquages, les résultats obtenus apres le
marquage extracellulaire ne nous ont pas permis de conclure quant a I'expression membranaire
de Ca,l1.2. La protéine semble étre trés peu exprimée a la membrane devenant alors difficile a
détecter par cette technique. Par ailleurs, les résultats obtenus par le marquage intracellulaire
nous ont permis d’observer un marquage cytoplasmique de Ca,1.2 homogéne en condition WT
ou muté A253P (Figure 43).

Figure 43 —Immunomarqguages intracellulaires de la protéine Ca,1.2 WT (gauche), mutée A253P
(centre) et contr6le sur cellules non transfectées (droite)
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Nous avons ensuite choisi d’étudier I'expression membranaire de Ca,1.2 par la
technique de biotinylation des protéines a la surface cellulaire. Cette technique permet de
purifier 'ensemble des protéines membranaires et d’obtenir une estimation semi-quantitative de
I'expression du canal Ca,1.2 a la surface cellulaire. Les premiers résultats indiquent la présence
d’'une bande a 250kDa dans les conditions WT et mutée A253P que ce soit dans les lysats
totaux ou biotinylés. Cette bande, absente dans le puits contenant les lysats cellulaires non
transfectés correspond a la protéine Ca,1.2 (Figure 44A). Lintensité de cette bande est
similaire dans les deux conditions. Le récepteur a la transferrine (TFnR), situé a la surface
cellulaire, est utilisé pour vérifier 'lhomogénéité de la charge en protéines de chaque puits sur le
gel. La B-actine est utilisée pour vérifier 'absence de protéines intracellulaires dans les puits

contenant les lysats membranaires purifiés.

A
Totaux Expression membranaire
Cavi1.2 - - R
FoR [ —
B-actine | e — | | — - 37 D3
|
Tramsfectrons 7 ‘
WT
lo A253P
F2a *
B

0.4 - - T
—] A263P
0.2 0 Cellules non transfectees

Taux d'expression membranaire de Cavi12
normalisé (taux expression / taux expression WT)

—

[~
o

Figure 44 — Estimation de I’expression membranaire des protéines Ca,1.2 WT et mutées A253P
par latechnique de biotinylation des protéines de surface cellulaire

(A) La bande a 250 kDa correspond a Cavl.2, la bande a 70 kDa au récepteur a la transferrine (TFnR) et la bande a
37kDa a la B-actine ; (B) Taux d’expression membranaire normalisé de Ca,1.2, n=4
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Cette expérience a été reproduite 4 fois et 'ensemble des données suggére que la
mutation p.A253P n’affecte pas I'expression membranaire de la protéine Ca,1.2 (Figure 44B ;
expression normalisée, 1 pour le WT, 1.19 + 0.37 pour A253P et 0.01 + 0.005 pour les cellules

non transfectées).

.5 Discussion du projet 3

Dans ce projet, nous avons mis en évidence des variants génétiques dans deux genes
candidats pour le SQTC : le gene CACNA1C codant la sous unité o du canal calcique Ca,1.2 et

le géne SLC22A5 codant le transporteur a la carnitine OCTNZ2.

Le canal calcique cardiaque Ca,1.2 est impliqué dans différents troubles du rythme
cardiaque comme le SQTL congénital de type 8 [Splawski et al. 2004] mais aussi dans le SBr
associé ou non a un intervalle QT court (< 360 ms) [Antzelevitch et al. 2007]. L’hypothése de
notre étude est qu’il puisse exister des variants dans le canal Ca,1.2 responsable de SQTC
isolé. La mutation p.A223P du gene CACNAL1C codant la sous unité a du canal calcique Ca,1.2
a été identifié chez un individu atteint d’'un SQTC isolé aprés criblage d’'une série de 15 patients.
Ce patient est un enfant de 22 mois hospitalisé pour une syncope. Son ECG présente un
intervalle QTc = 350 ms, une onde T de grande amplitude, étroite et symétrique. Ce variant a
été retrouvé chez la mére (11.2) et chez la grand-mere (1.2) du propositus. Cependant l'individu

1.2 ne présente pas le phénotype (Figure 38).

Nos résultats font apparaitre une diminution du courant calcique d’environ 50% lorsque
le canal muté est exprimé a I'état homozygote. Le géne CACNALC est fortement exprimé dans
le coeur. Il est responsable de la phase de maintien de la dépolarisation du PA ventriculaire.
Une mutation perte de fonction de ce géne est susceptible de provoquer un SQTC et des
arythmies cardiagues. Cependant, ni les immunomarquages, ni la biotinylation des protéines
membranaires ne semblent étre assez sensibles pour identifier le mécanisme responsable de la

diminution du courant.

Dans un cardiomyocyte, le canal calcique dispose de différents partenaires régulateurs
afin d’étre exprimé a la membrane. Ces partenaires ne sont probablement pas tous connus et
pourraient étre absents dans le modéle cellulaire utilisé. Pour contourner ce probléme, il serait
intéressant de travailler sur des cardiomyocytes surexprimant le géne CACNA1C sauvage ou
muté A253P. Nous pourrions alors réaliser une étude complémentaire incluant la biotinylation
des protéines membranaires, des immunomarquages ainsi que des expériences de patch
clamp en potentiel imposé qui permettraient d’étudier les effets de la mutation sur un modéle
plus proche du myocarde humain. Une corrélation génotype/phénotype pourrait ainsi étre
établie.
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Si 'absence de défaut de trafic membranaire est confirmée il restera a comprendre
pourquoi la densité de courant Ic,, est diminuée lorsque le canal est muté. Les hypothéses sont
(i) la conductance unitaire du canal est modifiée, (ii) la probabilité d’ouverture du canal est
diminuée, (iii) un partenaire modulateur des propriétés électrophysiologiques du canal ne
parvient plus a agir. Pour tester les deux premieres hypothéses, des expériences de patch
clamp en canal unitaire sont a envisager. En ce qui concerne la troisieme hypothése, il faudra
tout d’abord tester les effets des deux sous-unités co-transfectées en procédant a la
transfection des canaux WT et mutés en leurs absences. La sous unité a2d a été mise en
évidence dans la modulation des propriétés électrophysiologiques du canal Ca,l1.2 [Bangalore
et al. 1996]. Son absence est associée a une diminution de 'amplitude du courant I, .. Dans un
second temps, on pourra envisager d'identifier d'autres partenaires régulateurs potentiels du

canal puis tester leurs effets sur le courant Ic,, .

S’il on considére la mutation Ca,1.2 p.A223P responsable du QT court, l'individu 1.2 est
non pénétrante. La mutation Ca,1.2 p.A223P ne semble donc pas suffisante pour modifier
lintervalle QT chez cette patiente. L’'individu 1.2 se différencie d’'un point de vue génétique de sa
descendance par un état hétérozygote de son variant OCTN2. En effet le propositus ainsi que
sa mere présentent, en plus du variant Ca,1.2 p.A223P, un mutant hétérozygote composite du
gene SLC22A5 codant un transporteur de la carnitine. Il semble alors que le raccourcissement
du QT a ECG serait corrélé au déficit de transport de la carnitine, d’autant plus que la

supplémentation orale en carnitine normalise la durée de l'intervalle QT.

