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Mort subite cardiague

Mort subite : déces inattendu survenant dans un délai inférieur a 1 h apres le 1°" symptome
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Seidl K & Senges J, Card Electrophysiol Rev 2003;7:5-13.

* 450 000 déceés/an aux Etats-Unis et 400 000 en Europe de I'ouest
 environ 50 000 décés/an en France (135-140 victimes par jour)

/#\ * 63% des déces de cause cardiaque
institut * 15% de la mortalité totale (environ 70% entre 35 et 44 ans) )
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Mort subite cardiague

SCD incidence

Cardiac condition
associated with SCD

Primary electrical Congential Acute myocardial Ischaemic
disease cardiomyopathies infarction cardiomyopathy

Genetic .
factors = Environmental

SCD risk

factors

SCD: sudden cardiac death
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I'institut
duthorax Marsman et al. Nat Rev Cardiol 2014; 11: 96-111.



Causes arythmiques de la mort subite
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/#:\ =>» 80-85% des cas : fibrillation ventriculaire (primaire ou secondaire a une
institut tachycardie ventriculaire)

duthorax



Causes arythmiques de la mort subite

Torsades de Pointes
13%
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Primary VF
8%

VF: ventricular fibrillation
VT: ventricular tachycardia

Deo & Albert, Circulation 2012;125:620-637. 5
www.e-cardiogram.com



Le triangle de Coumel

Systéme nerveux autonome

Arythmie
cardiaque

Substrat — Gachette (trigger)

——> anomalie génétique ——> extrasystoles
(canalopathie)
——> remodelage cardiaque
» électrique
» structural

/j#\ » contractile

I'institut 6
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Causes moléculaires des troubles du rythme

Remodelage ionique = altération de I'expression des genes codant pour
des sous-unités de canaux ioniques
(anomalies du transcriptome) Pathologies
cardiaques
fréquentes
Remodelage électrique = altération de l'activité électrique des
+ remodelage structural myocytes cardiaques —
& contractile ﬂ
Troubles du rythme cardiaque
ﬁ Arythmies

/#\ Canalopathies (anomalies du génome) héréditaires

[INsEitut 7
duthorax



Canalopathies cardiaques

a long QT syndromes (Romano-Ward, Jervell & Lange-Nielsen, Andersen, Timothy)
a short QT syndrome

@ Brugada syndrome

a cardiac conduction diseases (congenital, progressive)

a catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia

a early repolarization syndrome

a sick sinus syndrome

a atrial fibrillation

a multiple ectopic Purkinje-related premature contractions

a overlap syndromes
> PCCD and Brugada syndrome
> PCCD and long QT syndrome
> PCCD and Brugada and long QT syndrome

ﬂﬁl s (dilated cardiomyopathy)
duthorax



Du geéne a sa fonction : comprendre les canalopathies cardiaques
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www.ClipProject.info
Génétique Physiopathologie intégrée
(modeles animaux et modeéles in silico)

TR0 @ -

/#\ Physiopathologie moléculaire & cellulaire
(modeles cellulaires)
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Bloc auriculo-ventriculaire

Sins }K/ pacemaker primaire : 60-70 bpm

Atrial
muscle

40-50 bpm

pacemakers
secondaires

branches

Purkinje
fibers

Wertricular |
muscle
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http://butler.cc.tut.fi/%7Emalmivuo/bem/bembook/06/06x/conducti/0607a.htm
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AV node ,
bundle of His

» left bundle
branch

e une des principales causes d'implantation de pacemakers

e un processus lent se développant sur des décennies

_ — -« left pcs}leriﬂr
e atteinte des faisceaux de His et de ses branches o oundle fascicle
septal \ left anterior

fascicle

e différents aspects a I'ECG: blocs de branche, BAV... fascicle

e fibrose post-mortem

:> Hypotheése de Lenegre : maladie dégénérative due a I'apparition de fibrose avec I'age

[lInstltut Lenégre & Moreau, Arch. Mal. Coeur 1963;56:867-888. 11
duthorax https://www.e-cardiogram.com/



