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L. Introduction générale

La mort subite secondaire a des troubles sévéregthme ventriculaire est la cause la plus
importante de mortalité dans le monde industrialBgussy et al., 2008). Son incidence en
France est estimée a 50 000 déceés par an (Fereieaks 1997). La plupart de ces arythmies
survient dans un contexte de pathologie ischémaudiague acquise. Plus rarement, des
pathologies héréditaires peuvent étre a l'origiee€els morts subites.

La Tachycardie Ventriculaire Polymorphe Catéchotargique (TVPC) est une pathologie
rythmique héréditaire responsable de formes faledide mort subite chez I'enfant et I'adulte
jeune. Il s’agit d'une maladie rare dont la prémake est estimée a 1/10 000 (Liu et al.,
2008a). Ce trouble du rythme sera évoqué chez tienpgeune a l'occasion de syncopes
répétées survenues a I'effort ou a 'émotion, vajpees un arrét cardiaque. L’épreuve d’effort
et lI'enregistrement Holter, essentiels au diagopstiourront révéler des épisodes de
tachycardies ventriculaires caractéristiques Idelps sont bidirectionnelles. Le traitement
repose principalement sur I@sbloquants et le défibrillateur implantable. Enbkance de
traitement, la mortalité atteint 50% avant 40 ans.

L’analyse génétique permet, une fois la mutationsake identifiee chez un cas index, de
réaliser un diagnostic présymptomatique chez lesrappes afin d’identifier les individus a
risque et de mettre en place des mesures de pi@v@nimaire. La génétique peut également
avoir un role chez le cas index en cas de diagndsficile. Dans 60% des cas de TVPC, des
mutations des geneRYR2 ou CASQ2 sont identifiées respectivement dans des formes
autosomiques dominantes ou récessives de TVPC t(leatad., 2001; Laitinen et al., 2001;
Priori et al., 2001). Le récepteur de la ryanodiagdiague, RyR2, est un canal calcique situé
dans la membrane du réticulum sarcoplasmique (RStelaules musculaires cardiaques. La
calséquestrine de type 2, Casq2 est la protéineureaie liaison du Gadans le RS. Ces
deux protéines jouent un rdle fondamental dansolaction excitation-contraction des
cardiomyocytes (Gyorke and Terentyev, 2008).

Cette these a pour objectif de présenter un étlidlex des mutations deYR2 et CASQ2
dans la TVPC, ainsi que les résultats de I'analyse3 genes candidai®RDN, ASPH et
FKBP1B.
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II. Rappels généraux sur le ceeur

1. Anatomie

Le cceur est constitué de quatre cavités : deuxésasroites, I'oreillette et le ventricule droit
et deux cavités gauches, l'oreillette et le ventegauche. On distingue le cceur « droit » du
coeur « gauche », le cceur droit étant séparé du gaeche par une paroi : le septum. Pour
chaque moitié du cceur, l'oreillette et le ventic@ommuniquent entre elles, simplement
séparées l'une de l'autre par les valvules aurigelatriculaires. La valvule du cceur droit est
appelée tricuspide (trois parties) et celle du cgauche bicuspide (deux parties) ou mitrale.
La paroi du coeur comprend trois couches: le myscarendocarde et I'épicarde. Le
myocarde forme la partie musculaire des parois aqudis. C’est un muscle strié comme les
muscles squelettiques, mais qui n’est rattaché araas. Les parois des cavités cardiagues
sont tapissées sur leur face interne par une memhranjonctive, I'endocarde, et sur leur
face externe par une membrane tissulaire, I'ép&catdépicarde correspond a la lame
viscérale du péricarde séreux, le péricarde étastarfibro-séreux qui enveloppe le cceur. Ce

sac est rempli d'un liquide aqueux qui sert deifidmt aux mouvements du cceur.

2. La circulation sanguine et le cycle cardiaque

Lors de la circulation sanguine, le sang oxygéenéent des poumons vers l'oreillette gauche,
passe dans le ventricule gauche puis est éjectgé awgirculation systémique. Le sang
désoxygéné est ramené par le retour veineux sygt@miisqu’a 'oreillette droite, passe dans
le ventricule droit puis est expulsé vers les pousnon

Le cceur réalise environ 2 milliards de contractianscours d’'une vie humaine. A chaque
battement cardiaque, le coeur doit se relacher goares cavités (ventricules et oreillettes)
puissent se remplir de sang, puis se contracter povoyer le sang dans le corps et les
poumons. Les phases de contraction (systole) eeldgation (diastole) sont répétées de
maniéere cyclique pour chaque battement cardiageecytle cardiaque débute par la systole
auriculaire correspondant a la contraction deslletigis droite et gauche permettant le
remplissage des ventricules. Le remplissage verdrre se fait en deux phases: une

premiere phase de remplissage passif au courggdellia la relaxation ventriculaire crée un
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appel de sang dans les ventricules et une deuxigmase de remplissage actif ou la
contraction simultanée des oreillettes chassedi& rdu sang dans les ventricules adjacents.
Lorsque le sang circule de l'oreillette vers le tvienle, les valvules auriculo-ventriculaires
s’abaissent sous l'effet de la charge du sang deepd’autres des valvules. La relaxation des
ventricules, agissant comme une pompe aspirantéitdacette étape. Aprés fermeture des
valvules auriculo-ventriculaires, la systole veniftaire permet I'éjection du sang dans le
systeme pulmonaire et systémique de facon simtdra@¥sque les ventricules se contractent,
les valvules se ferment sous l'effet de 'augmeatatie la pression ventriculaire, évitant le
reflux de sang dans les oreillettes. L’'ouverture deux ventricules sur I'artére pulmonaire et
'aorte est aussi protégée par les valvules pulimneret aortique qui empéchent le reflux de
sang dans les ventricules au cours de la phasepds des ventricules. Ensuite, les valvules
aortique et pulmonaire se referment, le ventrisgleelache : c’est la diastole.

L’efficacité de la contractilité cardiaque résuld@ine orientation particuliere des fibres
musculaires au sein du myocarde et de la propagatidonnée de la contraction cardiaque.
Ceci permet de réaliser un mouvement de torsiormgocarde de la base vers l'apex,
entrainant une éjection sanguine efficace. La aohtn cardiaque est déclenchée

régulierement grace a 'automatisme cardiaque.
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III. L’activité électrique cardiaque

1. Automatisme cardiaque et dynamique de la condction

La contraction cardiaque espontanée et indépendante. Ainsi, un coxcise, placé dans 1
milieu oxygéné, peut contiter de battre spontanémel’automatisme :ardiaque permet ¢
coeur de générer luréme I'nflux électrique nécessaire a son activitéitractile grace a de
cellules myocardiquepatrticilieres, les cellules du tissu nodal. Cedules ont un aspe:
embryonnaire avec des coituants myofibrillaires peu évolués. Elles it dénuées d’activit
contractile mais possedente capacité de dépolarisation autonome: premiére structul
est présente a la partie haide I'oreillette drcte: il s’agit du noeud sinsal. Il est situé dar
I'oreillette droite au niveaule la jonction avec la veine cave supérieet pres de Icrista
terminalis. Dans le paniculeadipeux a son contact, existent des gans nerveux qui sol
responsables d’ihfences narogénes sur l'activité sinusale. Plus ba: retrouve une auti
structure située dans la rtie haute du septum interventricul : le noeud auricu-
ventriculaire, qui joue le re de filtre entre l'activité auriculaire et2ntriculaire, puisle
faisceau de His dont chaquranche de division s’engage dans le veule correspondant
s’arborise en de multiplesimification:: le réseau de Purkinje, tissie jonction avec le

fibres myocardiques (Figut.

Figure 1. Le tissu de conductiorcardiaque (Lerebours, 2007).

Nceud sinusal

 Oreillette

Neeud auriculo-
ventriculaire

Fibres de Purl-my_e

Ventricule

Fad
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Au sein du tissu de conduction, le nceud sinusalleegiénérateur d’impulsions. L'onde
d’excitation se propage ensuite le long du tissdahd’abord dans les oreillettes vers le nceud
auriculo-ventriculaire puis dans le faisceau de étide réseau de Purkinje. La distribution
étendue du réseau de Purkinje va au contact dulenusitriculaire qui se dépolarise a son
tour, ce qui assure une contraction unique et cooréle. La propagation de la dépolarisation
d’une cellule a I'autre au sein du muscle cardiaspiéait grace a la transmission des courants
locaux intracellulaires aux travers des jonctioosimunicantes (gap junctions). Les temps et
les vitesses de conduction varient le long du tiesdal : extrémement lente dans le nceud
sinusal, lente dans le nceud auriculo-ventriculafie d’assurer le remplissage ventriculaire,
la vitesse de conduction est a l'inverse tres rapliaies le faisceau de His et le réseau de
Purkinje afin de dépolariser rapidement I'ensemidéss myocytes et de synchroniser la

contraction des deux ventricules.

2. Le potentiel d’action cardiaque

» Définitions
Toute cellule vivante est polarisée : elle estiéges de phénomenes électriques tels gu'il
existe une difféerence de potentiel entre la faderme et la face externe de la membrane
cellulaire, désignée communément sous le terme el de membrane.
Lorsqu’une cellule myocardique est au repos, sderpiel de membrane est d’environ -80
mV. Si la cellule est excitée, par exemple par timwdus électrique, elle se dépolarise.
Lorsque le potentiel de membrane s’annule, c’'adit@-atteint une valeur de 0 mV, c’est la
dépolarisation. Le potentiel initial se régénereudrsc’est la repolarisation, qui est beaucoup
plus lente que la dépolarisation. La repolarisatomprend 2 phases : une phase initiale de
repolarisation lente puis une phase de repolavisatpide. L'ensemble de ces phénomeénes
est appelé potentiel d’action (PA).
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» Les différentes phasidu PA
Un PA typigue au niveau dh myocyte ventriculaire est indiqué figL2.
L’allure est particuliere et rsulte d’'un équilibre entre les courants iorss membranais de

dépolarisation et de repolantion(Kushnir and Marks, 2010).

Figure 2. Représentation schématiqe d’'un PA dans un myocyte ventriculairt (Pourrier and Mttel, 2004.

30 m'

0y

hial O

- 80 mY

Les numéros en noir indiquent lesiases du PA. En bleu sont indiqués les cou principaux mis en jeu durant |
différentes phases du PA. Une fléech:scendante indique un courant entrant et unedflécntant un courant sortar

Le PA est divisé en cing pses distinctes, chacune faisant interven «jeu » de canaux
ioniques donnés (Tableal. Initialement, les courants électriques lo« générés par le P
qui vient de se produire | amont vont dépolariser le potentiel membrane jusqu’a
potentiel de 70 mV, ce quiictive les canaux sodiques 1.5). Lors & la phase 0 duA,
'ouverture des canaux sojues (Ni1.5) entraine un courant sodigientrant rapide na)
amenant le potentiel de mbrane a +30 m: c’est la phase de dépcisation. La phase
s’ensuit appelée phase deolarisation précoce. Il s’agit d’'une courériode qui se tradu
par une « encochedans la ourbe du PA. Cette phase correspond asortie de potassiu
liée a l'ouverture transitoi de canaux potassiques responsable courant potassiqt
sortant §. La phase 2 ou )jase de plateau est caérisée par I'équilire entre le courar
calcique entrantch, lié au canal DHPR et les courants potassiquertants x avec une
composante rapide.l(canal HERG) et une composante lengs (canal KvLQT1). Le flux
entrant de calcium va clencher la litration massive de && par le réticulum
sarcoplasmique (R$)ermettnt la contraction. Durant la phase 3 ou se de repolarisatio
le courant calcique est inavé et les courants potassiques vont petre la repolarisatio

cellulaire. La phase finaleedrepolarisation est assurée par la sortie ¢ potassiques due
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courant a rectification entrantg, Illié au canal Kir2.1. La phase de repos du PA pgtlée

phase 4.