En résumé, le génotype double hétérozygote pour le transporteur OCTN2 correle avec
le phénotype QT court. Cependant la perte de fonction du canal Ca,1.2 p.A223P apparait
comme une bonne explication moléculaire et électrophysiologique. Nous allons par conséquent
nous intéresser a l'effet de la carnitine sur le courant Ic,,. La mutation Ca,1.2 p.A223P pourrait
avoir une sensibilité a la carnitine différente : (i) I'action de la carnitine sur cette mutation
pourrait induire une augmentation d’entrée de calcium ce qui expliquerait le phénotype sain de
l'individu 1.2 (ii) 'absence de carnitine plasmatique chez les individus 1.2 et lll.1 pourrait avoir
une action propre sur la diminution de l'intervalle QT. Cette hypothése est soutenue par des
travaux montrant l'effet d’acylcarnitine a longue chaine sur I'homéostasie calcique de
cardiomyocytes ventriculaires de chien et de cobaye [Adams et al. 1979; Meszaros et Pappano
1990; Wu et Corr 1992]. De plus les premiers résultats, sur le canal hERG, de I'équipe de Jean-
Yves Le Guennec montre que la carnitine posséde une activité extracellulaire ; ou se trouve la
mutation Ca,1.2 p.A223P. Deux approches vont étre utilisées : la premiére sera de tester les
effets de I'addition d'acylcarnitine sur les canaux WT et mutés exprimés dans les cellules HEK

tsA-201. Dans le cas présent, les patients atteints souffrent d'un déficit en carnitine. Nous allons
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donc tester, dans un deuxiéeme temps, les effets de la disparition de carnitine. Pour cela, nos
collaborateurs, a Tours, disposent de fibroblastes du propositus et de donneurs sains. Nous
allons tenter de transfecter ces cellules cultivées en absence et en présence de carnitine et

étudier le courant calcique.

La particularité de cette famille est la présence de deux membres porteurs de mutations
hétérozygotes composites pour le géne SLC22A5 codant un transporteur de la carnitine
OCTN2. lls présentent tous les deux des troubles du rythme mais ne développent pas de
cardiomyopathie dilatée généralement associée au déficit en carnitine causé par les mutations
du transporteur OCTN2 [Amat di San et al. 2008]. La mutation Ca,1.2 p.A223P pourrait
expliquer la particularité du phénotype de cette famille. En effet 'un des facteurs essentiels
associés a la cardiomyopathie dilatée est un déséquilibre de 'homéostasie calcique [Haghighi
et al. 2004; Ahmad et al. 2005]. Dans le cas présent, le déficit d’entrée de calcium lors de la
dépolarisation ventriculaire pourrait limiter les effets déléteres de I'absence de transporteur de
la carnitine chez le propositus et sa mére. La perte de fonction du canal Ca,1.2 ne suffirait pas
a perturber de fagon majeure I'activité électrique cardiaque quand un alléle du transporteur de
la carnitine est fonctionnel comme dans le cas de sa grand-mére. La diminution de courant
calcique entrant Ic,, pourrait avoir un effet protecteur sur une cardiomyopathie dilatée en

réduisant la surcharge calcique [Hill 2003].
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La compréhension des pathologies rythmiques d’origine génétique a commencé par
l'identification de modéle simple, monogénique a forte pénétrance. A noter que les grandes
avancées dans ces arythmies ventriculaires se sont faites par des approches génome entier :
'analyse de liaison pangénomique a permis d’identifier les 3 trois premiers genes du SQTL
[Keating et al. 1991; Jiang et al. 1994]. La mise en évidence de ces 3 génes, KCNQ1, KCNH2
et SCN5A, date d’'une quinzaine d’année. lIs représentent encore aujourd’hui la quasi-totalité
des mutations rencontrées dans ce syndrome. Ces analyses pangénomiques ont permis
également de révéler le premier géne ne codant pas une protéine canalaire, responsable de
I'allongement de lintervalle QT : ANK2 mais aussi pour le premier géne et majoritaire dans les
TV catécholergiques RYR2 [Schott et al. 1995; Swan et al. 1999].

Ces approches puissantes ont été la base pour la compréhension moléculaire de
nombreux syndromes arythmogenes. En effet ces mémes génes ont été impliqués par la suite,
cette fois-ci par des approches genes candidats, dans la fibrillation auriculaire, le SQTC, les
troubles de la conduction et la dysfonction sinusale.

La découverte de nouveaux génes s’est faite principalement par I'approche géne
candidat qui doit ses résultats a une part de réussite. Cependant, ils ne solutionnent, en général,
gue peu de cas et un nombre important reste inexpliqué (25% des SQTL et 80% des SBr)
[Lehnart et al. 2007]. Une réponse a cet échec passe probablement par les nouvelles
technologies d’analyse du génome (séquencage a tres haut débit et puces CGH) et outils
bioinformatiques qui permettront de couvrir de plus grandes régions génomiques a la recherche
de nouveaux types de variants (réarrangements et mutations dans les régions non codantes) et
de nouveaux géenes.

Une seconde hypothése serait qu’une partie des syndromes répondent a un modéle
plus complexe que celui du modele monogénique. Une addition de variants fréquents, au risque
individuel faible, pourrait conduire a une susceptibilité aux troubles du rythme et a la mort subite.
En témoigne le nombre grandissant d’études d’association menées dans le domaine
cardiovasculaire, il se peut que les prochaines années permettent une stratification du risque
plus précise a l'aide de ces nouveaux marqueurs. L'impact de I'environnement est une
composante non génétique mais influant sur I'expressivité d’'une maladie et par conséquent a
prendre en compte. La part de celle-ci est difficlement quantifiable, ce qui complique
I'établissement d’'une médecine prédictive.

Sur ce schéma un projet a été initié dans le cadre du réseau Leducq par le CHU de
Nantes et l'institut du thorax pour identifier des facteurs de susceptibilité a la mort subite. Ce
protocole d’investigation clinique consiste a créer un registre de surveillance épidémiologique
exhaustive de la mort subite extrahospitaliere de l'adulte. Parallelement a la création de ce
registre nommé FASTER (France Atlantic Sudden deaTh Epidemiologic Registry), une banque

d’ADN pour la réalisation d’une étude cas-témoin est en cours de constitution.
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Les travaux de ma thése s’inscrivent dans cette période charniére ou les modéles
monogeéniques, les approches génes candidats et les outils actuels montrent leurs limites et
suggerent le développement de nouvelles hypothéses et de nouveaux outils afin d’approfondir
la compréhension de ces troubles du rythme ventriculaire a risque de mort subite. Ces outils
vont permettre d’appréhender les facteurs de susceptibilitts génétiques dans leur ensemble
grace au développement de ces approches pangénomiques haut débit (séquencage et
génotypage). Les prochains défis résideront dans la capacité d’analyse de ces quantités de
données générées par ces nouvelles technologies et dans linterprétation de ces variations
génétiques afin d’en extraire une valeur prédictive. Ce dernier challenge nécéssitera la
collaboration d’hommes aux expertises complémentaires : bioinformatique, biochimie, clinique,
électrophysiologie, génétique et physiologie cardiaque.