Troubles progressifs de la conducti

N 5 pacemakers

/ DDO /

0 W EOOeee moomooo T/o %il I
v O0o00 0000

=» bloc progressif de la conduction

1982 1998 2000

-

» Augmentation progressive des troubles de la conduction

> Variabilité des défauts de conduction

()

[lInstltut Schott et al, Nat. Genet. 1999;23:20-21.
duthorax Probst et al, J. Am. Coll. Cardiol. 2003;41:643-652.

on cardiagque
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Le gene impliqué : SCN5A (canal Na,/1.5)

. (3p21) SCNS5A

-100 mV

. Conduction de
| > \ | > I’influx électrique

cardiaque
i
-80mV |

A\

I'institut
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: (3p21) SCN5A

IVS.22+2T—>C

A

[lInstltut
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Le gene impliqué : SCN5A (canal Na,/1.5)

Délétion de I'exon22 = DIII-S4

14



Caractérisation des effets des mutations

=>» nécessité de développer des modeles cellulaires alternatifs aux cardiomyocytes des patients
=>» cellules en culture ne possédant pas les canaux ioniques cardiaques
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Perte de function du canal Na, 1.5
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> effets du vieillissement ?

Schott et al, Nat. Genet. 1999;23:20-21. 16
Probst et al, J. Am. Coll. Cardiol. 2003;41:643-652.
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Limites du modele murin

HUMAN B wmouse C  Triangle of Einthoven
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Boukens et al., J Physiol 2014; 592: 4613-4626.
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Limites du modele murin : la repolarisation

Humain Souris
H

J

Early repolanzation
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Boukens et al., J Physiol 2014; 592: 4613-4626.
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Limites du modele murin : la repolarisation
Homme Souris
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La souris Scnb5a*’-
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Papadatos GA et al., Proc Natl Acad Sci USA 2002;99:6210-5.
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Les souris Scn5at’- présentent un phénotype hétérogéne

10 weeks old .
CIWT 1 mild Scn5a*/-

WT = wild type (contrdle)
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duthorax Leoni AL et al,, PLoS ONE 2010; 5: €9298.
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Altération de la conduction dans le réseau His-Purkinje

ECG
Wild-type T

(n=10; 19 £ 1 weeks old)
AH: 33.1+2.5ms
HV:12.6 +1.1 ms intra
- ECG
Scn5a*/

(n=15; 21 + 1 weeks old)
AH:35.6 £+ 1.8 ms
HV: 18.7 £ 1.7 ms **
intra H

AH 50 ms

22


http://butler.cc.tut.fi/%7Emalmivuo/bem/bembook/06/06x/conducti/0607a.htm

Altération de la conduction ventriculaire

technique de Langendorff

réseau d’électrodes Scn5at!-

Cartographie électrique :

=>» conduction plus altérée chez les souris agées

=» conduction plus altérée (et plus tot) dans le
ventricule droit que dans le ventricule gauche

()
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Apparition de fibrose au cours du vieillissement
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Derangeon M, Montnach J, et al., Cardiovasc Res 2017; 113: 464-74.
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Implication de la voie du TGF-3
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Derangeon M, Montnach J, et al., Cardiovasc Res 2017; 113: 464-74.
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Conclusion

Les souris Scn5a*/- représentent un bon modéle des troubles progressifs de
la conduction cardiaque liés a SCN5A.

L'haplo-insuffisance de Scn5a conduit a des défauts de conduction qui
s'aggravent au cours du vieillissement a cause d'un développement
secondaire de fibrose par l'activation de la voie du TGF-8 et une diminution
naturelle de I'expression de la connexine 43.

Les troubles progressifs de la conduction cardiaque liés a une perte de
fonction de SCN5A résultent non seulement de la mutation de SCN5A mais
aussi d’'un remodelage secondaire du myocarde.