Tableau 1. Principaux canaux ioniques membranairesipliqués dans le PA des cardiomyocytes contractiles

Ca,l.2 K,7.1 K,11.1 .
Canal Na,1.5 (DHPR) K.4.3 (KVLQT1) (HERG) Kir2.1
Gene codantla gy sn CACNALC KCND3 KCNQL KCNH2 KCNJ2
Sous-unité
Courant Sodiquey, : Calcique ¢4 Potassiqued Potassiquexk Potassiquey} Potassiquexh
Sortant
Entrant Entrant Sortant Sortant Sortant repolarisant
Type de courant . . . . . - . e
dépolarisant: dépolarisant repolarisant repolarisant repolarisant (rectification
entrante)
N Phase 2
Roéle dans le PA Phase 0 (et 1 et 3) Phase 1 Phase 3 (et 2 Phase 3 (et2) Phases 3 et 4

Au niveau du nceud sinusal, les cellules nodalegrassl'automatisme cardiaque car elles
possedent la capacité de modifier elles-mémes getentiel de repos. Elles n'ont pas de
potentiel de repos stable et présentent une dégeatian diastolique lente, due principalement
au courantpacemaker l¢, qui leur permet d’atteindre le seuil d’activation A et le
déclenchement de la propagation d’'une impulsiomhénomeéne de dépolarisation spontanée
au niveau du nceud sinusal se reproduit a une cadkmmeée, qui correspond a la fréquence

des battements cardiaques.

» La période réfractaire (PR)
La période réfractaire (PR) est définie comme ldopgé pendant laquelle un nouveau PA
normalement ne peut étre déclenché. La PR estaliBimactivation des canaux sodiques.
Pendant la phase 2, le plateau maintient les carsadiques inactivés. lls sortent
progressivement de leur état inactivé en phasea3PR absolue est la période pendant
laguelle il est impossible de déclencher un noueAucar les canaux sodiques sont tous a
l'état inactives. La période réfractaire relativest ecelle ou un stimulus d’intensité
supranormale peut déclencher un nouveau PA (qodiggressive de I'état inactivé des canaux

sodigues). La période réfractaire empéche la tgdéion du myocarde.
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» Les canaux ioniquesarticipant au P
Les canaux ioniques voltagipendantsle la membrane sarcolemmisont fondamentat
pour une fonction électraysiologique cardiague normale. lls scconstitués par de
protéines formant des pEs 1 travers la membrane qui vont permettrpassage d’ions. C
flux ioniques vont se tradre par des modifications du potentiel mbranaire et défin
I'allure du potentiel d’action.
Ces canaux ionigues sont fnés de plusieurs sc-unités, chacuneoclée 2ar un géne distinc
La sous-unitéx formant le pre est souvent suffisante poiénérer un carant mais des sc-
unités accessoires et des pines modulatrices sont nécessaires pounettre le trafic et le
modifications postraductiomelles ds canaux (Figure 3).
Pour les canaux potassiqt (K\4.3, KvLQT1, HERG), une sousité a est formée de 6
segments transmembranai hydrophobes (S1 a S6), la région du fse situant entre |
segments S5 et S6 tandiue le segment S4 contient une ¢ d’acides aminés chargt
positivement, qui sert de caur de voltage du canal. Un homotétramée quatre sor-unités
a identigues estrequis pour former le pore d'un canal ionique. Lcalal potassique a
rectification entrante KirZ est plus simple sure plan structial. 1l s’agit dun
homotétramere, chaque s-unité possédant deux domaines tranmbranaires(Balser,
1999; Felix, 2000; Roden el., 2002.
Les canaux sodiques (Nab) et calciques (DHPR) sontrmés d’'un nonomeére contena
guatre répétitions de six snents transmembranaires. Le segmentie chaque domair

fonctionne comme un sens des variations de potent

Figure 3. Représentation schématige des canaux sodique, potassigue et calcic (Balser, 199).

# Canaux sodique et calcigue, sons-unité alpha

Mter -

—— Cter

#»  Canal potassique. sous-unité alpha » Canalpotassique arectification entrante

M

Bts b T

#  Vue supévieure du pore canalaire
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3. Le rble du systéme nerveux autonome

Le systeme nerveux autonome n'intervient pas dangdnese de l'activité électrique
cardiaque mais va permettre la régulation de Vééti cardiaque en fonction d’états
physiologiques variés et aussi d’événements anotmau

Brievement, l'activation du systéme nerveux symigaik augmente la fréquence cardiaque et
la contractilité myocardique, tandis que le systgmaeasympathique ou vagal a un effet
inverse. La modulation de la fréquence cardiagusstitoe un mécanisme d’adaptation aux
exigences du métabolisme tissulaire : apport egéxg et en substances nutritives aux tissus
utilisateurs.

L’innervation sympathique cardiaque est issue dexdehaines paravertébrales cervicales,
plus particulierement des ganglions inférieurs, dasglions stellaires droit et gauche. Le
ganglion stellaire droit se distribue préférenéigient au nceud sinusal et au cceur droit tandis
gue le ganglion stellaire gauche se distribue awdn@uriculo-ventriculaire et au cceur
gauche. L’innervation parasympathique est assuagdgs fibres présynaptiques des nerfs
vagues dont les corps cellulaires sont situés aosntre cardio-inhibiteur du tronc cérébral.
Les corps cellulaires post-synaptiqgues sont rasssmbbns des ganglions intrinseques
disséminés dans le voisinage des nceuds sino-airecet auriculo-ventriculaire, ainsi que le
long des artéres coronaires. L’innervation des utedl myocardiques par les fibres
sympathiques est proche de I'épicarde tandis qumnefvation parasympathique est
principalement sous-endocardique.

L’action du systéme nerveux autonome s’exerce jra@eimédiaire de neurotransmetteurs
libérés au niveau des terminaisons nerveuses evanii moduler I'activité de parametres
électrophysiologiques en jouant notamment suriVd@étdes canaux ioniques de la membrane
des cellules cardiaques.

L'effet du tonus sympathique s’exerce par l'intediadre des catécholamines, adrénaline et
noradrénaline, libérées par les terminaisons neeggusnais aussi, par la glande
meédullosurrénale. En réponse a la stimulation adgénee via les récepteufs le rythme
sinusal s'accélere. Des étudewitro de cellules du nceud sinusal montrent une diminuds

la durée du PA et une accélération de la pente pelatésation diastolique spontanée. Le
potentiel de repos atteint alors plus rapidemeniveau du seuil auquel se forme un nouveau
PA. La conduction au niveau du nceud auriculo-vemire est accélérée. Au niveau des
cellules myocardiques auriculaires et ventricutgida stimulation3-adrénergique se traduit

par une stimulation du courant entrant de calciGette libération de catécholamines exerce
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un effet positif sur lintesité (effet inotrope) et la fréquence (¢t chronotrope) d
contraction, ainsi que sur litesse de relaxation (effet lusitrope). L’irvention du systerr
adrénergiguerépond a tout augmentation de l'activité métaboliqgudue par exemple
I'exercice physique.

Le tonus vagal pour sa parssure le retour a I'équilibre et, lorsqu’il pomine, maintient |
fonctionnement tissulaire erégime d’économie. La stimulaticdes ners parasympathique
produit I'effet inverse de ce produit par les nerfs sympathiques. Less parasympathique
agissent par libération d'atylcholine. Le seuil diPA est atteint pus lentement et |
fréequence cardiaque dimint A |'état de reos, l'influence parasympattue est dominante
la fréquence cardiaque chen sujet normal est largement inférieur a pulsations / minute

Ce systeme est qualifié de in vagal

4. L’électrocardiogramme

L’électrocardiogramme (EC) est I'enregistremeide I'activité électriquedu coeur de surfac
Chaque battement cardiaqueut se décomposer en trois ph (Figure 4:
1. L’'onde P qui traduit hctivation des oreillettes (dépolarisation gulaire)
2. Le complexe QRS taoin de I'activation des ventriculesépolarisation ventriculaire).
La repolarisation aurulaire a lieu au cours de cette ph

3. L’'onde T corresponcnt a la repolarisation ventricula

Figure 4. Représentation schématige d’'un enregistrement ECG lors d'un battement cardaque.

PA

Tracé ECG (schéma)

P QRs T
QT
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L’intervalle QT, défini comme le temps entre le diébe I'intervalle QRS et la fin de 'onde

T, traduit la durée de la dépolarisation et la repsétion ventriculaire.

Les troubles du rythme et de la conduction cardiagonodification de la fréquence,
battements surajoutés...) vont pouvoir étre visuslisér 'ECG. Par exemple, des
modifications de l'intervalle QT pourront reflétges troubles affectant la dépolarisation ou la

repolarisation ventriculaire.
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IV. Le cardiomyocyte, unité fonctionnelle
de la contraction cardiaque

Les cardiomyocytes sont les cellules contractilesahur. Ce sont des cellules musculaires
striées spécialisées, mononucléées. Elles ont omeef de cylindre allongé, de 15um de

diamétre environ et 100um de long (Fornes, 2008r Llcytoplasme, ou sarcoplasme, est
presque entierement occupé par les myofibrillesstiiniees de sarcomeres, qui permettent la
contraction des cardiomyocytes (Figure 5). Leur matnd( a leur aspect strié en microscopie.
Ces stries sont dues aux piles de myofibrilles, pmsaes de zones de filaments épais
(sombres) et fins (clairs) qui alternent et se elnetentLes cardiomyocytes sont reliés bout

a bout par des jonctions intercellulaires obseesl@n microscopie optique sous forme de

petites lignes transversales, les stries scalarger

Figure 5. Vue en microscopie photonigue de cellulesusculaires cardiaques de singe.

":3 Les cellules musculaires ont globalement une forme
(?’," striée

rectangulaire. Chaque cellule apparait
transversalement en coupe longitudinale. Le nogau e
visible chez plusieurs d'entre elles. Les astéesqu

correspondent aux stries scalariformes Source
Biodidac (http://biodidac.bio.uottawa.ca/).

3

Il existe trois types de jonctions cellulaires :

- les desmosomes, qui lient solidement les celluesdes ancrages impliquant les
filaments intermédiaires,
- les jonctions adhérentes, qui ancrent les fibrextoie des sarcoméres a chaque

extrémité de la cellule,
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- les jonctions commuicantes (gap junctior, qui assurent le ciplage électrique
chimique intercellulae. Elles permettet la transmission de I'extation d’une cellule
a l'autre et donc la sichronisation de I'activité cardiaq
A la différence des cardiomcytes, les cellules musculaires squeletts sont polynucléée
Elles résitent de la fusion e cellules précurseurs et peuvent atteincusieurs centimetre

(longueur d’'un muscle).

1. Le sarcomere, unté contractile du cardiomyocyte

» Organisation du sarmere
Les sarcomeressont lesunites contractiles des cardiomyocytes (Figujel® sont constitués
de deux sortes de filamentkes filaments finset les filaments épais. L filaments fins sor
ancrés sur une structuteansverse la ligne Z. On définit un sarcere comme étant

segmenentre deux lignes Zoisines.

Figure 6. Le sarcomére.

Sarcomeére
T ]

Bande claire (I} Bande sombre (A) Bande claire (I}
™
e
LigneZ LigneZ

=== Filament épais (myosine surtout)
— Filament fin {actine surtout)

Un sarcomeére est constitué d'une be A et de deux de-bandes I, reliés par la ligne Z. Leandes A (anisotropes) st
composeées de filaments épaisypsine surtout) qui chevauchent les filaments fins (a&surtoul. Les bandes | (isotropes)
sont dépourvues de myosine et sonhposées de filaments fins. La bande H correspdadégio ou les filaments épais |
myosine ne chevauchent pas les filints fins d’actine Au milieu de la bande H se trouvdatligne M, ou s'attachent les
myosines « tétes-béches ».