Les résultats de cette recherche appliquée vise a comprendre le mécanisme
arythmogene et parfois Iétal de ces cardiopathies, fournir aux patients une meilleure détection
du risque rythmique et enfin adapter le traitement en fonction du génotype. D’un point de vue
fondamental la découverte de nouvelles bases moléculaires dans un contexte pathologique
permet également d’identifier de nouvelles voies de signalisation et ainsi d’améliorer la

compréhension de la physiologie cardiaque.
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|. Annexe 1 : physiologie cardiaque

1.1 Anatomie et fonctionnement du coeur

Le cceur humain est un organe creux et musculaire composé de quatre cavités : deux
oreillettes et deux ventricules. Au centre du systéme circulatoire, il a pour réle de transmettre
aux poumons le sang non oxygéné puis de pomper le sang oxygéné vers le reste de
'organisme. L’oxygéne dont le coeur a besoin pour fonctionner est apporté par les artéres
coronaires. Cette fonction de pompe est rendue possible par la contraction cohérente de
chaque cavité. L’ordre de contraction est donné par un influx nerveux qui se propage grace au

systeme de conduction dans les oreillettes puis dans les ventricules.

1.2 Cycle cardiaque et cardiomyocytes

Le cycle cardiaque ou « révolution cardiaque » comprend une phase d’éjection du sang
(systole ou contraction du muscle cardiaque) et une phase de remplissage (diastole ou
relaxation) et dure environ 0,8 seconde. Chaque battement (65 a 80 par minute) se produit
spontanément mais la fréquence de ces battements est modulée par le systéme nerveux
autonome et hormonal. L’influx nait du nceud sinusal ou nceud de Keith et Flack, foyer de
'automatisme cardiaque situé au niveau supérieur de l'oreillette droite. Il est transmis dans les
oreillettes, puis dans les ventricules par l'intermédiaire du noeud auriculo-ventriculaire qui
ralentit la conduction pour permettre aux ventricules de se remplir. Puis l'influx nerveux se
propage rapidement dans les ventricules par le faisceau de His et ses branches droites et
gauches, et les fibres de Purkinje permettent la conduction de l'apex vers la base des

ventricules (Figure 45) [Pennisi et al. 2002].

nceud sinusal

faisceau de His

branche gauche
du faisceau de His

noeud auriculo-
ventriculaire

fibres de
Purkinje

branche droite du
faisceau de His

Figure 45 — Le cceur et le tissu de conduction
Modifié d’apres http://www.nhlbi.nih.gov/health
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Au sein du myocarde, 'onde de conduction est transmise de I'endocarde (couche

interne) vers le mid-myocarde (couche épaisse intermédiaire), puis I'épicarde (couche externe).

1.3 L’activité électrique cardiaque

1.3.1 Au niveau cellulaire : potentiel d’action, canaux, et courants ioniques

Le potentiel d’action (PA) est responsable de la propagation de l'influx nerveux. Il s’agit
d’'une modification brutale du potentiel membranaire de repos dune cellule douée
d’automatisme ou excitable, qui est transmise rapidement de cellule en cellule provoquant la
contraction simultanée des cellules spécialisées dans le couplage excitation-contraction. Une
trentaine de courants ioniques différents agissent au niveau cardiaque pour la genese et le
maintien du PA chez les vertébrés [Boyett et al. 1996].

L’'onde de dépolarisation transitoire est déclenchée essentiellement par le courant I;
dans les cellules nodales (dépolarisation lente et spontanée) et par la dépolarisation des
cellules voisines du tissu contractile. L’ensemble des mouvements des ions Na*, K*, Ca®* et CI
a travers les canaux ioniques spécifiques dépendants du potentiel et des échangeurs sont
responsables du PA. La morphologie des PA est différente d’'un type cellulaire a I'autre, selon
que les cellules soient spécialisées dans I'automatisme, I'excitabilité, ou la conduction. Il existe
également  une hétérogénéité régionale (ventriculaire/auriculaire, épicarde/mid-
myocarde/endocarde). Cette hétérogénéité est due a une expression différentielle des canaux
[Gaborit et al. 2007]. Le potentiel d’action des cardiomyocytes contractiles comprend cing

phases (Figure 46) :

. Phase 0: dépolarisation (potentiel de membrane -80 -85 mV — +30 mV) due a
I'activation des canaux sodiques voltage-dépendants (principalement Nayl1.5 codé par SCN5A)

et au courant ly,. Elle entraine I'activation d’autres canaux ioniques dépendants du potentiel.

. Phase 1 : repolarisation initiale due a l'inactivation du courant sodique et a I'activation

du courant transitoire sortant potassique dépendant du potentiel (I,).

. Phase 2 : plateau (~0 mV) di au courant entrant calcique Ic,, généré, en partie, par le
canal Cay1.2 codée par le ggne CACNALC. Pendant ce plateau on observe une entrée de Ca*
dans la cellule (DHPR voltage-dépendant) et un relargage du Ca*" du réticulum sarcoplasmique
(RyR2) dans le cytoplasme, responsable de la contraction des cellules. Du fait de
laugmentation de la concentration en calcium intracellulaire, I'échangeur Na/Ca fonctionne

alors dans le sens entrée d’'ions Na*/sortie d'ions Ca?', il en résulte un courant net entrant

-110 -



Annexe 1
Physiologie cardiaque

dépolarisant qui a tendance a ralentir la repolarisation et a former un plateau. Dans les cellules

ventriculaires et les cellules de Purkinje, il subsisterait un petit courant Iy, persistant.

) Phase 3: repolarisation due a la réduction des courants entrants (Ina, lca) et a
l'activation des courants potassiques sortants, sa composante lente I généré par le canal
K\LQT1 et sa sous unité B minK codés respectivement par les génes KCNQ1 et KCNE1, et sa
composante rapide I, généré par le canal hERG et sa sous-unité B MiRP1 produits des génes
KCNH2 et KCNE2 respectivement. Ces deux courants sortants ramenent le potentiel de

membrane a sa valeur de repos.

) Phase 4 : stabilisation du potentiel de repos due au courant lg;. La différence de
potentiel est due au déséquiliore des ions K" et Na* de part et d'autre de la membrane
(lintérieur de la cellule plus riche en K* étant chargé négativement, et I'extérieur plus riche en

Na" positivement). Il est maintenu grace a la pompe Na*/K* ATP-dépendante.

Courant Canal (Géne)
'Na Na,1.5 (SCN5A) Canal sodique

Y dépendant du potentiel

___ Ca,1.2 (CACNALC)/Ca,1.3 (CACNALD) | Canaux calciques de type L

F‘Gu; dépendants du potentiel
y -

HCN2 (HCN2) / HCN4 (HCN4) Canaux « pacemaker »
K,4.2 (KCND2) / K,4.3 (KCND3)

K 1.4 (KCNA4) Canaux potassiques
v dépendants du potentiel

- 7 K,1.5 (KCNAS)

HERG (KCNH2) / MiRP1 (KCNE2)

K,LQT1 (KCNQ1) / minK (KCNE1)

Ikt = Kir2.1 (KCNJ2) / Kir2.3 (KCNJ4)

Canaux potassiques

hac | Kir3.1 (KCNJ3) / Kir3.4 (KCNJ5) Eﬁgi'é'ﬁ?éf bl

'KATP s, s Kir6.2 (KCNJ11) / SUR2 (ABCCO)

Figure 46 — Représentation des principaux courants ioniques responsables des potentiels
d’action auriculaires et ventriculaires humains et des canaux ioniques associés

V : PA ventriculaire, A : PA auriculaire. En rouge, les courants enregistrés uniquement dans le ventricule, en bleu
uniquement dans l'oreillette, en violet dans les deux compartiments. Vers le bas les courants entrants et vers le haut
les courants sortants. K, : Canaux potassiques dépendants du voltage, Kir : Canaux potassiques rectifiants entrants
(inward rectifier). I signifie courant. Modifié d’aprés [Pond et Nerbonne 2001]

-111 -



Annexe 1
Physiologie cardiaque

Le potentiel d’action des cellules auriculaires est caractérisé par une phase de plateau
(phase 2) peu marquée (I, prédominant, lc,, plus faible) et une repolarisation (phase 3) plus
lente que celle des cellules ventriculaires.