()
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Multiple Ectopic Purkinje-related Premature Contractions
(Tachycardie Ventriculaire Multlfocale)

Family 1 [] norma
T n | arrhythmia
g|1) -2 Il arrhythmia and DCM
ICD ICD
ma— I:IT—‘ o oo i
+ + + +
SD
“e & O O O o o O & O M
1. 1.7 ms w9 mao w1z 1
+ + + + + + SD
Family 2 Family 3 DCM : dilated cardiomyopathy
E'_—g 1?!_—8 SD : sudden death
+
SD
ICD %r
CRTD é> ﬁ A
1 2 N3 i1 2 .3
+ SD + +
Di:fziIi:ZTl Pwltb [; ;; EL
71 .2 m3  ma
/ﬂﬂﬁtf\ + + PO

[INsEitut

duthorax Laurent G et al. J. Am. Coll. Cardiol. 2012; 60(2):144-56
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Phénotype du propositus
Patient 1.1 (10 ans)}
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Enregistrement Holter : >50 000 extrasystoles ventriculaires (ESV) / 24h
Exercice sur tapis roulant = disparition des ESV
/#\ Echocardiographie : dilatation mineure (DDVG = 54 mm, >97¢™¢ centile) ; FEVG = 62%

I'institut 28
duthorax Laurent G et al. J. Am. Coll. Cardiol. 2012; 60(2):144-56
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Phénotype du propositus
Patient Ill.1 (13 ans)
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Pertes de conscience répétitives au repos (concomitantes avec tachycardie
ventriculaire non soutenue)

Echocardiographie : dilatation ventriculaire (DDVG = 62 mm) et FEVG = 32%

Laurent G et al. J. Am. Coll. Cardiol. 2012; 60(2):144-56
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Phénotype des patients

Patient 1.4 Ao ®
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duthorax Laurent G et al. J. Am. Coll. Cardiol. 2012; 60(2):144-56
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|dentification d'une mutation sur SCN5A

Family 1 O normal
e ] [ arrhythmia
éé 2 B arrhythmia and DCM
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Na,1.5 + Na, 1

Na*

Na*
COS-7
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Conséquences biophysiques de la mutation

WT R2220 Heterozygous 0 -
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Laurent G et al. J. Am. Coll. Cardiol. 2012; 60(2):144-56
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Conséquences biophysiques de la mutation

20 mv 500 ms ~ _ ?UT
=100 my L
-130 my I
R2220 Heterozygous
1 U
[ ]
[ ] [
=] ' ® WT (10)
2ms J ® R222Q (8)

Availability (I/Imax)

0.0

¥ Heterozygous (9)
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R222Q
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-100
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Laurent G et al. J. Am. Coll. Cardiol. 2012; 60(2):144-56

(¥ewe/)) aouepNpUOD aAlElRY

33



Conséquences biophysiques de la mutation

» Déplacement vers des potentiels plus négatifs de la courbe d'activation
=» plus de courant

» Déplacement (plus faible) vers des potentiels plus négatifs de la courbe
d'inactivation = moins de courant

» Augmentation du courant de fenétre Na*, déplacé vers des potentiels plus
négatifs = courant persistant

=» effets sur la repolarisation ?

» Accélération des cinétiques d'inactivation =» moins de courant

Quelles sont les conséquences physiologiques de ces anomalies ?

()
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Modélisation mathématique

IKs current

IKg = Gy - Xp - xg - (V — Eg) Rate constant Value
RT [K], K s 0.033 msec™
=—1In
KF Ik <
kgs 0.0001 msec
Ggs = 0.0281
Ags 0.130 mV"*
V-V Apg -0.015 mV*
Ls
ag = kg -
1 - exp (_lﬂ_g ' (V - V[S)) VES -11 mV
= kg - Ape * V
Bs = kps - exp (Aps - V) kg 0.146 msec™
v =k .. (V' —Vig) -
ﬁf = kﬁf s exp (‘)]'bf . [_.") "’]'ﬂf U.U?B ITIV_I
dxg/dt = ag - (1 — x5) — B * Xg Aps -0.028 mv™