Les filaments finsont un diimétre d'environ 7 nm et sont constitué: plusieurs types ¢
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molécules, l'actine, la tropayosine et la troponii (Figure 7) Les filaments épais ont
diametre d'environ 15 nmt sont essentlement constitués d'une eece moléculaire,
myosine. Ce sont des moirs moléculaires capables de se mouvolong des filament
d’actine, permettant le raccrcissement des sarcomeéres lors de la coion.

L’organisation sarcomériqudu muscle squelettique et du coeur somsgque identiqus mais
les protéines impliguées, ‘me lorsqu’elles portent le méme nom,respondent le plL

souvent a des isoforméssukiresspécifiques.

Figure 7. Organisation des protéinesdans le sarcomeér:

LigneZ Ligne M LigneZ

/

Filament fin Filament épais

Complexetroponing
Tropomyosing
@ Actine
@ Myosine
m Titing
—— Nebuline

La myosine st composée d’une chailégére en forme de batonnet ible et de la queue de laaine lourde de la myos
qui porte les tétes de myosines filaments de myosine sont connectés entre eux awnileka 'gne M et stabilisés par
myomeésine et la protéine M a ce niveau

Six filaments d’actineentourent chagqz filament de myosit. Ces filaments d’actine (actine F)nt des polymeéres d’actil
globulaire (actine G). lls sont arrangzn double hélice et centrés sur un axe de tropsimg a lajuelle is sont attachés. Les
filaments d'actine sont reliés a la lie Z, ell-méme composée d’'un assemblage macromlaire ou se trouvent ent
autres les protéines alphbatinine, téléhonine, gamn-filamine, myotiline, obscurine, titine et nuline. La titin' est la plus
grande protéine connue, elle s’étenc un demrr-sarcomeére de la ligne Z a la ligne M, conférai sarcomere des proprié
élastiques.

Le complexe des troponines est ana intervalles réguliers sur la tropomyosine. Ce mlewe est formé d la troponine C
(TnC) qui lie le calcium sous forme €ade la troponine | (Tnl) inhibitrice qui, au repasasqu: les sites de fixation de
myosine sur l'actine, et de la troponiT (TnT) responsable de la liaison du complexe évéropemyosine

» Lacontraction sarcoérique
En diastole, la tropomyosit et la troponine | masquent les sites «ation des tétes ¢
myosine sur I'actine. Lors ( la contraction, 'augmentation du calciutytosolique induit I
liaison du C&' sur la tropome C, entraina une modification conformionnelle de cel-ci,
ce qui libere les sites de fixon de la myosine sur I'actine. Les tétes 1yosine hydrolyser
alors une molécule d’ATP e replient pour se rapprocher de leur sk fixation (Figure8,

étape 1) et néiberent le phsphate inorganique qu’une fois la liaisctablie (étape 2). L
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relargage de '’ADP permetix tétes de myosine de se replier complent ce qui provoqu
le raccourcissement des sameéres (étape 3). Le décrochage des té: myosine esinduit
par la fixation d'un nouvi ATP (étape 4). Ce cycle peut se nduire tant que |
concentration calcique restlevée et s'arréte par la libération di** de la troponine C qt

est repompé. Le sarcomeére rallonge, le muscle se relac

Figure 8. Mouvement de la myosine : long de I'actine lors de la contraction musculse

@ a

/Tl

2. Le couplage excittion-contraction (CEC)

L (

» Ladyade, lieu du CE
Le couplage excitationentrectior (CEC)représente 'ensemble des pbhménes par lesque
I'excitation électique de la ellule cardiaque entraine la contraction auscle(Bers, 2002).

Il est réalisé grace a une onisation subcellulaire particuli¢ : la dyade Figure9).

Figure 9. Représentation schématige d'une dyade.
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La dyade est formée de zde rapprochement étroites entre detnmcsures membranaire
particuliéres, les tubules T e réticulum sarcoplasmique jonction :

- Les tubules transwvses ou tubules T sondes invaginaons membranaire
transversales dealmembrane cellulaire des cardiomyoc, ou sarcolemme. Le
tubulesT permettenia conduction de la dépolarisation membiire vers le centre ¢
la cellule.

- Le réticulum sarcopsmique RS) estun organite intracellulai spécialisé dans le
stockage et la libéran du calcium nécessaire a la contracdes sarcomer. Le RS
joue un réle fondamatal dans la régulation de I’homéostasie que intracellulaire €
le CEC.Il est organi€ en deux compartiments, le RS longitudgui forme un résea
le long des sarcorres et le RS jonctionnel (RSj) correndant aux citines

terminales du RS, gtont face aux tubules T au niveau des dyi.

Figure 10. Image de dyade en microcopie électronigu (Hayashi et al., 2009b)

A. L'image correspond a w reconstruction en volume a jir d'imagesen 2D sur ds sections de 1,42 nm.
fleche situe Iimage de lalyade vue en B et C. Barre = 1 um. B et C. Vuele dyade en microscog
électronique. Les tubules Tint indiqués en vert et le RS jonctionnel en jaBarre= 200 nm

Les dyadegonstituent un liu privilégié d’échancs entre les milieux ina et extracellulaire

grace a de nombreuses praes membranair.

» Dynamique dwcouplage excitatio-contraction (CEC)

Le CEC est réalisé grace omplexe de Relachement Calcique (Clsitué au niveau des
dyades et centré sur deux aux calciques, le récepteur aux dihydropnes ou DHPR dar
la membrane plasmique, aiveau du tubule T, et le récepteur de larodine de type 2 ¢
RyR2, qui lui fait face dans. membrane du RS joncnnel (Figure 11).

A chague battement cardiue, pendant la phase de plateau desce du PA, ily a une
entrée de calcium dans lellule par le DHPR. Ceci entraine unugmentation local
modérée de CGa cytoplasmque, qui active les canaux calciques B situés en regar

L'ouverture des canaux R2 conduit & une libération massive dalcium du RS. L
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DHPR

DHPR

concentration du Ga cytoplasmique augmente alors d’un facteur 1assant de 100 nM
1uM environ. L'augmentatia de la concentration de calcium lilintracelulaire va permettr
l'activation des unités myorillaires et la contraction. Le processuactivation du cane
RyR2 par augmentation loe du calcium cytoplasmique est connu sie nom de libératio
de calcium induite par le caum (calciun-induced calciunrelease ou CR).

En diastole, les ions calcigs C#* libres dans le cytosol vont étre repoés vers le RS via
pompe C& ATPase (SERC2a). L'activité de SERCA2a est régulée le phospholambar
qui inhibe la pompe lorsqu'est déphsphorylé. Parallélement, I'échaeur Ni'/Ca* (NCX)
et la pompe C& mitochordriale participent également & I'éliminax du calcium libre

cytosolique gt donc a l'initiaion de la relaxation myocardiq

Figure 11. Couplage excitationeontraction des caidiomyocytes ventriculaires(Wehrens and larks, 2003.

(a) Normal heart in systole

. i a. En systole, la dépolarisation ¢ tubules T active le DHF
(jaune) qui déclenche la sortie de*Cdu RS & travers RyR2
! & T“*“" TroponinG (orange). (En plus dDHPR, une entre de Ca2+ peut se faire |

ARK

g -
L. &
- L3
 —

Wyofisments

un autre canal calcique, TTCC et NCX). La concentration
calcique intracellulaire augmente. Lzation de C?* entraine un
changement conformationnel de la tonine C (noir). Cel-ci va
alors ponter les mydéments d’actinet de myosine, mécanisr

ke 7 — de la contraction musculaire.

T L= p wa La voie adrénergique (vert) peut stiler le CEC par un jeu ¢
: 1] L “m o phosphorylation.
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(b) Normal heart in diastole
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| Myateaments | o8 - . 2
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’1| ' la cellule par I'échangeur membranaNe'/Ca* (NCX, rouge).
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Une différence fondamene entre le muscle cardiaque et le nle squelettiqueest

'existence d'un coulpge nécanique dire entre le DHPR et le YR dans le muscle
squelettiqgue qui esibsent @ niveau cardiaq. Le changement de cormation du DHPF
voltagedépendant lors duwPA entraie une modification du coupge RyF-DHPR et
l'activation du RyR. Ce mcarisme d’activation du RyR squelettigu:st dit induit par I«

voltage ou VICR (Voltage Iduced Cicium Release).
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L’ensemble des mouvements du®Cau cours d’un cycle de contraction-relaxation du
myocyte cardiaque est désigné sous le terme deattiamsalcique. Il se décompose en deux
phases : la premiére de quelques millisecondesuesé I'influx de C&" extracellulaire et au
CICR et correspond & une forte augmentation detfeentration de CGa intracellulaire; la
seconde phase beaucoup plus lente correspondifnilaution de la concentration de €a
intracellulaire jusqu’a son niveau diastolique st l&ée au repompage du Calans le RS et
les mitochondries ainsi qu’'a sa sortie de la celldle transitoire calcique résulte de la
sommation spatio-temporelle de milliers d’étincellealciques ou sparks, qui sont définis

comme la libération élémentaire de calcium a pditin CRC (Cheng and Lederer, 2008).
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V. Les protéines du complexe de
relachement calcique cardiaque (CRC)

Le CRC est centré sur les ux canaux calciques impliqué dans le Cl le DHPR et RyRZ
Au niveau du RS, RyR2 fore un complexe quaternaire avec trois auprotéines du F: la
calséquestrine, une proté lumnale, et la triadine et la junce, deux protéine

membranaires (Figure 12).

Figure 12 Représentation schématiade du CRC

calmeodulin

Junctin

Le CRC est constitué par le DHPR (t) dans la membrane du tubule T et RyR2 (marrany damembrane du RS, entot
de protéies accessoires ayant un réégulateur de I'activité des canaux ou structuraltriadineest indiquée en fuschia,
junctine en jaune, la calséquestrineviolet a gauche et vert a droite. D’autres protéinesviennen : FKBP12.6 (vert),
calmoduline (vert). Le GAest figuré mr des losanges ble

1. Le récepteur desdihydropyridines ou DHPR cardiaque

Le récepteur des dihydropdines (DHPR) est aussi désigné par lermes LTCC (can:
calcique voltagetépendant e type L (long lasting)) et Cavl.La sélecivité du canal pou
les ions C& est trés forteCe canal est constitué de 5 s-unités,as, oy, B, & ety (Figure3).
La sous-unité1 cardiaguedl.) forme le pore de la protéine, tandis qus autres so-unités
ont une action régulatrice.
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2. Le récepteur de la ryanodine de type 2 ou RyR2

Ce récepteur fait partie de la famille des récaptde la ryanodine (RyR) qui sont des canaux
calciques situés dans la membrane du RE/RS. Lenrpnovient de la capacité des récepteurs
a lier la ryanodine, un alcaloide végétal extraiRgana speciosa (Kushnir and Marks, 2010).
RyR2 fait partie d’'une famille de 3 isoformes RyR Xt 3. Chaque isoforme est codée par un
gene spécifiqgue RYR1 situé en 19913.1RYR2 en 1942 eRYR3 en 15q14-g15, les génes
présentant des similitudes importantes. RyR1 eptim¢é principalement dans le muscle
squelettique, mais peut étre retrouvé a bas nidaas le muscle cardiague (Neylon et al.,
1995). RyR2 est la forme prédominante du muscldi@ague. RyR2 est également exprimé a
un niveau éleveé dans les cellules de Purkinje dvetet et le cortex cérébral (Furuichi et al.,
1994; Lai et al., 1992; Nakanishi et al., 1992; ghet al., 1993). RyR3 est exprimé a faible
niveau dans des tissus variés dont le muscle dtjgakeou le cerveau (Ogawa, 1994).