Il existe également une grande hétérogénéité régionale de densité de courant I, dans
les cellules ventriculaires, en particulier entre I'épicarde et I'endocarde. Dans I'épicarde, les
cellules M [Sicouri et Antzelevitch 1991], et les fibres de Purkinje, ce courant |, prédominant
serait responsable de I'aspect « spike and dome » du PA. Cette variabilité entre PA épicardique
et PA endocardique pourrait étre responsable d'un « gradient transmural » lors de la

repolarisation précoce ou du syndrome du Brugada (SBr) (Figure 47).

Epicarde Endocarde
0mV
50 mV
| _
200 ms

Figure 47 — Potentiels d’action épicardique et endocardique chez ’homme

Le PA épicardique normal est caractérisé par une encoche (« spike and dome ») due a un courant I, prédominant.
L’absence d’encoche pour le PA endocardique est la conséquence d’un courant |, plus faible. Modifié d’apres
[Ravens et Wettwer 1998].

La phase de repolarisation pendant laquelle la cellule ne peut réagir a une nouvelle
stimulation est la période réfractaire. Un déséquilibre des courants sortants et entrants au
niveau des phases 2 et 3 entraine une susceptibilité aux postdépolarisations précoces. Une
surcharge en Ca?" intracellulaire pourra entrainer une entrée excessive de Na* (par I'échangeur

Na/Ca) et causer des postdépolarisations retardées en phase 4 de repos (Figure 48).

"30 mV- B
Entrée de Na* et Ca?*
0 mV- Sortie de K*
Repolarisation Post-dépolarisation
(défectueuse |

Dépolarisation
(entrée de Na*)

N

chez I'humain,
lasouris?) |,

/' \.—Précoce

\

'\« Retardée

-80 mV-—" 4
0,3 secondes

Figure 48 — Représentation d’un potentiel d’action myocardique et d’une post-dépolarisation
précoce et retardée
Modifié d’apres [Pourrier et Nattel 2004]

-112 -



Annexe 1
Physiologie cardiaque

1.3.2 L’électrocardiogramme de surface

Le tracé électrocardiographique, ou ECG, est I'enregistrement de I'activité électrique du
ceeur. Il reflete 'ensemble des potentiels d’action cellulaires dans les différents compartiments
cardiaques. En effet, les électrodes amplifient le signal et 'TECG donne une représentation de la
dépolarisation et repolarisation des oreillettes puis des ventricules (Figure 49). Son caractéere
non invasif en fait un outil diagnostique trés couramment utilisé pour détecter des anomalies

cardiaques.

Dépolarisation/ Dépolarisation/ Repolarisation/
contraction contraction remplissage
oreillettes ventricules ventricules

Figure 49 — L’ECG, manifestation du fonctionnement électrique du cceur

L’ECG standard est enregistré sur douze dérivations pour avoir une représentation
tridimensionnelle de I'activité électrique du coeur : six dérivations précordiales (V1, V2, V3, V4,
V5, V6), et six dérivations des membres (DI, DI, DIll, aVR, aVL, aVF).

Le cycle cardiaque se traduit par I'apparition successive des ondes P, Q, R, S, T, et U,
positives ou négatives selon les dérivations observées, et des mesures sont réalisées par les

cardiologues pour rechercher des anomalies (Figure 50).

Les ondes :

o Onde P : dépolarisation des oreillettes depuis le nceud sinusal jusqu’au noeud auriculo-
ventriculaire.
) Complexe QRS : dépolarisation des ventricules.

) Onde T : repolarisation des ventricules.
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o Onde U : parfois observée apres I'onde T et de faible amplitude. Sa signification est
discutée mais I'hypothése la plus probable lorsqu’elle est physiologique est une repolarisation

tardive du réseau de Purkinje.

Les mesures courantes :

) Intervalle PR ou PQ: reflete le temps de conduction auriculo-ventriculaire :
propagation de linflux par les oreillettes, le nceud auriculo-ventriculaire, le faisceau de His, ses
branches, et le réseau de Purkinje. Son allongement traduit un trouble de conduction (par
exemple, la maladie de Lenégre).

) Intervalle QT : reflete le temps de la dépolarisation et repolarisation ventriculaire. Sa
durée dépend de la fréquence cardiaque, de I'adge, et du sexe. On parle souvent d’intervalle QT
corrigé (QTc) qui est adapté a la fréquence cardiaque. La formule la plus couramment utilisée
pour le calcul du QTc est la formule de Bazett: QTc = QT/VRR. L’allongement ou le
raccourcissement de cet intervalle traduit un défaut de repolarisation ventriculaire.

) Segment ST : correspond a la phase 2 de plateau du PA ou toutes les cellules
ventriculaires sont dépolarisées, il est normalement isoélectrique. Son déplacement marqué
vers le haut (« sus-décalage ») indique parfois un état pathologique (par exemple, le syndrome
de Brugada). Il est débuté par le point J pour « Jonction ST », qui est quasiment inexistant
dans les conditions physiologiques. Une onde J distincte est communément observée chez les
patients présentant un syndrome de repolarisation précoce bénin, TV idiopathique, ou SBr,

lorsque I'encoche du PA épicardique est plus marquée.

Activité Activité
auriculaire ventriculaire

>
L)

Ligne
isoélectrique

P-R S S-T
120-200 ms Qf?.g; Inmervalle

Durées normales
60-100ms 9-T360-450 ms

Figure 50 — Principaux parameétres de ’'ECG
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L’origine du rythme cardiaque peut étre sinusale (nceud sinusal), jonctionnelle (nceud
auriculo-ventriculaire), ventriculaire, auriculaire (foyers ectopiques), ou artificielle (électro-
entrainé par un stimulateur cardiaque ou « pacemaker »). Un rythme normal est sinusal, avec

des intervalles RR réguliers, qui déterminent la fréquence des battements.

Une dérégulation dans le fonctionnement d’un canal ionique ou d’une de ses protéines
partenaires peut conduire a une altération du potentiel d’action et entrainer des troubles du
rythme cardiaque souvent visibles a I'électrocardiogramme. L’électrocardiogramme sur 24

heures (holter) est parfois utilisé pour détecter les troubles paroxystiques.
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Il. Annexe 2 : matériel et méthodes

1.1 Protocole de détection de réarrangements génomiques

La recherche de réarrangements a été réalisée grace a la technologie des puces CGH-
array (« Oligo aCGH Microarrays », Agilent Technologies®).