Sampson KJ et al. J Physiol. 2010;588(Pt 14):2643-55.
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Modélisation mathématique

Human ventricular model

Heterozygous
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Laurent G et al. J. Am. Coll. Cardiol. 2012; 60(2):144-56
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Potentiels d’action des modeles unicellulaires

Purkinje cell Left ventricular cell
s control 1 Hy heterozygous 1s control 1 He heterozygous |
2R 2 TR R 2R 2R T AR oy vov ooy

D b 0D U

TN IV V|20pA ___\/‘\/_ \/ -7 v r “|20pA —_—r‘r—r‘}

INa
0.5s 2 Hz
vy 20 T S
NN
| , B
BN VAR VAR IV |20 pA ‘—\/——\/—-\/—ﬁ

I'institut
duthorax Laurent G et al. J. Am. Coll. Cardiol. 2012; 60(2):144-56
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stimulation

control

ventricle

Purkinje
fiber

/

heterozygous

—|

Modele muticellulaire

control
1s
L -
0
20
F=d)
|0 50 mV
=70
recording
heterozygous

Laurent G et al. J. Am. Coll. Cardiol. 2012; 60(2):144-56

38



Conclusion

La mutation p.R222Q de SCN5A induit :
s une accélération des cinétiques d'activation et d'inactivation de I,

a une augmentation et un déplacement vers des potentiels plus négatifs
du courant de fenétre sodique

Relations genotype-phénotype :

a la mutation p.R222Q-SCN5A affecte peu l'activité électrique du myocarde
ventriculaire

» la mutation p.R222Q-SCN5A prolonge la repolarisation dans les fibres de
Purkinje

a la repolarisation anormale des fibres de Purkinje déclenche des potentiels
d'action prématurés dans le myocarde ventriculaire

()
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Le syndrome de Brugada

» maladie rare (1-5/10 000), affectant principalement les hommes (= 80%)

» pas de signes cliniques d’anomalies structurales cardiaques

» complications : tachycardie et/ou fibrillation ventriculaire = syncope et mort subite

» a l'origine de prés de 20% des morts subites des patients avec un coeur structurellement normal
» diagnostic : signe typigue mais labile sur les dérivations précordiales droites (V1-V3) de ’'ECG

=» condition basale

=» apres test pharmacologique (ajmaline, flecainide...) C:ambrj de
cnasse au

Contréle Brugada ventricule droit
P E J/ élévation du segment o 2
V2 sl AP L ST>2mm o
vo e Ve ———9 4 V2o
|- 1 ¥~ onde T négative Vie S v,
B HEHEe EEE===E: A2 0

ECG de type 1

» traitement : implantation d’un défibrillateur chez les patients symptomatiques

A
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Le syndrome de Brugada : une canalopathie complexe

* > 25 genes associés au SBr (approches géenes
candidats)

* SCN5A : 20-25% de tous les cas identifiés
=» perte de fonction du canal Nav1.5
 autres genes : <1%

» 70-75% des patients sans gene identifié
* > 60% des cas sont sporadiques

4 [

+

T

Q’robst V et al. Circ Cardiovasc Genet 2009; 2:552-7.