> Le geneRYR2
Le geneRYR2 est un tres grand géne s’étendant sur 790 000 @ingprenant 105 exons. Un
exon alternatif de 24 bp est présent entre lesg0ret 81. LARNmM d&YR2 (105 exons) a
une taille de 16365 pb. Le cDNA d®/R2 a été cloné a partir du cceur de lapin des 1990
(Nakai et al., 1990; Otsu et al., 1990).

» Structure protéique de RyR2

La séquence protéique de RyR2 est composée deatddds aminés (AA) et présente une
identité de 60 a 70% avec les isoformes RyR1 etRyrtains motifs sont répétés dans la
séquence et présents dans d'autres protéines mats fonctions ne sont pas forcément
connues (Figure 13) : 1) les domaines SPRY qui setnbuvés dans les protéines de la
superfamille des immunoglobulines, 2) les domaiMd® dont le nom provient des 3

protéines ou ils sont connus (la protéine Mannoamy#férase, I'lP3R (récepteur de I'lP3) et le
RyR), 3) les séquences de type leucine-zippers imperviennent dans les interactions

protéine-protéine. Les divergences de séquences k# trois isoformes sont concentrées
dans trois régions de diversité : D1 (AA 4209-45@6 la séquence de RyR2), D2 (AA 1353-
1397), D3 (AA 1852-1890). Ces régions constitueramoit des régions non conservées a
travers I'évolution sans importance fonctionneketiguliere, soit des régions responsables de

fonctions spécifiques d’isoforme. La région D2 dgRR contient ainsi la séquence
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responsable du couplage rsique entre RyR1 et le DHPR et est axte dans l'isoform
RyR2 (Perez et al., 2003).

Figure 13.Représentation schématice de la séguence linéaire de RyR2 avec les caines répétés et les région
divergentes(Hamilton and Seryshev2009.

MIR12345 LZ1SPRY 1 SPRY 2 SPRY 3 LZ2 Lz3

| |
1 1000 2000 3000 4000 4967

Région
transmembranaire

Les chiffres en bleu correspondent inumérotation eacides aminés (AAjJle RyR2. Régions vergentes IR1 (AA 4209-
4560), DR2 (1353-1397), DR3 (183890 ; Motifs Leucine-zipper LZ1 (565-594), LZ2 (16A432), LZ3 (3004-3035),
MIR 1 (110-165), 2 (172-217), 3 (22ZB0), 4 (28-343), 5 (351-408) ; SPRY 1 (599-809), 2 (14222), 3 (1337-1562).

La grande téle de la protine (>500kDa) a fait de son étude strrale un défi. eule
'extrémité Nierminale de | protéine a pu étre cristallispour I'instant((1L0%, (Lobo and
Van Petegem, 2009; Tunct al., 2010). Cemgendant, plusieurs éléms de structure so
connus a partir de donnéde cryomicroscopie. Les connaissances sent principalemer
sur RyR1 qui a été l'isoforn la plus étudiée c elle estprésente en qudité importante dan
le muscle squelettique et e@stativement facile a purifie

Les RyR sont des canaux tiques homotétramériques de haut poids 3culaire ancrés dal
la membrane du RS et dol'allure est comparée a celle d'un chamon (Figurel4). La
majeure partie de la protéirforme un vcumineux assemblage cytoplaique, corresponda
au chapeau du champignojui est relié a la partie transmembranairerespondant au pie

du champignon.

Figure 14. Représentation schématiae du canal RyR2 inséré dans la membrane du F
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Le schéma regsente la structure témérique du canal RyR2 en forme de champignon, s@nt la partie cytoplasmiqt
volumineuse. Les domaines transmeanaires putatifs sont figurés dans le monomémevant a auche de la figur
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La région cytoplasmique esonsttuée de 90% de la protéine et contieis sites responsabl
de la régulation du canal. Lyartie cytoplasmique de la protéine abrit des cavités pouval
permettre la liaison de factes régulateurs. A chaque extrémité cytoplique de la molécul
sontdéfinies des régions ds régions clamp» qui forment une sortee pince, intervenal
dans linteraction entre lemonomeéresRyRs et avec des facteurs régeurs. Ce sont dal
ces régions situées dalss partie Mterminale de la protéine que geuvent les domaines
MIR. La premiére séquen de type leucine zipper serait égalemeans cette région
permettrait I'interaction du ¥R avec les kinases et les phosphatases atrices du canz

La partie transmembranairde la protéine représente eion 10% dea protéine (AA (-
terminaux) et participe a larmation du pore permettant le passage ons C#* & travers la
membrane du réticulum. Leombre de segments transmembranaires. toujours pas défir
avec certitude en raison dweau de résution insuffisant lors des étuc tridimensionnelle:
Il est cependant établi que nombre est pair, les extrémités N -termnales de la protéin
étant cytoplasmiqued-igure 15, (Du et al., 2002; Grunwald andelsner, 1995; Hamilto
and Serysheva, 2009; Liu €l., 2001; Marty et al., 199).

Figure 15. Topologie trarsmembranaire de RyR2 selon lemodéle de Du et al., 2002
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Les nombres correspondent aacidesaminés délimitant les séquences transmeraires potentilles. Le numéro qui suit
M indique le segment transmembrar selon le modeéle a 10 domaines transmembranaitaég antérieuremer(Zorzato et
al., 1990) M9 est entre parenthésear il apparaimaintenant que cette séquence n’est pasegment transmembrans
mais correspond a la région participau pore canalai.
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On pense actuellement qua région transmembranaire serait comptde 6 a 8 segmer
transmembranaires. Les éents de | structure secondaire de la rén du pore seraiel
constitués de trois hélicesine premiere hélice traversant la membi (hélice 1, potentie
segment transmembranairc ou TM8), une hélice courte (hélice 2,i fait probablemen
partie du pore) formantentrée du canal c6té luminal, et I'hélice 3, ponnée parallélemel
au plan de la membrane sa face cytoplasmique de la région transibranairc (Hamilton
and Serysheva, 2009)La région formant le pore, comprisentre les segmen
transmembranaires TM8 eM10, est constituée d’'une séquence conservée hydrophot
présente aniveau des RyRet des récepteurs a I'lP3, de type GXRXGXGD (AA 4820-
4829 RyR2 humaifZhao etal., 1999. En plus de cette séquence, |'‘ac glutamique 4830 ¢
la glutamine 481 intervienraient également dans le passage du cn a travers le por
(Welch et al., 2004)Les tavaux de Bhat puis Meur ont cherchédentifier la ou les
séquence(s) permettant la intion de protéine au niveau du réticulumurs études montre
gue les segments TM&t TV10 sont nécesaires a la localisation du cal dans le RE(Bhat
and Ma, 2002; Meur et al.,)07. Il a été proposé que I'extrémitét€m nale cytoplasmiqt
de RyR2, particulieremerles 15 derniers acides amir jouerait un rdle dans la
tétrameérisation de la protéig8tewart et al., 200.

Des études de cryomicrosde électronique ont été réalisées pour étLles changements
conformations du canal lorde son ouverture et de sa ferme (Figure 16, (Samso et al.,
2009; Serysheva et al., 15 Sharma et al., 200). Bien que la résolion structurale so
relativement faible (25-30 JA les données obtenues semblent monjue la transition d
I'état fermé a I'état ouvert 1 canal modifierait da fois la région cytojasmique (ouvertur
des clamps) et la régiomansmembranaire dégagement de la jartie centrale). L
mécanisme d’ouverture duinal s’approcherait du mécanisme d’ouvre d’'un diaphragm

de caméra photographique.

Figure 16. RyRl1 de lapin fermé en cromicroscopie électronique (Ludtke et al., 2005).

Cate cytoplasmique

Cété luminal

Vue de dessus, versant cytoplasmique Vue de profil
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» Partenaires protéiqu,régulations
L'intégrité des interaction: entre Ryl2 et les protéinegégulatrice est essentielle a
I’'homéostasie calcique du diomyocyte(Figure 17)et joue un réle détminant au cours dt
pathologies cardiaques.es principales protéines cytoplasmiques veétre présentées i
tandis que la triadine, la jutine e la calséquestrine situées dans le Front détaillées dal
des paragraphes indépents. En plus des facteurs protéiques, livité du canal es
également sensible a defacteurs nonprotéiques, principalemenaux variations de

concentrations en ions Eaytoplasmique et lumina

Figure 17. Domaines fonctionnels suRyR2 (Wehrens and Marks, 2003).
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Les motifs Leucine/lsoleucingpper (LZ1, 2 et 3 en vert) interviendraient dans lasiai de phosphatases PP1 et PP2A
I'intermédiaire de la spinophilline etz PR130 (vert). Lprotéine kinase A (PKA) da phosphdiestérase 4D:PDE4D3)
interagissent via mAKAPnjuscle A khase anchoring prote, vert).Les deux sites de liaison da calmodiline sont figurés
en orange. Sont également figurés te d'interaction de FKBP12.6 (bleu) et I«€rines cibles (nuge) de la PK4(2808) et
CamKII (C&*/calmoduline kinase 12814) ainsi qu’un site possible de sensibilité ag+O@iolet).
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a. La calstabine 2 ou FKBP12.6
La protéine FKBP12.6 appartient a la famille deBPKFK506 Binding Protein) et est codée
par le génd=KBP1B situé sur le chromosome 2 chez 'homme. La protésteégalement
désignée sous le nom de calstabine 2 en raisonrdadivité stabilisatrice de RyR2. Deux
isoformes sont issues de I'épissage alternatif @he FKBP1B différant par leurs parties C-
terminales. C’est une enzyme a activité peptidgppl-cis-trans-isomérase de 12,6 kDa qui
se fixe sur chague monomere de RyR2 avec unedtimtété et une stcechiométrie de 1:1. La
fonction enzymatique peptidyl-propgis-trans-isomeérase n’est pas nécessaire a la fixation de
la protéine sur RyR2. Marx at. ont montré que la phosphorylation de RyR2 paordaéine
kinase A dissocie FKBP12.6 et en conséquence augneeprobabilité d’ouverture (Po) du
canal tandis que linteraction FKBP12.6-RyR2 siabill'état fermé du canal (Marx et al.,
2000). Cependant, des resultats discordants oatbéeé@us par d’autres équipes (Timerman et
al., 1996; Xiao et al., 2005). Il a été montré tpukaison de la protéine FKBP12.6 sur RyR2
était sensible a la nitrosylation et a I'état d'dation de RyR2, ce qui pourrait expliquer
éventuellement les discordances entre certainesstud
Le site de liaison de FKBP12.6 sur RyR2 est comire®. En 2000, des expériences de
mutageénese dirigée ont identifié les résidus lle72d2Pro 2428 comme importants pour la
liaison de la protéine FKBP12.6 (Marx et al., 200®ar la suite, d’autres études utilisant des
délétions ciblées ont impliqué une région couvtastacides aminés 1815 a 1855 (Kushnir et
al., 2010). Les futures études cristallographige®yR2 permettront certainement de mieux
définir les acides aminés impliqués dans cetteanoten.
Les souris KOFKBP1B présentent une probabilité d’ouverture de RyR2vamgée, qui est
associée a des arythmies ventriculaires déclenéhBefort et responsables de morts subites
chez I'animal (Wehrens et al., 2003).

b. La calmoduline
La calmoduline est une protéine ubiquitaire de D@ kjui posséde 4 domaines « EF hands »
de liaison du CE. Elle peut se fixer avec une stoechiométrie deslirlchaque monomeére de
RyR2, la fixation entrainant une inhibition du clanaes acides aminés impliqués dans cette
interaction ont été identifiés au niveau des acaemés 3583-3603 (Yamaguchi et al., 2003).

c. Les kinases et phosphatases régulatrices du canal
L’activité de RyR2 est dépendante de I'état de phosylation du canal et de ses partenaires
par différentes kinases et phosphatases.
Deux protéines kinases sont capables de phosphdtyR2 : la protéine kinase A (PKA) et

la protéine kinase Il dépendante de I&*@almoduline (CamKIl). La PKA est liée au canal
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par la protéine mAKAP (muscle A kinase anchoringt@in). Cette protéine se lie au niveau
de domaines leucine / isoleucine-zippers de RyRZ3 (LAA 3004-3035). La phosphorylation
du canal par la PKA sur la sérine 2808 (RyR2 huinaonduit a I'activation du canal,
notamment lors du stress. La stimulation du systameveux sympathique entraine
I'activation des récepteufsadrénergiques couplés a des protéines G spéafique activent
'adénylate cyclase. Celle-ci génére de 'AMP cguk (AMPCc) qui active la PKA, qui a son
tour, phosphoryle RyR2. Cette phosphorylation énéral’activation de RyR2 par la
dissociation transitoire de FKBP12.6 mais égalerpantune autre voie, indépendamment de
la présence de FKBP12.6 (Wehrens et al., 2003; ¥shet al., 2004). Cette activation se
mesure par une augmentation de la probabilité diburePo du canal. Au niveau cellulaire,
la phosphorylation de RyR2 pourrait augmenter lechyonisation de I'ouverture des canaux
RyR2. Cette cascade de réaction traduit un effaptadif bénéfique, en réponse au stress,
permettant une meilleure performance du CEC. Cepgndune hyperphosphorylation
chronique du canal par la PKA a un effet délétigra lun état de sous-conductance permanent
qui est retrouvé dans l'insuffisance cardiaque.