Le principe est de co-hybrider sur la puce 'ADN génomique d’un patient atteint et un
ADN contrdle, tous deux marqués par des fluorochromes différents (Cy3 et Cy5), et de
rechercher des régions pour lesquelles le nombre de copies est variable entre les deux
individus (Figure 51).

ADN contréle ADN patient
Hybridation « dye-swap »

Cy5s

faux-positif ~ADN controle

délétion

Figure 51 — Principe de la détection de réarrangements génomiques par CGH-array
L’ADN contréle et T'ADN du patient atteint sont marqués avec des fluorophores différents (Cy5 et Cy3), et hybridés
aux puces (« arrays ») apres blocage des éléements répétés avec 'ADN COT-1. Les sondes déposées sur la puce
peuvent étre des clones génomiques, des fragments de PCR, ou des oligonucléotides. Aprées I'hybridation, le ratio de
fluorescence Cy3:Cy5 est déterminé et révele les variations de nombre de copies entre les deux ADN. L’expérience
est souvent menée en « dye-swap » avec une hybridation de chague ADN avec chacun des deux fluorophores pour
éliminer les faux-positifs. Modifié d’apres revue par [Feuk et al. 2006].

L’utilisation de ces puces a des avantages maijeurs : (i) la résolution, puisque les sondes
de la puce sont des oligonucléotides 60-mer et elle permet donc de détecter de petits
réarrangements par rapport aux puces utilisant des clones génomiques, (ii) l'utilisation des
puces permet un criblage haut-débit des zones d'intérét, avec la configuration pan-génomique,
ou la configuration a fagon pour laguelle on choisit les sondes dans la base de données eArray
(une sonde disponible toutes les 300 bases environ, http://earray.chem.agilent.com/earray/), (iii)

la quantité d’ADN génomique requise est faible, de I'ordre de 500 ng.
Pour la recherche de réarrangements au niveau géne GPD1L de la famille C (syndrome
de Brugada, Projet 1c), une puce a fagon a été confectionnée (« Custom HD-CGH Microarrays

2 x 105K »). Elle contenait 310 sondes pour le gene GPDLL.
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Pour affiner les bornes des réarrangements du géne KCNH2 dans le projet 2, une puce
commerciale pan-génomique a été utilisée dans un second temps. Cette puce pan-génomique
contient 244 000 sondes oligonucléotidiques réparties dans les séquences codantes et non-
codantes (« Human Genome CGH Microarray 244A ») avec une distance médiane de 8,9 kb.
Le protocole suivant décrit brievement la procédure expérimentale. Le protocole détaillé est
disponible sur le site Internet d’Agilent (« Agilent Oligonucleotide Array-Based CGH for
Genomic DNA Analysis », [http://www.agilent.com/]).

La concentration et la qualité de 'ADN génomique sont évaluées par mesure de
'absorbance a 260 nm et 280 nm pour évaluer la contamination en protéines (NanoDrop ND-
1000, NanoDrop Technologies). Les ADN sont digérés par une enzyme et purifiés puis
marqués différentiellement par les cyanines 3-dUTP (Cy3 : vert) ou 5-dUTP (Cy5 : rouge), avec
le kit « Agilent Genomic DNA Labeling Kit PLUS ». Pour optimiser la fiabilité des résultats et
éviter le biais inévitable di aux fluorophores, les expériences ont été réalisées en « dye-swap »
pour les puces a facon. Chaque ADN est hybridé sur deux puces distinctes avec chacun des
deux fluorophores.

Les ADN fragmentés et marqués sont purifiés et déposés sur la puce, qui est ensuite
placée dans une chambre d’hybridation pendant 40 heures a 65°C. Aprés I'hybridation, les
puces sont lavées et lues avec le scanner G2565BA a I'aide du logiciel Agilent Scanner Control
Software v7.0. Ce scanner contient deux lasers qui permettent l'acquisition simultanée des
signaux émis par les fluorochromes Cy3 et Cy5. Les données brutes (les intensités de
fluorescence) sont extraites avec le logiciel Feature Extraction Software 9.1. Apres
normalisation, un rapport des intensités de fluorescence entre les deux ADN co-hybridés, pour
chaque sonde, est calculé et représenté graphiqguement grace au logiciel CGH Analytics
Software 3.4. Un rapport de 1 correspond a un nombre de copies identique pour les deux
patients (2 copies versus 2 copies, car 2 alléles). Un rapport de ~1,5 (3 copies versus 2 copies)
ou ~0,5 (1 copie versus 2 copies) met en évidence un gain de copie ou perte de copie pour I'un
ou l'autre des deux échantillons co-hybridés et permet donc de mettre en évidence des
duplications ou des délétions.

Lorsque des variants sont détectés, ils sont comparés avec la base de données
recensant les variants communs du hombre de copies : Database of Genomic Variants, Toronto,

Canada http://projects.tcag.cal/variation [lafrate et al. 2004; Zhang et al. 2006]
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1.2 Patch clamp

La technique de patch-clamp en configuration «cellule entiere» est utilisée (Figure 52).
Elle permet d'enregistrer 'ensemble des courants de la cellule. Elle consiste a poser la pointe
d'une pipette en verre, dont I'extrémité a un diamétre d'environ 1 pm, sur une membrane
cellulaire de telle sorte que le contact pipette/membrane soit électriquement tres résistant. Ce
contact est augmenté par une Iégére aspiration exercée a l'intérieur de la pipette. Lorsque la
résistance du contact atteint le gigaOhm, le contact est alors appelé "giga-seal". Cette trés
grande résistance permet une isolation électrique parfaite de 'ensemble pipette-cellule. Pour la
configuration «cellule entiere », le fragment de membrane isolé sous la pipette est aspiré a
I'aide d’une seringue. Aprés avoir percé la cellule, la résistance entre le milieu intra-pipette et le
milieu intracellulaire va diminuer, permettant I'accés électrique au milieu intracellulaire. Le
potentiel de membrane est alors imposé et les courants transmembranaires sont enregistrés
entre |'électrode placée dans la pipette et celle de référence dans le bain, a l'aide d'un
amplificateur de patch-clamp (AxoPatch 200A, Axon Instruments) relié a un ordinateur et en

utilisant le logiciel d'acquisition et d'analyse Acquis-1 (Bio-Logic).

B

Figure 52 — Schéma d’une installation de patch clamp (A) et de la configuration cellule entiére (B)
2.1 Solutions

Les cellules transfectées sont immergées dans une solution Tyrode (en mM : NaCl 145,
KCI 4, HEPES 5, MgCl, 1, CaCl, 1, glucose 5, pH 7.4 a laide du NaOH) renouvelée
constamment par un systeme de perfusion générale et d’aspiration (Figure 52A). Cette solution

contient les ions du milieu extra-cellulaire physiologique des cellules.