.@ll@.l]l
o n

@

"4

+

ICD
T

\
f] Brs

Conduction
disease
E’ Unaffected

Na/channel
blocker test

+ SCN5A-p.E161K

mutation /

* pénétrance faible

/Table 1 Burden tests results for 45 genes linked to cardiac arthythmias

\

4 . 7 Gene BrS cases (n=167) Internal controls (n=167) P-value 1 UK10K controls (n=881) P-value 2
* phénocopies fréquentes
BrS-susceptibility genes
SCN5A 20.4% (34) 2.4% (4) 1.4x10772 2.4% (21) 1.7 x 107152 |
SCNT0A &% (10) 7.4% @) 0.170 3.5% (31) 0.131
CACNAIC 3% (5) 6.6% (11) 0199 2% (18 0395
PKP2 3% (5) 24%4) | A Na,1.5 (SCN5A) &
CACNB2 1.8% (3) 1.2% (2) 3 § &
KCNH?2 1.2% (2) 3.6% (6) 2 B 3 R g g ;
& K]
TRPM4 1.2% (2) 3% (5) g s 0¥, ox W e 55 3 5 & Nzué ‘%E 88w Dé
. . R 3 gggé:‘f: g gg@ %gs g § if%a%w ﬁﬁ%%%gg % Cases
KCND3 0.6% (1) 1.2% (2) @ S =83 & =30 JBe 3 & Ji0>< ES & roozdd
o, o, ! * ®s ’ T A d ”» L d . .', L4 -
CaCNAZDL  06%() 0% () A T . =
e oo DI Dl Dill DIV
, SCN2B 0.6% (1) 0.6% (1) g & % g Controls
SCN3B 0.6% (1) 0.6% (1) . s
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k Le Scouarnec S et al. Hum Molec Genet 2015; 24: 2757-63.
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Le syndrome de Brugada : une maladie oligogénique

Genome Wide

Frequent variants =
Association Study

—— B
ene 2 -
¥y

1 gene

each gene

Rare variant Exome Sequencing
Approach

Variance explained by

gene 1

DTIZ\ X ?

Monogenic | Oligogenic
model model

A
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Le syndrome de Brugada : une maladie oligogénique

BrS
100 l
Frequent variants Genome Wide
P Association Study
> ]
2 i
2 .

=>» modeéle cellulaire personnalisé qui prenne en compte la variabilité
inter-individuelle et la contribution de genes modificateurs :
les cardiomyocytes dérivés de cellules iPS

JED

OT/Z X ?

Monogenic | Oligogenic

/#\ model model
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Cellules souches pluripotentes induites (cellules iPS)

2007 m

Induction of Pluripotent Stem Cells
from Adult Human Fibroblasts
by Defined Factors

Kazutoshi Takahashi,' Koji Tanabe,' Man Ohnuki,” Megumi Narita,'= Tomoko Ichisaka,' - Kiichiro Tomeda,? l t_ A
and Shinya Yamanaka'#34* -
'Departrrent of Stam Call Biology, nstitube for Frontier Medical Sciences, Kyoto Univansity, Kyata 606-8307, Japan

“CREST, Japan Science and Technology Agency, Kawaguahi £32-0012, Japar Sh | nya Ya mana ka
Cladstors Institute of Cardicvaseular Diseass, San Francisco, CA 04158, LEA . , .
“rstibube for Integrated Cell-Matedal Soiarcas, Kyate Uriversity, Kyoto 808-B507, Jagan Pr|x NObel de mEdEC|ne 2012

“Corraspardence: yamanake@rontier kyolo-u.ac.jp
DOl 10,101 &f.eal 2007.11.018

Transformation 2

facteurs de cpp s . L. : cellules
reprogrammation (différenciation) . ;f,ﬁ; - uscalaires
Octd -, .

- Sl C-myc
\ KFa .

*‘ﬁ Sox2

‘ . ostéoblastes
® @

/AN

Y. ! neurones
" cellules S NGV
1N R
I/ souches
\ { cellules adultes ]
/ o (fibroblastes de peau) Transformation 1
/ #\ (reprogrammation) “cardiomyocytes
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Cardiomyocytes dérivés de cellules iPS humaines

Cardiomyocytes dérivés d’iPS

Sang

Cellules iPS humaines
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Les cellules iPS : des modeles personnalisés de canalopathies

/ Patient reprogrammation differentiation \

> peripheric blood iPS cells cardiomyocytes
mononuclear cells
Control > cells from urine

=>» cardiomyocytes avec : - la mutation du patient
- le profil génétique du patient

()
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Une forme familiale du syndrome de Brugada

V2 \V\NV\

5 B

I “m—

1 2

A" (1?