Le canal peut également étre phosphorylé sur laes@B814 par la CaMKII (Wehrens et al.,
2004) mais son effet activateur semble moins ingmbrique celui de la PKA. Cette
phosphorylation est indépendante de l'interactiggRRFKBP12.6 et augmente moins la
probabilité d’ouverture Po du canal. Elle semblesjoun role important dans la régulation du
CEC lors de la modification du rythme cardiaqueserait impliquée dans le contrble de la
relation force-fréquence (Kushnir et al., 2010). CaMKIl pourrait étre sensible a la
stimulation adrénergique. Certains auteurs lui iraputégalement un rdle possible dans
I'insuffisance cardiaque (Kushnir and Marks, 2010).

Deux phosphatases permettent de déphosphorylan& cla protéine phosphatase 1 (PP1) et
la protéine phosphatase 2A (PP2A) qui vont sediercanal par leurs protéines d’ancrage
respectives, la spinophiline et la protéine PR120protéine PP1 déphosphoryle les sérines
2809 et 2814 tandis que la PP2a déphosphoryleitees#814 (Huke and Bers, 2008).

La phoshodiestérase de type 4D3, PDE4D3 interggieénent avec RyR2 par l'intermédiaire
de la protéine d’ancrage mAKAP et permet de rédoicalement la concentration en AMPc
et donc de diminuer l'activité de la PKA. Cetteeirsiction est trés étudiée car elle ouvre des
perspectives dans les cibles thérapeutiques dasiésodu rythme (Kapiloff et al., 2001).

Les partenaires protéiques de RyR2 sont trées nambi@ette liste n'est pas exhaustive,
d’autres protéines interagissant avec RyR2 : laépretHomer, qui a un réle structural, la

protéine S100A possédant un motif EF-hand, ou fairs®, dont la liaison aurait un effet
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inhibiteur sur RyR2. Enfin, des voies indirectesiy@nt impliquer de nombreuses protéines
comme la calcineurine ou protéine phosphatase PpaBexemple. Des facteurs non
protéiques peuvent influencer I'activité du camal¢ium, magnésium, ATP, potentiel redox).
d. le calcium
Le facteur le plus important qui régule l'ouvertuee la fermeture de RyR2 au niveau
cardiaque est lion C& (Chen and MacLennan, 1994). Le canal posséde déites
cytosoliques de fixation pour le calcium. L'un, deaute affinité, est responsable de
I'activation et de I'ouverture du canal lors du ®RCL’autre, de faible affinité, est impliqué
dans I'inactivation du canal a la fin du CICR (Bexvanny et al., 1991; Smith et al., 1986;
Zimanyi and Pessah, 1991). Lorsque la concentraioiC4" cytosolique est faible (100 &
200 nM), le canal est en position fermée (Copetlale 1997). Lorsque la concentration
cytosolique en G4 augmente, les ions &ase fixent sur les sites de haute affinité du canal
entrainent son ouverture (augmentation de Po).tivite du canal est maximale quand la
concentration cytosolique atteint 10 uM. Au-delélélvation de la concentration cytosolique
va se traduire par une diminution de Po.
Le canal est également sensible au calcium lundindRS. Dans un modeia vitro étudiant
le canal dans une bicouche lipidique, il a été mogtie Po augmente avec la concentration
en C&" intraluminal. La constante de dissociation du?‘Cantraluminal déterminant
I'activation du RyR avoisine 1 mM, qui est la valelu C&" intraluminal en diastole. En
physiologie, le réle régulateur du Cantraluminal pourrait étre double. Il interviendrdans
l'inactivation du canal pour terminer le CICR lordhatteint une valeur seuil basse. Il
maintiendrait le canal inactivé en diastole le tergpe le stock calcique du RS se reconstitue
(jusgu’a une valeur seuil haute, période réfragjaice mécanisme par lequel le canal est
sensible au G4 luminal du RS reste incertain. La régulation paitrse faire grace a un site
de fixation du calcium sur sa face luminale et/aulpntermédiaire de son interaction avec la
calséquestrine. Enfin, cette régulation pourrasul®r du passage du calcium a travers le
canal, qui agirait sur les sites cytosoliques Hation du calcium du canal.

» Etudes fonctionnelle vitro, invalidation
RyR2 est le canal calcique clé du RS impliqué diengouplage excitation-contraction.
L’existence d’'un canal calcique dans la membran8unécessaire au déclenchement de la
contraction musculaire, a été montrée dés 1992eghdla mesure d’'un courant calcique a
partir d’'une préparation de membrane du RS (Coromadad., 1992). L'étude en bicouche

lipidique du RyR purifié a permis d’établir qu'ilagjissait du canal calcique responsable du
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relachement de Gainduit par la dépolarisation de la membrane plasei(Lai et al., 1988).

Le RyR est un canal perméable a différents ionsavalents et divalents avec une forte
sélectivité pour les cations par rapport aux ani@msonado et al., 1994; Fill and Copello,
2002). Il présente une conductance élevée pouaierfiais une faible sélectivité pour lea
par rapport aux cations monovalents. En conditiphgsiologiques, RyR2 laisse passer
majoritairement des ions Ca2+ en raison de la auration en C& du RS de l'ordre du
millimolaire.

En 1998, Takeshima et. ont créé une lignée de souris KYR2 (Takeshima et al., 1998).
Ces souris ne sont pas viables et décédeniero a J10 de vie embryonnaire. Des battements
cardiaques sont détectables mais les embryons npe@ésedes malformations cardiaques
séveres probablement responsables du déceés. Ersistle battements cardiaques dans les
souris KO RYR2 fait supposer lintervention d’autres canaux cpleis du RS. Les
mécanismes compensateurs les plus évidents a é@veqone une expression de RyR1 ou
RyR3, ou lintervention du récepteur de klide type Il (IRR-1I). L'IP3R-1l est un canal
calcique de la membrane du RS de structure proghy®. Il est impliqué dans les voies de
signalisation de I'lB, qui jouent un role dans la régulation de I'expras des genes.

En conclusion, ces données soulignent le caraesgentiel de RyR2 dans le développement
cardiaque et la mise en place d’'un couplage eiaitatontraction pérenne (Takeshima et al.,
1998).

3. La calséquestrine de type 2 ou Casqg2

La calséquestrine est la principale protéine chiétatdu calcium dans la lumiére du RS
(Beard et al., 2004; Gyorke and Terentyev, 2008IlKmann, 2009). Elle peut lier le calcium
avec une haute capacité et une relativement faifilgté, ce qui permet a la fois le stockage
et la libération rapide du &anécessaire & la contraction musculaire. En plusad®nction
de liaison du calcium, la calséquestrine possede popriété de polymérisation et une
fonction de « modulation » de I'activité du RyR quit été tres étudiées.

> Les gene€ASQ1 et CASQ2
Il existe deux isoformes de la calséquestrine téstuide I'expression de deux genes distincts
CAQ1 et CASQ2, chacun composé de 11 exons et situé sur le cliamm 1, respectivement
en 1921 et 1p11-p13.3. ARNmM d8AQ1 est long de 1993 pb (NM_001231.4) et celui de
CASQ2 de 2716 pb (NM_001232.3). Les deux isoformes mprtés¢ une homologie de
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séquences protéiques élewde 80%. L'isoforme Casqgl (: AA), dite « squelettique », est
exprimée dans le musclejuelettiqgue au niveau des fibres lentesrapides tandis gL
lisoforme Casq2 (399 AA) lite < cardiague», est la seule présente dde muscle cardiaqt
mais est aussretrouvée @ans les fibres entes musculaires squetigues de maniel
minoritaire (25% Casq2 / P Casql). Casqg2 est exprimée dans ler des la vie foetale
Dans le muscle squelettiquau niveau des fibres rapides, Casqg2 est)minante pendant
vie fcetale et en période néitde. Ensuite, Casgl est exprimée et reme Casq2. Au nivee
des fibres lentes, il y a éganent un switch d’isoforme mais Casq2 rcexprimeée, bien gt
minoritaire.

Les deux genes codent pown précurseur de la calséquestrine posséin peptide sigrl N-
terminal (AA 1-34pour Casql et AA -19 pour Casg2). Le précurir perd ensuite sc

peptide signal pour former Iprotéine mature d’environ 40 KI

» Structure, liaison dualcium et polymérisation de Cat
La structure primaire de larotéine montre gil s’agit d’'une protéine "€s riche en résidt
acides dont les charges élonégatives vont intervenir dans la liaisoes ions C** (Figure
18).

Figure 18.Représentation schématice de laprotéine Casg2 humaine.
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Les numéros correspondent aux acaminés limitant chaque domaine. Les signes seulignent la richesse en résic
chargés négativement de la parti¢e@ninale de Casq

La structure cristallographie de la calséquestrine cardiaque a été déée en 2004 chez
chien puis en 2007hez I'homme(Kim et al., 2007; Park et al., 2004; \ng et al., 199.. Les
etudes ont permis d’identifiitrois domaines identiques de type thiorene-like pour chaque
monomere, désignés comndomaine |, Il et I. Au niveau de Casg2 maine, le domaine
est réparti des acides ams 22 a 142, le domaine Il des acides aés 143 a 246 et
domaine 3 des acides ami; 247 a 370 suivi d’'une queu-terminale le 29 acides amint
riche en charges négativeFigures 18 et 19, (Kim et al., 2007)Chaqgie domaine est

constitué de 5 feuilletp et de 4 lélicesa alterrés formant un centre drophile entouré d
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résidus acides en périphérie, générant des surédeesonégatives. L’ensemble fait que le
centre de la protéine est plutdt hydrophile qu’leydhobe. Les cations (€% vont alors

permettre de stabiliser le centre acide de la mit#éc

Figure 19. Représentation schématique de la struatel de la calséquestrine cardiaque humaine (2VAF).

La structure cristallographique est déterminée algdes aminés 22 a 399. Les trois domaines thigheeldike sont
distingués par des teintes différentes (Kim et24lQ7).