Pour I'enregistrement des courants calciques, les cellules transfectées sont repérées a l'aide de
billes couplées a des anticorps anti-CD8. La cellule sélectionnée est baignée dans une solution
extracellulaire (en mM : NaCl 135, TEACI 20, HEPES 10, MgCl; 1, mannitol 20, pH 7.3 a l'aide
du NaOH) calcique (en mM : CaCl, 2) ou barium (en mM : BaCl, 5). Le systeme de micro-
perfusion, placé au-dessus de la cellule a analyser permet d’apporter ces solutions sans

modifier le milieu dans lequel se trouvent les autres cellules.
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Le potassium du milieu intracellulaire est substitué par du césium dans le milieu pipette pour
supprimer les courants potassiques endogénes (en mM : CsCl 130 , HEPES 10, EGTA 10,
CacCl, 2, MgCl, 1, MgATP 4, TrisGTP 0.3, pH a 7,2 a I'aide du CsCl).

11.2.2 Mesures de I'amplitude et des cinétiques du courant I,

Aprés avoir percé la membrane, les résistances “série” et le courant capacitif sont
compensés a l'aide de 'amplificateur (70-80%). Le courant I, S’active rapidement aprés une
dépolarisation de la membrane. La séquence de stimulation comprend une phase de
dépolarisation a 0 mV, d’une durée de 200 ms (Figure 53), activant le courant. Sont mesurées
'amplitude du courant a —80 mV (Figure 53.1), 'amplitude du courant maximum a 0 mV(Figure
53.2) et 'amplitude du courant a 200 ms de dépolarisation a 0 mV (Figure 53.3). Les courants

enregistrés par l'ordinateur sont ultérieurement analysés a I'aide du logiciel Acquis-1.

0my

-80 mv J‘ n L
) 300 mMs " Figure 53 — Séquence de stimulation et courant
résultant
.,J (1) amplitude du courant a —80 mV ; (2) amplitude du courant
/ maximum a 0 mV; (3) amplitude du courant & 200 ms de
1 f dépolarisation & 0 mV.
3
\
2
11.2.3 Courbe d’activation

La sensibilité au potentiel du courant est évaluée en utilisant le protocole suivant : une
phase de dépolarisation a potentiel variable, ou pulse (de —60 mV a +50 mV avec un incrément
de 10 mV ; Fréquence de stimulation : 1/7 Hz) est imposée (Figure 54). Ce pulse permet
d’obtenir la courbe d’activation du canal, qui représente la proportion de canaux activés en
fonction du potentiel du pulse. Cette courbe d’activation permet de déterminer le potentiel
auquel 50% des canaux activables sont activés (V. d’activation). Entre deux séquences, le

potentiel est maintenu a —80 mV. La durée du pulse est de 200 ms.

+50 mV Figure 54 — Protocole de stimulation permettant
I'estimation de I'activation

s0mV —

A
v
|

200 ms
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La courbe d’activation (conductance relative en fonction du potentiel) suit une sigmoide.
Les paramétres V,,, d’activation et k sont calculés par régression non-linéaire de la courbe

d’activation selon la fonction de Boltzman :

G/Gmax = 1/ (1+ exp(-(Vp- Vi, d'activation)/k)) ou Gau potentiel impose)= | / Em-Eca
Avec k, constante de Boltzman ; Vp, potentiel du pulse ; G, conductance mesurée au potentiel
imposé ; |, courant mesuré ; E, potentiel imposé ; Ec,, potentiel d’inversion.

11.2.4 Courbe d’inactivation

La disponibilité des canaux en fonction du potentiel est évaluée en utilisant le protocole
suivant : une phase de dépolarisation a potentiel variable, ou prépulse (de —60 mV a +20 mV
avec un incrément de 5 mV ; Fréquence de stimulation : 1/7 Hz) est suivie d’'une deuxiéme
phase de dépolarisation a OmV ou pulse (Figure 55). Ce pulse permet d’obtenir la courbe de
disponibilité du canal, qui représente la proportion de canaux disponibles en fonction du
potentiel du prépulse. Cette courbe de disponibilité permet de déterminer le potentiel auquel
50% des canaux sont inactivés (V. d’inactivation). Entre deux séquences, le potentiel est

maintenu a —80 mV. La durée du prépulse est de 500 ms et celle du pulse de 200 ms.

+20 mV

10

Figure 55 — Protocole de stimulation permettant
I’estimation de I'inactivation

B0 my et -
m 500 ms 200 ms

La courbe de disponibilité (courant relatif en fonction du potentiel du prépulse) suit une
sigmoide. Les paramétres Vy; d’inactivation et k sont calculés par régression non-linéaire de la

courbe de disponibilité selon la fonction de Boltzman :

I/Imax = 1/ (1+ exp(-(Vp- V2 d’inactivation)/k))

Avec k, constante de Boltzman ; Vp, potentiel du prépulse.
11.2.5 Statistiques

Les résultats sont présentés sous la forme de moyenne + écart-type de la moyenne. Les
différences sont statistiguement testées en utilisant le test de Mann-Whitney (comparaison d’un

paramétre dans 2 conditions). Une valeur de P<0.05 est considérée comme significative.
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1.3 Western blot

La technique de Western blot est utilisée afin d’estimer le taux d’expression totale de la
protéine Ca,1.2 dans les cellules HEK tsA-201. Lorsque les cellules sont a confluence, elles
sont lysées dans un tampon contenant du NaCl a 150mM, du tris pH 7.2 a 20mM, de 'EDTA a
1mM, du triton 1X, du PMSF a 1mM repris dans I'éthanol absolu ainsi qu’un cocktail
d’'inhibiteurs de protéases (Roche diagnostics). Les lysats cellulaires sont mis en rotation
pendant 20 min a 4°C puis centrifugés a 14 000 G, 20 min a 4°C également. Un dosage
protéique est ensuite effectué contre une gamme étalon d’albumine sérique bovine (BSA) afin
de charger une quantité de protéines similaire dans chaque puits. Puis les lysats sont
dénaturés 30 min a température ambiante dans un tampon LAEMMLI contenant : 2% de SDS,
10% de glycérol, 10mM de DTT, 65mM de tris a pH 6.8 et une pointe de bleu de bromophénol.
25ug de chaque échantillon sont déposés sur un gel de polyacrilamide 10% et les protéines
sont séparées par électrophorése en présence de SDS. Aprés environ 1h30 de migration, les
protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose pendant 3h30 a 150mA dans un
tampon contenant : de la glycine a 192mM, du tris a 25mM, du SDS a 0.1% et de I'éthanol a
20%. Afin de vérifier la qualité de la migration et du transfert, les protéines sont colorées avec
du rouge ponceau. Aprés rincage, la membrane est saturée pendant une heure dans un
tampon TBS-T (tris 10mM, NaCl 0.5mM et tween 0.1%) contenant 5% de lait lyophilisé. Puis la
membrane est incubée en présence de I'anticorps dirigé contre le tag HA (Roche, fait chez le
rat, 100pg/mL) dilué au 1/1000°™ pendant toute une nuit & 4°C dans du TBS-T lait. De la méme
facon que pour Ca,1.2, I'expression de la protéine B-tubuline a été évaluée en utilisant
I'anticorps anti B-tubuline (Santa Cruz, fait chez le lapin) dilué au 1/1000°™. Trois lavages de 5
minutes dans le TBS-T lait sont ensuite effectués puis la membrane est incubée avec
I'anticorps secondaire anti rat couplé a la HRP (Sigma) dilué au 1/2000°™, pendant 2 heures &
température ambiante dans le TBS-T lait. Pour révéler la B-tubuline, I'anticorps secondaire
utilisé est I'anticorps anti-lapin HRP (Tebu) dilué au 1/5000°™, pendant 1 heure & température
ambiante dans le TBS-T lait. Apres 3 ringages au TBS-T de 10 minutes chacun, la révélation
est effectuée par un kit de détection de chémiluminescence (Western C, biorad) a l'imageur
(GE Healthcare).