1

A\
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o b e e m m & o ¢

3 4 5 B 7 g 9 10 11

l B Type 1 Brugada ECG pattern

[0 No type 1 Brugada ECG pattern

Gl Unknown (no ECG)
T Flecainide challenge test

Belbachir N, Portero V et al. Eur. Heart J. 2019; 40:3081-93.
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Un nouveau gene impliqué dans le syndrome de Brugada : RRAD

KNIMI

knime4dbio

L1J

Exome sequencing

(patient 1l1:2)
Coding +/- 8 bp* 22,562
Functional** 10,412
Rare in EXAC*** 217
In shared genomic regions 9

6 missense variants (RRAD, FHOD1,

Validated and shared by the 5 BrS patients HB6PD, SNAP23, two in SPTBNS)

Predicted deleterious (SIFT and PolyPhen) RRAD (R211H)

()

I'institut 48
duthorax Belbachir N, Portero V et al. Eur. Heart J. 2019; 40:3081-93.



Un nouveau gene impliqué dans le syndrome de Brugada : RRAD

()
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baseline flecainide

1 2
+
0 e o e m (1 & o o
11 —®
! 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11
] + + + + o+ \+ - - _
(15 l W Type 1 Brugada ECG pattern ARAD-RI11H
v 1 5 [J No type 1 Brugada ECG pattern N PD ¢
_ + @ Unknown (no ECG) resen
T Flecainide challenge test - Absent

+ 3 mutations non-sens additionnelles chez 3/186 patients avec syndrome de Brugada non liés a la famille

49
Belbachir N, Portero V et al. Eur. Heart J. 2019; 40:3081-93.



La GTPase Rad (Ras Associated with Diabetes)

Famille RGK
Rad

@)
g
i€

;
:

w
8
@D
e
o
|
|
H
|
'
1id
I
i
:
{
'
i

RGK family

Activité GTPasique de Rad

‘ --o"‘.‘ CDO
L 000
00 0
(4 cor N [Redinsetive
00
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Localisation du variant p.R211H

N-terminal

211
14-3-3 CaVp Cam 14-3-3
G
CamKI| C-terminal
ROCK "
PKC
CKil
- 120 130 140 150 160 170
M _g_ —> B2 B (—Swll—> A2 | _ B4
Rad 87 SﬂESWK\fLLL DRS | VVDBEEASLHV Rin BeHCUABGDAYV IVYSVT 172
Gem 71 SGNTYYRVVLIGEQGVGKST HD TYERTLMVDGESAT | | EWLHDHCHOMBDAYL IWYSIT 160

RalA 10 HSL,%LHKH'IWES%WTLGFHTDE—F?EDTEPTKMS\'HKHWLBEE‘i‘ﬂII}IWTMD—YMIRUHTFRSHEGFLWFSIT 96
H-Ras | —MIEYKLVVVGAGGVGKSALTIQL | ONH—FVDEYDPT IEDSYRKQVVIDGETCLLD | LDTAGQEE-YSANRDQYMRTGEGFLCYFAIN 85

GxGxxGKSxL FVxxYxPTxxDxY DTAGOE
Gi, . G2 : . @3
180 190 200 210 220 230 240 250
A3 [sgmin s | A4 B6 | A5 |

Rad 173 DKGSFEKASELRVALRRAROTODVE T ILVGNKSDLVRREVSVDEGRACAVVFDCKF |ETSARBHHNVOALFEGVVROIRLRRDSK 256
Gem 161 DRASFEKASELRIQLRRARQTEDIP! ILVGNKSDLVRCREVSVSEGRACAVVFDCKF | ETSABOHNVKELFEG VROVRLRRDSK 246
RalA 97 EMESFAATADFREQ|LRVKEDENVPFLLVGNKSDLEDKREVSVEEAKNRAEQINVNYVETSAKTRANVDKVFFDLMRE | RARKNED 182
H-Ras 86 NTKSEED!HOYREQ|KRVKDSDDVPMVLVGNKCOLA-AR[ VESROAGDLARSYG | PY | ETSAKTROGYEDAEYTLVRE | ROHKLRK 170
LVGNKxDL ExSAxT
G4 G5