A la différence de protéines comme la calmodulinelatroponine C, la calséquestrine ne
posséde pas de site de liaison d&"@aécis comme un motif « EF-hand ». Chaque monomére
de calséquestrine contient environ 50 sites desdimipour I'ion C&, sites qui sont
simplement formés par le regroupement d’au moin désidus chargés négativement avec
une interaction électrostatique entre Iion dival@w* et les charges négatives des acides
aminés de la protéine. La capacité de liaison dealséquestrine est de I'ordre de 40 a 50
moles de C& par mole de calséquestrine avec une faible a#fiiiit 1 1mM). Cette propriété
permet de stocker le calcium dans le RS jusqu’aconeentration totale de 20 mM alors que
la concentration en calcium libre avoisinerait 1 nB&ci permet de prévenir la précipitation
du calcium dans le RS et de réguler la SERCA et RyR la concentration calcique

luminale.
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Les expériences realisées park et ala I'aide de protéines tronquéest permis de montre
gue la polymérisation de laalséquestrine dépendrait de la concentracalcique (Figure20,
(Park et al., 2003) Brievenent, la calséquestrine est sous forme nmérique lorsque |
concentration en Ghest faitle et elle polymérise lorsque la concration en C?* augmente
(>1mM). Ainsi, en l'absenz de calcium, la calséquestrine est nopliée du fait de |
répulsion intramoléculaire 3¢ aux charges négatives. Lorsque laicentration calciqu
augmente, les domaines tledoxinelike de la protéines’assemblent.. une concentratio
supérieure de calcium, desteractions front-to-front» se mettent enlace impliquant le
extrémités Nterminales dea protéine et entrainant la formation deneres. Ensuite, de
interactions « back-to-backqui inpliquent les régions riches en rés; négatifs comme
queue Cterminale intervienent et permettent la formation de tétraes et de polymert
linéaires résultant d’'un assblage de dimeres front-to-front » et <ac<-to-back » (Park et
al., 2003) En microscopie lectronique, les polymeres de calséque2 sont visalisables

sous forme de structures des aux électrons au niveau du RS jonctic

Figure 20. Modele de polymérisationde la calséquestrine en foncon de la concentration calgue.

monomere dimere tetramere multimere
interaction front-front interaction back-back

Cancentration croissante de Ca**

» Localisation, modificitions pos«traductionnelles, partenaires priques
La calséquestrine est situdans la lumiére du réticulum sarcoplajue jonctionnel de
cellules musculaires striée<i elle interagit avec la triadine et la junctiau sein du CRC. L
mécanisme de rétention da calséquestrine dans la lumiere dS reste incompletemel
compris. Il a été évoqué qua polymérisation de la calséquestrine eton interaction ave
les autres protéines du CRioient impliquées dans sa rétention. Ainsisertion d’étiquette:

dans la séquence de la caliestrine ola modification du milieu intralminal provoquent I
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perte de la rétention de la protéine. Par ailleliadsence de triadine chez la souris est
associée a une perte de la concentration de laéquadstrine au niveau jonctionnel et a une
délocalisation dans I'ensemble du RS (Houle eR8I06; Shen et al., 2007).

Casg2 possede un site de N-glycosylation en posi3®5 de la séquence humaine. La
guestion s’est posée de savoir si cette glycosylgibuvait avoir un réle dans 'adressage de
la protéine. Les différentes études réalisées &dmncontre de cette hypothese puisque, ni la
délétion du site de glycosylation sur Casqgl, niypérglycosylation de Casg2 n’altére
'adressage de la protéine (Kirchhefer et al., 20Nd)j et al., 2001).

La phosphorylationin vitro de la calséquestrine par la caséine kinase Ili ajog
I'identification de séquences consensus (Ser/T-Xsp/Glu) de phosphorylation par cette
enzyme dans la calséquestrine sont connues. Deasx d&@ phosphorylation de la protéine
Casg2 humaine ont été identifiés au niveau degesB85 et 393 situées dans la partie C-
terminale de la protéine. Les études des caratitgres physico-chimiques d’'une protéine
Casg2 mutée S385D et S393D suggerent que la phoytqtien de la protéine sur ces deux
sites rendrait la partie C-terminale « plus stabkt augmenterait la capacité de liaison du
calcium de la protéine (Sanchez et al., 2011).

La calséquestrine interagit avec la triadine guiectine, et donc indirectement via ces deux
protéines, elle interagit avec RyR2. Une interactirecte de la calséquestrine avec RyR2 a
également été envisagée. L'interaction de la caksstgne avec les autres protéines du CRC
impliquerait la partie N-terminale ou C-terminale ¢k protéine chargée. La région
d’interaction de la calséquestrine avec la triadinété définie plus précisément au niveau
d’'une séquence riche en résidus aspartate au nilesaacides aminés 354 a 367 (Shin et al.,
2000).

» Etudes fonctionnelleis vitro, surexpression, invalidation génique

Du fait de son interaction avec les protéines diCC&utre son role de chélateur calcique, la
calséquestrine aurait un effet régulateur subkéréition de calcium du RS via le CRC.

Sur un modéle de bicouche lipidique ou a été imm@rpe RyR2 purifié, I'addition de Casg2
sur le versant luminal du canal ne modifie pas rfababilité d’ouverture du canal ni sa
réponse au calcium luminal. L'addition de triadetede junctine entraine une augmentation
de l'activité du canal mais le canal reste insdas#éiu calcium intraluminal. L’addition de
Casq2 avec de la triadine et de la junctine entnaifreediminution importante de I'activité de
RyR, suggérant que Casq2 puisse servir de captgumigiberait le canal & des basses

concentrations calciques (Gyorke and Terentyev8RdGe modeéle suivant a été propose : 1)
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lorsque les concentrations de calcium sont batses)séquestrine, qui se trouve sous forme
monomeérique, interagit avec la triadine et la jurett/- RyR2 et exerce un effet inhibiteur
sur le relachement de calcium. Ceci pourrait exgliqunactivation de RyR2 suite au CICR,
en accord avec la sensibilité du canal au Ca2+1laim2) lorsque la concentration de calcium
est plus élevée, la calséquestrine s’assemblefpouer des dimeres, des tétraméres puis des
polymeres linéaires de grande taille et enfin, ptes concentrations de calcium encore plus
élevées, la calséquestrine n'interagirait plus aex partenaires au sein du CRC, levant son
effet inhibiteur, au moment du CICR par exemplgiré 20, (Gyorke and Terentyev, 2008)).
Des modeles murins de surexpression de Casq2 @mbé&tnus par deux groupes différents.
La surexpression entraine une hypertrophie cardiaguéere associée a une diminution de la
contractilité myocardique, de I'amplitude du trdose calcique et de I'amplitude et de la
fréequence des étincelles calciques (Jones et 88)19

Un modele de souris KOASQ2 a été créé (Knollmann et al., 2006). En conditioasales, la
fonction contractile cardiaque des souris KO estrade avec une libération du calcium et un
contenu calcique dans la lumiére du RS normauxe@adsmt, lors d’une exposition des souris
aux catécholamines, la fuite diastolique est augégeantrainant des libérations spontanées
de calcium anormales. Des épisodes de tachycankesriculaires polymorphes non
soutenues et des contractions ventriculaires piééeg ont été observées chez quelques
souris. Au total, ces données ont mis en évidemcerdle de Casg2 dans la libération de
calcium lors de stimulation adrénergique. L'absetieeCasq2 n’était pas compensée par une
expression de Casql, ni par une augmentation cirigticuline, une autre protéine chélatrice
du calcium dans le RS. Un autre modele de soufisieldite a été créé par délétion de I'exon
9 du géneCASQ2. L'ARNmM (ARN messager) de Casg2 est indétectablairsi que la
protéine. De maniere intéressante, le taux dettalli@e est augmenté mais les analyses ont
ete realisées sur des souris plus agées présemanhypertrophie cardiaque. Le contenu
calcigue du RS et le transitoire calcique sont amgfés au repos. La souris présentait par
ailleurs des arythmies ventriculaires déclenchéms Id’'une stimulation adrénergique,
globalement comparables aux souris €A8Q2 (Alcalai et al., 2011; Song et al., 2007).
Casg2 ne semble pas indispensable a la vie commerigent les données animales. Son role
lors de I'adaptation au stress adrénergique apgparaiamental, son absence entrainant alors

la survenue de troubles du rythme cardiaque.
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4. La triadine cardiaque CT1

CT1 est codée par le gemBDN. Cette protéine transmembranaireRIt participe au CRC
dans les cellules musculairstriées cardiaque et squelettiq@yorke axd Terentyev, 200t
Knollmann, 2009; Marty et ., 2009; Peng et al., 1994; Perez, 2.

> Le geneTRDN

Le geneTRDN constitué di 41 exonst long de 42M00 pb, se sitL en 6g2-q23 chez
’lhomme (Thevenon et al.,2003. Quatre isoformes principales ont: décrites issues (
I'épissage alternatif du geneTrisk95, Trisk 51, Trisk 49 et Trisk 3(Marty et al., 1995
Thevenon et al., 2003)lrisk estun acronyme pour Tadin Sleletal € le nombre qui e
adjacent correspond au poimoléculaire¢héorique de chagusoforme. Ces quatre isoforme
ont été clonéesnitialemen a partir de muscle squelettique de au laboratoire. Le
isoformes principales expriees dar le muscle squelettique sont Trisk et Trisk 51. Dans |
muscle cardiaque, la triad: de 32 kDa, Tris 32, aussi désignée p CT1 pourCardiac
Triadin isoforme lest la sele isoforme exprimée en quantité signifive (Kobayashi and
Jones, 1999).

Figure 21. Organisation du gén& RDN et du transcrit CT1 (d’aprés Thévenon &i., 2003).

—IFEHER—E——E—E 0 I N

Le géne de la triade comporte 41 «ons, le transcrit CT1 est issu des exons 1 a8 (8 his). Les exons 1 a 8 sont
communs a I'ensemble des isoforntandis que I'exon {is est spécifique a CT1. La flechioire indique le codon
terminaison du transcrit CT1. Les ex 9 a 41 codent pour les autres isoformes de lditga

Le transcrit de CT1 est coiosé des exons 1 i, communs aux différates isoformes de
triadine, et @ I'exon 8 bis, spécifique de cette isoforme (Figi21). L’étude du réle de |
protéine du sptieosome SR38 a permis de proposer que cette protermette I'inclusiol
de I'exon 8 bis au niveau I'ARN de CT1 lors de I'épissageu pré ARNm de TRDN au
niveau cardiaquéFeng et al 2009. Feng et ses colleguest en effet nontré que 1) SRps
se liein vitro spécifiguemensur I'exon 8 bis du p-ARNm de CT1 et fvorise son inclusion
dans 'ARNm et 2) I'invalication du géne SRp38 dans un modéle r est associée a une

diminution de TARNm de C1 d’'un faceur 4 a 5 au niveau cardiagiieng et al., 200

» Laprotéine CT1
L’isoforme cardiaque de la adine CT: ou Trisk 32 est composée de 28X chez le rat, et a

un poids moléculaire de 3.Da (Marty et al., 2009; Peng et al., 199/assilopoulos et al
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2005).

L’identité stricte entre Trisl32 et CT1 a été démontrée grace au cle du cDNA de cett
isoforme a partir des tissususculaires cardiaque et squelettiquez le rat et la souris, et

reconnaissance de lisoforr a I'aide d’anticorps spécifique de Trisk Jdans les deux tissi
(Kobayashi and Jones, 199arty, 2004.