1.4 Immunomarquages

Afin d’évaluer le niveau d’expression de protéines Ca,1.2 a la membrane, des
immunomarquages ont été réalisés. Ces expériences sont effectuées sur des cellules
transfectées ensemencées sur des lamelles de verre. Deux types de marquages ont été

réalisés : le premier sans perméabilisation préalable des cellules afin de visualiser les
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protéines-canal localisées a la membrane plasmique ; le deuxiéme apres perméabilisation des

membranes afin de visualiser les protéines-canal localisées dans I'ensemble de la cellule.

Pour le marquage de surface, les cellules sont incubées avec des anticorps primaires dirigés
contre le tag HA extracellulaire (Roche, fait chez le rat, 100ug/mL), a 4°C pendant une heure.
Ces anticorps sont dilués au 1/200°™ dans le PBS-BSA 1%. Aprés cette incubation, les cellules
sont rincées trois fois avec du PBS contenant du calcium et du magnésium a 1 mM (PBSCM).
Puis, les cellules sont fixées au paraformaldéhyde 2 % (Invitrogen™) pendant 15 minutes. Les
cellules sont ensuite incubées avec I'anticorps secondaire anti-rat couplé a un fluorochrome
(Alexa fluor 488, fait chez la chévre, longueur d’onde d’émission 519 nm) dilué au 1/1000°™®

pendant 1 heure a température ambiante.

Pour visualiser le canal localisé dans les compartiments intracellulaires, les cellules sont
tout d’abord fixées au PAF 2 %, pendant 15 minutes. Ensuite, les cellules sont perméabilisées
avec 0.1% de Triton (Sigma®) pendant 15 minutes. Puis, elles sont incubées avec I'anticorps
primaire dirigé contre le tag HA extracellulaire pendant 1 heure a 4°C selon le méme protocole
que le marquage extracellulaire. Enfin, une incubation d’1 heure a température ambiante est

réalisée avec I'anticorps secondaire utilisé pour le marquage de surface.

Les lamelles sont montées sur lame avec le milieu vectashield contenant du DAPI pour
marquer les noyaux (Vector). L'acquisition des images est effectuée grace a un microscope

inversé équipé d’épifluorescence (Zeiss Axiover).
1.5 Biotinylation des protéines membranaires

La technique de biotinylation des protéines membranaires est utilisée afin de quantifier
I'expression de la protéine Ca,1.2 a la membrane de cellules HEK tsA-201 (Figure 56). Les
cellules a confluence sont rincées avec du PBSCM puis incubées avec de la biotine couplée a
un groupement ester sulfonique par un pont disulfure (sulfo-NHS-SS-biotine, Thermo scientific)
diluée dans le PBSCM a 0,5mg/mL pendant 30 minutes a 4°C sous agitation douce. Les
cellules sont ensuite rincées avec du PBS contenant 200mM de glycine, trois fois dix minutes.
Puis, les cellules sont lysées, centrifugées et dosées selon le méme protocole que le Western
blot. 1.5mg de lysat protéigue est incubé avec 50uL de streptavidine couplée a des billes
d’agarose (Thermo scientific) pendant une nuit a 4°C et sous agitation. Les protéines
biotinylées liées a la streptavidine sont purifiées par centrifugation (1000 rpm, 1 minute) et
lavées avec le tampon de lyse utilisé précédemment. Cette étape est répétée 4 fois en alternant
les tampons de lyses contenant 150mM et 500mM de NaCl. Les protéines biotinylées ainsi
précipitées sont dénaturées 30 minutes a température ambiante dans un tampon contenant :
4% de SDS, 20% de glycérol, 200mM de DTT, 145mM de tris pH6.8 et une pointe de bleu de
bromophénol.
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Figure 56 — Technique de marquage des protéines de surface

Les protéines de surface sont marquées a la biotine, puis elles sont purifiées par affinité sur une résine d’agarose-
streptavidine. Le canal calcique Ca,1.2 biotinylé est révélé par western blot en utilisant un anticorps spécifique dirigé
contre le tag HA.

La suite de I'expérience (migration, transfert liquide, anticorps et révélation) s’effectue
suivant le méme protocole que le Western blot. De plus, I'expression du récepteur a la
transferrine et de la B-actine a été évaluée en incubant la membrane avec les anticorps anti
récepteur a la transferrine (1/500éme, Zymed®, fait chez la souris) et anti B-actine (1/1000éme,
sigma®, fait chez la souris) durant une nuit & 4°C. L’anticorps secondaire anti souris couplé a la
HRP (Tebu-bio) a ensuite été utilisé dilué au 1/10 000éme pendant 1 heure a température

ambiante.
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lll. Annexe 3 : autres projets

.1 Un nouveau locus d’hyperkaliémie familiale

Julien Barc?, Vincent Esnault?, Geneviéve Beaurain®, Vincent Probst!, Xavier Jeunemaitre?®,

Jean-Jacques Schott

YINSERM U533, Tinstitut du thorax, Nantes
’Service de Néphrologie, CHU de Nantes
]INSERM U772, Collége de France, Paris

Depuis 1997, 5 loci ont été associés a des hyperkaliémies familiales par des approches
de génétique inverse. Jusqu’'a présent deux entités cliniques décrivaient une hyper ou une
pseudo hyperkaliémie héréditaire a transmission autosomique dominante (i) le syndrome de
Gordon, forme rare d’hypertension artérielle associé a une hyperkaliémie prononcée (=5,8
mmol/L) pour lequel 2 génes ont été identifies WNK1 et WNK4 ; (ii) la stomatocytose héréditaire
déshydratée pour laquelle 2 loci ont été décrits.

Une enquéte familiale nous a récemment permis de recruter une nouvelle grande famille
présentant un phénotype différent des 2 syndromes précédents. Elle se compose de 53
membres dont 10 sont atteints et répartis sur 4 générations. L’hyperkaliémie et 'hyperchlorémie
sont modérées (respectivement 5,15 et 109 mmol/L en moyenne), le taux d’aldostérone est
normal et 'hypertension artérielle absente. Nous avons réalisé une analyse de liaison sur
I'ensemble du génome. Un nouveau locus s’étendant sur 70.5 Mb et comptant 518 génes a été
identifié avec un lod score de 4,4 a 0% de recombinaison pour le marqueur D5S1975 dans la
région 59q14-5qg33. Le séquencage direct des régions codantes de 3 génes candidats : SLC4A9,
ALDH7A1 et SLC12A2 n’a pas révélé de variant associé a la pathologie. Ce dernier a
également fait I'objet d’'une recherche de grands réarrangements. En effet SLC12A2 est un
cotransporteur Na* K* CI', exprimé principalement dans le rein et appartenant a la méme famille
gue les cotransporteurs impligués dans les hypokaliémies héréditaires. Parallélement une
collaboration avec une équipe de I'INSERM U772 nous a permis de réduire l'intervalle a 14 Mb
soit 206 génes par I'addition de deux familles plus restreintes. Le Lod score total est alors de
6,3 a 0% de recombinaison pour le marqueur D5S436.