Yanuar et al ., 2006
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Expression cardiaque de la GTPase Rad

Human /

Mouse \

LV RV RVOT Stain free

LV RV Stain free
. . — - p—
M End Epi M End Epi FEREERRE
RAD - | S8 7 . == -= o o0 444+
S B N N N
-—— s BB - - —
j = c = | =
R=4 L 2 =}
% 1500 ; ® 15007  k* @ 2000 ; * %
2 ' _T @ — o
[=3 =3 Q. (=8
1500 -
X 1000 | S 1000 1 > >
a o a ]
2 < : 1000 -
© 500 5001 o
2 2 2 500 2
E 0- S 0- E 0 E
o —_ — e —— e
LV RV v v RV RV
End Epi End Epi k
LV: left ventricle; RV: right ventricle RVOT:
/ \ End: subendomyocardium; Epi: subepicardium;
. : M: midmyocardium
I'institut
duthorax Belbachir N, Portero V et al. Eur. Heart J. 2019; 40:3081-93.
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right ventricular outflow tract
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Sélection des individus pour la différenciation des cellules iPS

Ctll  BrS1

v * e pp 0l

i

éi!'h + SD

I 0 —C? J_J;L’f—ﬁ
e

PaMCs o | &Rl e & ¢ w4 4

9 1
5 tested cell lines :
\ v 2 clones for the control:
> . WT8288 CO3

iPSCs * WT8288 C04

3 clones for the Brs patient:
* BR334 C01
* BR334 C02
* BR334 C03

/#\ ~ 3 differentiations/clone/expt

Cardiomyocytes (iPSC-CM)

I'institut
duthorax Belbachir N, Portero V et al. Eur. Heart J. 2019; 40:3081-93.
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Les cellules du patient présentent une diminution d’l,

Diminution de |,

Contréle Brugada

+30my 350ms

-120 mV

Voltage (mV)
-40 -20

604 * Ctll n=17
- BrS1n=42

&

Ralentissement de la phase de dépolarisation
du potentiel d’action

A Contréle  Brugada  B.

400+

300 - \
OmV - 200 ¥
>
=l
100 ?
>
E
S 0!
50 ms Ctl Br

\

7

p.R211H

WT
ST

<= Navl.5

l . . l] o

-> \expression of Nav1.5

no change at the mRNA level

Belbachir N, Portero V et al. Eur. Heart J. 2019; 40:3081-93
Al Sayed ZR et al. Clin Transl Med. 2021;11(6):e413.
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Les cellules du patients présentent une diminution d’l, |

Ctll BrS1
0 - 200m5+60mv 0_ \
3
-50 mV S .60 mV
-80 mVJ -
Voltage (mV)
0 40 -20 0 20 40 60
™
3
=_.10-
Fa
a
3
£ -20-
£
S o Ctl1n=34
_30- o BrS1 n=24
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Les cellules du patient présentent un courant Na* persistant

e \
cti1 Brs1 D w et
T™XEOum) oo, ™ n=40
/ g —
I\J E Z
40 mv Control E -4
-120mV 200 ms 3 8
o _8.
TTX sensitive P
0 - M dhanai ey v—-“ -2-10'
\ y
4 )
E BrS101 Br$103 F
1001 [] EAD free
80 B cAD
0 3 60
R 401
20
0
Ctll1 BrS1-01 BrS1-02 BrS1-03
n=20 n=10 n=11 n=10
1 sec
| EAD = early afterdepolarization (post-dépolarisation précoce)
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Les cellules du patients ont des anomalies du cytosquelette