Initialement, trois isoformede la triadine avent été rapportées danscoer: CT1, CT2 et
CT3 mais il a été montmgue I'isoforme CT2 correspondait & une formycosylée de CT1 ¢

I'existence de CT3x90 kDg) n’a jamais clairement é@démontrée pari suite (Hong et al.,

2001; Kobayashi and Jone 1999. Dans un modéle de souris KIRDN, un immunoblot
réalisé a partir dhomogéncardiaque a permis montrer la disparitio du doublet prése
aux alentours de 3%0 kDa, correspondant a la triadine CT1 glsylée et non glycosylé
tandis que la bande de pc moléculaire apparent de 92 kDa persicchez la souris KC
suggérant que cette bandtait due a une réaction croisée non spjue (Chopra et al.,
2009).

La protéine CT1 est constée d’'un segment -terminal cytoplasmiqu, suivi d’une hélict
transmembranaire (AA 488) el d'un segment intraluminal C-termin&igure22, (Knudson
et al., 1993; Marty et a 1995). La partie Nterminale cytoplamique, le segmei
transmembranaire et le détde la partie lumina sont communs a tout les isoformes de

triadine (AA 1-264)qui se dstinguent par la longueur de leur parti-terminale et par leul

derniers acides aminépécifijues a chacune d’ell¢(Marty, 2004).

Mier Figure 22 Représentation scématique de la triadine

cardiaque CT1.

Cytoplasme 4 La numérotation des acideaminés corresond a la
,-q.,-o-.E-o-.;=q.E-q.}-q.;-q.;q.;q.;q.. ,-q.f-q.E-q.E=q.f-q.E-Q.E-Q.F-q.;q.ap.,-q.. séquence CT1 de rat. La‘:quence est commune
VA A AN A AN VAAMALNANAN LA ANNY I'ensemble des isoformes decides aminés 1 a 264.

i _Q??gddﬁddds OD00OOOODOOOOO  séquence spécifique de CT1: en rouge (A 265-286).

direre du

75 La séquence transmembranaist figurée par un rectanc
bleu (AA 4868). Le site de gcosylation en position 75
est figuré par une fleche. Le diaine d'interaction de CT
avec RyR2 et Casq?2 est indigpar les lettres KEKE

L 287 Citer
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Le site de glycosylation de la protéine CT1 a @fndau niveau de I'asparagine en position
75 (N-glycosylation), dans la région luminale de peotéine, juste aprés le segment
transmembranaire (Kobayashi and Jones, 1999). iiteexun équilibre entre la forme
glycosylée et la forme non glycosylée de la protéina été montré que la forme glycosylée
est dégradée plus activement par le protéasomdagioeme non glycosylée, suggérant un
réle de la glycosylation dans la régulation du tdaxriadine (Milstein et al., 2008).

Un domaine d’interaction de la protéine CT1 ave®Rgt Casq2 a été identifié dans la partie
luminale de la protéine commune a I'ensemble defolimes de la triadine. Ce domaine est
composé d’une alternance de lysines (acide amingt i glutamates (acide aminé E), d’ou
son nom: domaine « KEKE ». Les acides aminés 21P24 de la triadine, chargés
positivement, interagissent avec la région riche agpartates de Casq2 (AA 354-367),
chargées négativement, par une interaction de aypaar zipper » (Kobayashi et al., 2000;
Terentyev et al.,, 2005). La séquence 210 a 224adeiddine formerait un feuillet béta,
n'impliguant dans cette interaction que les aci@@snés pairs (Kobayashi et al., 2000). Les
acides aminés 4837 et 4838 de RyR2 participeraelfiinteraction du canal avec CT1
(Goonasekera et al., 2007).

» Etudes fonctionnelles
Plus de 20 ans apres la découverte de la triadineakyré de nombreuses études, son role
reste incomplétement compris.
Lors de sa découverte, il a été proposé que ldineaserve de lien entre le RyR et le DHPR
(Caswell et al., 1991). Cette idée fut abandonséa, extrémité N-terminale de 47 acides
aminés étant trop courte pour couvrir la distanges§pare la membrane du RS, dans laquelle
est le RyR, de la membrane plasmique, dans lagestlie DHPR.

Par la suite, plusieurs réles ont été envisagés :

> Il a été proposé que la triadine, du fait de soeraution avec RyR2 et Casq2,
permette I' « ancrage » de Casq2 a RyR2 et sa ntaten dans le RS jonctionnel,
permettant ainsi le maintien d’'un stock calciqueraximité du RyR (Guo and
Campbell, 1995; Zhang et al., 1997).

> |l a été évoqué un réle modulateur, a priori attug de l'activité canalaire de RyR2
par la triadine, qui a pu étre mis en évidence gifferentes études considérant
linfluence de la triadine sur le relachement dd'Gaar le RyR (Gyorke et al., 2004;
Kirchhefer et al., 2001; Terentyev et al., 2005).
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» Enfin, plus récemment des études ont montré quaaddine est impliqguée dans le
maintien et/ou la mise en place de lintégrité dtrade et fonctionnelle du CRC
(Chopra et al., 2009; Oddoux et al., 2009; Sheal. e2007).

La fonction de la triadine cardiaque a été étugiée différentes approches, études sur
bicouches lipidiques, surexpression, modele mumvalidation du géendRDN.

Brievement, les études réalisées sur des bicodgidmjues et les études de surexpression
sur des cardiomyocytes ont permis de montrer quealdine active la libération du calcium
du RS par le RyR (Gyorke et al., 2004; Kirchheferak, 2007; Kirchhefer et al., 2001,
Kirchhof et al., 2007; Terentyev et al., 2005).

Une souris transgénique surexprimant CT1 a étéeceh 2001 avec laquelle différentes
expeériences ont été réalisées (Kirchhefer et 8D1P Dans les cardiomyocytes, I'imagerie
calciqgue met en évidence une augmentation de kxedetr 'amplitude des relachements de
Cd*. Les expériences de voltage clamp montrent qusutaxpression de CT1 diminue
I'entrée de C& par le DHPR et augmente la durée nécessaire acsivation.In vivo, I'effort
(nage) ou la mise en condition de stress mentair (jet test ») déclenchent des tachycardies
ventriculaires chez la souris (Kirchhefer et alQ20Kirchhof et al., 2007).

Une premiéere souris KODRDN a été obtenue et sa caractérisation cardiaquéepudah 2009
(Chopra et al., 2009). Une souris KKRDN a également été créée au laboratoire présentant
également un phénotype cardiague (Oddoux et aD9)20données non publiées)). La
composition protéique et la structure du CRC caukasont altérées par I'absence de
triadine. Le niveau d’expression des protéines 8ydictionnel, RyR2, Casqgz2, la junctine et
la junctophilline 2, est réduit de moitié ou plws papport aux souris sauvages. Le niveau des
autres protéines étudiées, le DHPR et SERCA2a,nestangé. L’étude ultrastructurale
montre une diminution de la surface des contacte éatRS jonctionnel et les tubules T. Par
ailleurs, les études en immunofluorescence montreatdiminution de la co-localisation de
RyR2 et Casqg2, avec un marquage de Casq2 compatie une localisation dans
'ensemble du RS. Une partie de Casg2 n’étantIpdesa la triadine, elle se disperserait dans
le RS. Les analyses mettent également en évidemealiminution de la co-localisation de
RyR2 et du DHPR. Ces résultats suggerent une pegsdrte de l'interface RyR-DHPR et
consécutivement une anomalie du CEC lié au CICR Bofonction correcte implique une
interface correcte.

Les changements dans la structure et la compogitméique du CRC ont des conséquences
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fonctionnelles importantes. Le CICR est diminuéegtrocontrble négatif de la libération de
calcium par le RS sur le DHPR est altéré. L’homesiet calcique est perturbée avec une
augmentation du contenu en?Calu RS et une diminution de I'amplitude du trarisito
calcique.ln vivo, les souris KO présentent des troubles du rythemériculaire déclenchés par
les catécholamines. En conséquence, les auteurs pooposé, comme support
physiopathologique des arythmies ventriculairesuge’entrée de calcium persistante par le
DHPR contribuerait a la surcharge calcique du RS®nérainerait une augmentation de la
frequence de libération calcique spontanée du Rfpast connu des arythmies lors de
stimulation adrénergique.

Il s’agissait a notre connaissance de la premiemerghtion qui abordait I'implication
possible de la triadine dans la mise en place omdetien de I'architecture diadique au
niveau cardiaque.

Le phénotype musculaire squelettique de la sou@sTRDN a été caractérisé a partir des
deux modéles murins précités (Oddoux et al., 2@¥&n et al., 2007). Une diminution du
taux de calséquestrine est retrouvée alors qupression de RyR et de la junctine est peu
modifiee. Des anomalies ultrastructurales sontemi@&s au niveau des triades (interface
tubules T-RS dans le muscle squelettique). Unerditiin de I'amplitude du transitoire
calcique et une diminution de la force musculaiet ®bservées.

Au total, méme si le role de la triadine reste eaéncomplétement compris, son implication
dans le CRC et les phénotypes cardiaques et mussulais a jour dans les différents
modeles d’études animaux ont suggéré qu’elle sgiliguée en pathologie chez 'homme,
méme si aucune mutation de ce géne n’avait été enmisaszidence a ce jour. Les pathologies
ou son implication a été supposée sont celles stpdséines du CRC sont déja connues. |l
s’agit :

- au niveau musculaire squelettique, de I'hyperthemaligne ou des myopathies a cores qui
sont associées a des mutations de RyR1.

- en rythmologie cardiaque, de la TVPC qui est @ggoa des mutations de RyR2 et Casq2.
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5. Lajunctine

Il a été proposé que la trine et la junctine aient un réle proche cdondant du fait d
similarités entre ces deunrotéines concernant leur localisation, = structure et leis

domaines d’interactions.

> Le geneASPH

Le gene ASPH situé en 8¢.1 chez 'homme code pour trois protéiidistinctes issues
I'épissage alternatif de ce ne: la junctine, la junctateu protéine Hwubug, et la protéin
aspartatg-hydroxylase, ou\SPF (Figure 23. Ce gene est constitué 30 exons connus
de deux promoteurs Pl €2. La junctate et la protéine ASPH sexprimées sous
dépendance du promoteur. dans de nombreux types cellulaires ta que la junctine e:
exprimée exclusivement 8e la dépendance du promoteur P2 de me tissi-spécifique au
niveau du muscle strié eti1 cceur(Feriotto et al., 2007; Feriotto et., 2005. Le codon
initiateur de la junctine situdans I'exon 2 est distinde celui des isofones plus longues d
protéines junctate et ASPHtué dans I'exon 1. Il existe deux isofornde la junctine che
’homme: une isoforme lonue codée par les exons 2, etune isofome court similaire,
sauf qu’elle estiépourvue d I'exon 4 (Figure 23)Seuls les exons 6 e sont spécifiques ¢
la junctine tandis que les ens 2 a 5 sont présents dans des isoform la junctate et de
protéine ASPH.