Ce travaill a permis de décrire un nouveau locus pour une nouvelle forme
d’hyperkaliémie familiale pouvant conduire a l'identification d’'une nouvelle voie de la régulation

de la kaliémie.

-124 -



Annexe 3
Autres projets

.2 Mutation of cardiac Nay1.5 in a novel autosomal dominant cardiac
arrhythmia of hisian type and associated with dilated cardiomyopathy

MY Amarouch® %, S.Saal*, G. Bertaux®, L. Faivre?, S. Falcon-Eicher’, E.Baron'? C.
Thauvin-Robinet®, J.Barc*? Olivier Barthez’® J. Mérot*?, P. Charron®, P. Richard?
V.Probst"*®, C. De Chillou®, 1.Bar6? ,JJ. Schott"*®, JE. Wolf°, F. Kyndt"*® * G.
Loussouarn*# | G. Laurent®”.

'INSERM UMR915 - l'institut du thorax, Nantes, France. 2CNRS, ERL3147, Nantes, France.
3CHU Nantes, France. * Centre de Génétique, Hopital d’Enfant, CHU Dijon, France, ® Service
de cardiologie, hépital le Bocage, CHU Dijon, France, °Centre de référence maladies
cardiaques hériditaires, groupe La Pitié Salpétriere, France.

We report a novel autosomal dominant cardiac arrhythmia resulting in frequent
premature ventricular contractions, non sustained ventricular tachycardia and dilated
cardiomyopathy. Arrhythmia mechanisms involved ectopic foci originating from the proximal
part of the His-Purkinje system. Familial investigations revealed 3 affected males and 4
affected females in three generations with an age, at diagnosis, from 10 to 37 years. The
main symptomatology included palpitations, heart failure, syncopes in 2 patients and sudden
death in a male at age 29 during rest and a 4-month old child. A dilated cardiomyopathy was
diagnosed in 3 females and was considered as a complication of cardiac arrhythmia since it
did not appear to have pre-existed to cardiac arrhythmia. Using a candidate-gene strategy,
we detected a variant in the SCN5A gene encoding the a subunit of the cardiac voltage-
gated Na" channel (Na,1.5), leading to the substitution of a mammalian highly conserved
residue, R2220Q.

To evaluate the incidence of this substitution on Na,1.5 function, human a and 1
subunits were expressed in COS-7 cells and whole-cell patch-clamp experiments were
performed. R222Q mutation induced a negative shift of the voltage dependence of the
current activation (Vyac: -30.6£2.3 mV, n=9, versus -42.3x1.1 mV, n=11, p<0.001; slope:
5.720.3 mV versus 6.5+0.4mV, for WT and mutant channels, respectively) and of its
inactivation (Visinact: -79.58+0.77 mV, n=10, versus -84.6£0.73 mV, n=8, p<0,001; slope: -
5.58+0.18 mV versus -4.79+0.17mV, p<0.01 for WT and mutant channels, respectively) with
no modification of the current amplitude. To mimic the heterozygous state in the affected
patients, we studied the Na® current in cells expressing WT plus mutant channels. The
voltage dependence of the current activation was less pronounced in these conditions. We
are currently investigating recovery from inactivation in the heterozygous state and we will

perform computer simulations to link these modifications to the observed phenotype.
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Résumeé

Génétique des troubles de la repolarisation ventriculaire, nouveaux
concepts

La mort subite (MS) cardiaque sans cardiopathie structurale touche 12 a
20 000 patients en Europe par an. Elle est la conséquence directe d’'une
arythmie ventriculaire primaire, le plus souvent chez les sujets jeunes.
Parmi ces MS, plusieurs formes mendéliennes d’anomalie de la
repolarisation ventriculaire telles que le Syndrome du QT Long congénital
(SQTL), le Syndrome du QT Court (SQTC) ou encore le syndrome de
Brugada (SBr) ont fait I'objet d’études moléculaires approfondies.

L’identification des genes majeurs du SQTL a permis d’expliquer la
physiopathologie de ces troubles du rythme et une meilleure prise en
charge. La base moléculaire d’'un quart des formes du SQTL reste
cependant inexpliquée. Une approche pangénomique par CGH array m’a
permis d’identifier trois délétions dans les genes KCNQ1 et KCNH2 parmi
une centaine de patients sans mutation ponctuelle. Deux d’entre elles
concernent le gene KCNH2, l'une est totale, la seconde est partielle et
ségrége chez 6 patients sur 3 générations.

Le SQTC est une cardiopathie rare et hétérogene puisque 5 genes
permettent d’expliquer les 8 cas décrits a ce jour. Une étude clinique et
moléculaire de 15 nouvelles familles atteintes de SQTC a permis
d’identifier des mutations dans les genes CACNALC et SLC22A5
suggérant un nouveau mécanisme moléculaire.

A Tlinverse du SQTL, un seul géne majeur (SCN5A) est associé au SBr.
SCN5A ne constitue cependant pas un marqueur pertinent de la
stratification du risque de MS. Nous avons évalué la réelle implication du
gene SCN5A dans le SBr a partir de 5 grandes familles dont le phénotype
ne ségrége pas avec le génotype. Un modele oligogénique est proposé a
partir de nouvelles bases moléculaires.

Mots-clés : génétique — analyse de liaison — arythmie — mort subite —

syndrome de Brugada — syndrome du QT long — syndrome QT court —
CGH array

- 145 -



Références bibliographiques

Abstract

Genetics of ventricular repolarisation disorders, new concepts

Sudden cardiac death (SD) without structural heart disease affects about
12 to 20000 individuals each year in Europe. These sudden deaths
concern mostly young population who died of a primary cardiac arrhythmia.
Several studies have been lead on mendelian forms at high risk of SD such
as long QT syndrome (LQTS), short QT syndrome (SQTS) and Brugada
syndrome (BrS).

The identification of genes in LQTS allowed us to explain arrhythmia
pathophysiology and a better management for patients. However molecular
diagnosis stay lacking within 25% of LQTS patients. A pangenomic
approach by CGH array shows 3 deletions in KCNQ1 and KCNH2 genes,
two of them concern KCNH2 gene, one take all of gene, the second is
partial and was inherited in 6 patients on 3 generations.

The SQTS is a rare and heterogeneous cardiopathy, 5 genes explain all of
8 cases reported today. A clinic and molecular study of new families
affected by SQTS lead to identification of mutation in CACNA1C and
SLC22A5 genes, suggesting a new molecular mechanism.

Conversely of LQTS, a main gene (SCN5A) is associated with BrS.
However SCN5A dot not constitute discerning marker for risk-stratification
of SD. We evaluate the real implication of SCN5A gene in Brugada
syndrome by 5 large families study in which the phenotype do not correlate
with genotype. Our new molecular results suggest rather oligogenic model.

Keywords: genetics — linkage analysis — arrhythmia — sudden death —
Brugada syndrome — long QT syndrome — short QT syndrome — CGH array
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