100 = Actin
E 801 === Troponin |
&0
: g 404
d =2
o S 201
O = ¥ y y
0 10 20 30
Distance (um)
100
i E 20s
o g s
(aa] 5 40
:-? 209
oF » v _ ”
0 10 20 30
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a ek
100% o
80 %
@“" 60 Y |:| striated
2 40 Y% - cortical
20 %
A o
Ctrl Rad R211H
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Contrble isogénique

patient Targeted gene
. correction
| PIEE — BTy
| patient-specific patient-specific
BrS-iPSCMut BrS-iPSCeo"
’ | cardiac |
I differentiation
RE < - EEEE
BrS-iPSCMut BrS-iPSCeo"
cardiomyocytes cardiomyocytes

La mutation est (n’est pas)
nécessaire a I'apparition du
phénotype

()
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control Targeted gene
mutation

control-specific control-specific

| iPSC iPSCmut
/ cardiac |

v differentiation ,l,

00 <> 030
control-iPSC control-iPSC™Mut
cardiomyocytes cardiomyocytes

La mutation est (n’est pas)
responsable du
phénotype
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Effets de I'insertion du variant dans des cellules controles

4 ) [ \
Edition de génome N\ | /|
(CRISPR/Cas9) G Na Nap

H

_ Rad WT
Rad R211H ins 0-
1N 0-
a 0- T 0- ;;\}.,,,;;,;:--
Vi +30my 50ms ¥ E‘ 200 ms
An A B = 5‘ | RadR211Hins i
RRAD. C/C | ."ll \ omi " s - S Control
A0 GAVERVAR /‘ - Y 201 e )
CT C A C G A G A o -
mutated _ < 04 . : : RadWT  Rad R211H ins
:‘é g 0 n=12 n=17
[ Z 201
A A\ Z 2
RRAD. T/T [\ [\ S 40, E‘ 4
J A NN 5 s
cC T C A T G A G A S 601 8
© -= Rad WT; n=18 Kk
804 - Rad R211H ins; n=14 -10
V 4
b Défauts structuraux
RRAD locus C Rad WT Rad R211H ins

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon d Exon 5 Exon &
. | — I

20um
E———

20umM
Cleavage 5ile

T AGACCTCACGAGAGCGCAC e

HE donos template .
COGAGACCTCATGAGAGCG

favedalelt  ICATGAGAGCE —————————
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Effets de lI'insertion du variant dans des cellules controles

I

N
Genome editing
(CRISPR/Cas9 technology)

a
- Ml i
mutated A C G A A
a { | I I- | 'IIII'|
'C T € AT G A G A
b
RRAD locus
E-Mll'lll Exon 2 EMT{I!E Exon 4 &5 Exon &
"'qumusm )
— nenc::TCMGAGAG;Gmc —
HR donos template : ———
T CCGAGACCTCATGAGAGCG
e allels TCATGAGAGCG
y

Current density (pA/pF)

10+

.10

No change in I, |

EM (mV)

B0

Rad WT n=15
Rad R211H ins n=16
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Conclusion

v" Identification d'un nouveau géne/variant impliqué dans le syndrome de
Brugada : RRAD p.R211H

v Dans les cardiomyocytes humains, le variant RRAD p.R211H

* réduit I'amplitude des courants Na* et Ca?*

* diminue la vitesse de dépolarisation des potentiels d'action

* induit un courant Na* persistant L mécanismes ?

* prolonge les potentiels d'action et déclenche des post-dépolarisations
précoces

* induit des anomalies structurales -
=» conséquences structurales dans le tissu cardiaque (souris knock-in) ?

v Le modéle isogénique
* valide que le variant de RRAD est suffisant pour provoquer un phénotype arythmogene
* suggere que la diminution du courant Ca?* de type L dans la famille nécessite d’autre(s)
facteur(s) en plus du variant p.R211H de RRAD
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Modificateurs génétiques et non génétiques d'une canalopathie

Variants génétiques
fréquents

Co-morbidités

Age

/ Mutations de SCN5A \

syndrome du QT long de type 3
» syndrome de Brugada «
troubles progressifs de la conduction cardiaque
fibrillation atriale
dysfunction sinusale

\ MEPPC /
= T S

Style de vie,
alimentation

Médications

/ #\ Etat physiologique gain de function

s R perte de function
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