Figure 23, Structure et organisation de la partie 5’ du géneASPH (d’aprés Feridb et al., 2008,

(0808 OEe B8 -

a B8 ||
e ﬂ E ARN messagers de ASPH
ATG e "l
a8 B Ba
ATG = f;". . ';I7. et " ARNm de | junctate
El ﬂ E ﬂ (3’ différent de ASPH)
E‘ n E 6| ? ARNmde la junctine
LN / ”-‘.I:."
ATG . Stop

Les chiffres indiquent les numéros cexons. Les promoteurs sont indiqués par P1 et’Bgissage permettant I'obtenti
des ARNm de la junctine sont encaden roug¢ (ARNm : ARN messager)
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» La junctine, différences avec la junctate et latgiree ASPH, structure et partenaires
protéiques

Les trois protéines junctine, junctate et ASPH s protéines transmembranaires a un
segment membranaire. Leurs parties N-terminalésues séquences transmembranaires ont
des séquences similaires mais elles differentquargartie C-terminale.
La protéine ASPH catalyse la réaction post-tradnciglle d’hydroxylation du carborfedes
résidus aspartate ou asparagine de domaines EG#elikembreuses protéines (la protéine C,
les facteurs de coagulation VII, IX et X, les fastedu complément C1R et C1S). Il a été
envisagé que cette protéine puisse étre impliqués dartains processus meétastatiques
(Lavaissiere et al., 1996). La junctine et la jabetsont dépourvues dans leur partie C-
terminale du domaing-hydroxylase comprenant I'activité catalytique detotéine ASPH.
La protéine junctate est une protéine de 32 kDaim§e dans de nombreux types cellulaires
ou elle se situe dans la membrane du réticulunmte@ebtéine est capable de lier le calcium
avec une haute capacité et une faible affinitée\(@s et al., 2000).
La junctine est exprimée uniguement au niveau deschas squelettiques et cardiaque (Jones
et al., 1995). L’isoforme courte de 210 acides &wia une masse moléculaire de 24 kDa, et
la longue de 225 acides aminés, 26 kDa (Figure @dinme la triadine, la junctine présente
un segment N-terminal cytoplasmique (AA 1-22) suitine hélice alpha transmembranaire
(AA 23-43) et dun segment intraluminal C-termingpAA 44-Cter). La séquence
transmembranaire de la junctine présente 60% ditdeatec la séquence de la triadine. La
partie intraluminale C-terminale de la protéine sgme des motifs KEKE impliqués dans
I'interaction de la protéine avec la calséquestriadriadine et le RyR (Zhang et al., 1997). A
la différence de la triadine, la junctine ne senyidse posséder un domaine distinct de liaison
avec la calséquestrine puisque la délétion derdiité motifs KEKE est associée a une
diminution de l'interaction entre les deux prot&@nk’isoforme longue possede une séquence

consensus NLS de N-glycosylation (AA 64).
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Figure 24. Représentation schématiae des deux isoformes de la junctinéd’aprésTreves et al 2000)
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23

vtoplasme 23
PQQQQDOOOO 000000000000 0000 00000000000
YN YN BN Y PR O R B 'R YV Y VYN
VAAANAAN KA VAAAAAAAANAANK LA VAAMAMAAANNAAS
0009_90000?33 OOUC‘OODOOOOOOOO% 0O00O0O0OOOODOOO
64— NLS
&
@ @ G_) 4’:“ @ @ @
pa
4:;..(\ @ @ @ KEKE
KEvE
@ 210 Cter
225 Cter

L'isoforme longue contient une insem de 15 acides amines (AA-71, rouge)La position 64 orrespond a une asparag
située dans une séquence consensiN-glycosylation NLS (Asn-Leu-Ser)es + indiquent I'imortance des acides amir
chargés positivement dans la séqueyrimaire.

» Etudes fonctionnelles
La junctine participe au RC ou elle aurait a la fois, un réle «ancrage » de la
calséquestrine, une foncti structurale des la dyade et une foncon régulatrice de
relachements de €a Les éudes réalisées a I'aide de bicouche lipie montrent un rol
activateur de RyR2Gyorke et al., 200 En méme temps, la surexprion de | junctine a
'aide d’adénovirus entrair une diminution du transitoire calcique de la capacité ¢
raccourcissement des cammyocytes. La répression de son exprnn par l'utilisatior
d’antisens induit I'effet invese. La surexpression de la junctilans le ceur chez une sou
transgénique conduit & u hypertrophie cardiaque associée a uiminution du tauw
d’expression de la triadin de la calséquestrine et de I'échangelCX, ainsi qu’une
modification du transitoire icique. Outre ces donnéees auteurs ontis en évidence de
modifications ultrastructures du RS (réduction de I'épaisseur dciternes terminale:
augmentation de la densitle la calséquestrine sous les pieds de, augmentation de
contacts entre la citerne tenale et le tbule T)(Gyorke and Terentye 2008; Zhang et al
2001) La suppression de lanctine dans un modéle de souris KO ene une augmentatic
marquée du taux d’expresa de I'échangeur NCX mais pas de moditior marquée de la
triadine et la calséquestrince transitoire calcique est modifié avec taugmentation de
charge calciqgue du RS, acié a une augmentation de I'amplitude le la fréquence de
étincelles calciques. L’étudie I'activité électrique clulaire a permis d mettre en évidenc

la survenue de postepolaisations tardives. Apres injection d’isotérénol, les souri
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présentaient des arythmies comprenant des cowtnactentriculaires prématurées, des blocs
auriculo-ventriculaires, des tachycardies ventdgek. Les souris déficientes en junctine
présentaient une mortalité augmentée, un quartsdess décédant avant trois mois et la
moitié avant un an sans anomalie cardiaque morpigpiegdentifiée (Yuan et al., 2007).

Les modeles animaux soulignent le role de la jmectians la physiologie de I’'homéostasie

calcique cardiaque, et la sévérité du phénotypeacasa son absence.
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Le tableau ci-dessous résume les observations asteaupartir des différents modéles

transgéniques de souris ayant permis I'étude fonntlle de Casg2, la triadine et la junctine.

Tableau 2. Caractéristigues cardiaques principaleseabs souris Casqg2 nulles, Trdn nulles et Jcn nulles

(d’aprés (Hong et al., 2007; Knollmann, 2009; Yea@l., 2007)).

Casqg2 nulle Trdn nulle Jen nulle
Aspects structuraux
Hypertrophie cardiaque + ++ 0
Ultrastructure RS modifiée modifiée np
Volume RS v inchangée np
Nombre et surface dyades inchangée * (50%) np
Expression protéique
RyR2 inchangée + (50%) inchangée
Casq2 absente + + inchangée
Triadine vV absente inchangée
Junctine vV vy absente
NCX np np f
SERCA2A inchangée inchangée inchangée
Aspects fonctionnels (repos)
Contractilité cardiaque in vivo inchangée f f
Libération de C& du RS (fraction libérée) inchangée 4 ) ¢ &) 4
Contenu en G4 du RS y Modeérée 4 4
SERCA2A inchangée inchangée
Conséquences d’'une stimulation a I'isoprotérénol
Fuite de C& du RS 44 44
Libération prématurée de Ealu RS A4 A4
Contraction cardiaque prématurée
Contenu en Cd du RS v 4 4
Risque d’arythmie#n vivo 44 44 44

(np : non précisé)

On notera que :

- L’absence de Casq2 ou de CT1 est associée a dembe® ultrastructurales du RS.

On ne sait pas si ces anomalies sont en faveurrdlarstructural de ces protéines ou

une conséquence d’anomalies du cycle calcique.

- L’absence de ces deux mémes protéines est associBe chute d’expression de la

junctine alors que l'absence de la junctine ne fi®ddas leur expression mais

entraine une augmentation de I'expression du NCX.
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- L’absence de Casg2 ne modifie pas les paramétresoukeactilité au repos mais
seulement a l'effort, alors que l'absence de triadbu de junctine modifie les
parametres de repos.

- L’absence de l'une de ces protéines augmente d@eisl’arythmiesn vivo lors de
stimulation adrénergique.

Ces données soulignent I'importance de ces traipres dans le cycle calcique du RS et

leur implication potentielle dans la genese delitesidu rythme cardiaque.
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VI. Les troubles du rythme héréditaires

Les troubles du rythme ventriculaire d’origine ltbtaéire sont des pathologies rares mais
séveres. Elles sont associées a un risque de oimte,set se manifestent fréquemment par
des histoires familiales de syncope et/ou de mdrite. Elles sont désignées sous le terme de
canalopathies car elles sont causées par des anstatans des génes codant pour des canaux
ioniques ou des protéines associées. Les quatdesyes les plus fréquents sont le syndrome
du QT long congeénital (LQTS), le syndrome du QTre¢8QTS), le syndrome de Brugada et
la Tachycardie Ventriculaire Polymorphe Catéchotargique (TVPC).

1. La mort subite d’origine cardiaque

La mort subite d’origine cardiaque (MS) est défin@nme une mort naturelle dans I'heure
qui suit le début des symptdmes, due a une caud@agae impliqguant une perte brutale de
conscience, en présence ou en absence de maledisgce préexistante.

Les morts subites d’origine cardiaque selon cedtiiniion représentent 250 000 a 400 000
morts par an aux Etats-Unis (Merri et al., 1989; Biw1995). Elles représentent la moitié de
la mortalité des maladies cardio-vasculaires et Bowhuse de mort la plus fréquente chez
'adulte aux Etats-Unis (Zipes and Wellens, 199Bgxiste une prédominance masculine de
la MS d’origine cardiaque qui est trois fois plosduente chez 'hnomme que chez la femme.
La grande majorité des MS d’origine cardiague estosdaire a une maladie cardiaque
(atteinte  coronarienne, insuffisance cardiaque, dicaryopathies, valvulopathies,
malformations congénitales). Elles sont dues araubte du rythme aigu fatal, comme la
tachycardie ventriculaire ou la fibrillation vemwlaire et peuvent constituer la premiére
manifestation de la maladie cardiaque (25-50% ds} c

En opposition, les déces par fibrillation ventraitg primitive sans atteinte cardiaque
structurale représentent environ 5% des cas desrsoltites cardiaques (Priori et al., 1997).
Le risque de récidive a type de syncope, fibritlatventriculaire ou arrét cardiaque pour les
patients ayant présenté un arrét cardiaque récegégstimé a environ 30% dans les trois ans
qui suivent. L'intérét de la prévention est doncdamentale en particulier la mise en place

d’un défibrillateur implantable. La fibrillation wriculaire est alors souvent désignée sous le
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terme d’idiopathique parce qu’aucune cause anat@migous-jacente n’est identifiée.
Cependant, chez une partie des patients, des patiales d’origine génétique sont a l'origine
de ces troubles du rythme, dont la survenue serari§ge par certaines circonstances
déclenchantes.

Certains des troubles du rythme héréditaires obsesuvat proches de ceux décrits lors de
maladies cardiaques comme l'insuffisance cardiagiresi, I'arythmie a l'origine de la MS
chez les patients en insuffisance cardiague estesbuune tachycardie ventriculaire
polymorphe (TVP) qui va dégénérer en fibrillationnireculaire aboutissant au déces du
patient. Cette TVP est a rapprocher des troublesigalaires rencontrés dans le syndrome du
QT long avec une augmentation de la durée du PA.

La compréhension des bases génétiques de la serdesuroubles du rythme reste encore a
élucider dans certains cas. Elle permettra de pssgr dans le diagnostic génétique des
pathologies héréditaires mais elle représente lapligement un intérét majeur pour mieux

comprendre les arythmies, primitives et seconda@teaméliorer leur prise en charge.

2. Les troubles du rythme cardiaque

Les troubles du rythme cardiaque sont visiblesdearanomalies du tracé ECG.

On distingue classiquement, en fonction du pointddpart de l'arythmie, les arythmies
d’origine supraventriculaire et les arythmies djane ventriculaire. Lorsque les troubles du
rythme sont d’origine supraventriculaire, le retesgment hémodynamique est souvent moins
sévere. Sur le tracé électrocardiographique, lagptaxes ventriculaires, sauf exception, sont
fins car ils se transmettent normalement aux vaulgs par le faisceau de His. Par opposition,
les arythmies ventriculaires peuvent engager legstic a court terme du patient et étre a
lorigine du décés du patient par mort subite (Fég@5). Sur 'ECG, les complexes
ventriculaires sont déformés et élargis car l'ingpah provient d’'un foyer ectopique
ventriculaire et se propage de maniére lente ethitpe dans les ventricules.

Les extrasystoles sont les anomalies rythmiquegliesfréquentes. Elles correspondent a une
contraction cardiague prématurée. Les extrasysualesiculaires sont généralement bénignes
mais lorsqu’elles sont fréquentes, en salves, péées, et polymorphes, elles peuvent faire
craindre une évolution vers des troubles du ryterdriculaire graves a type de tachycardie
ventriculaire (TV) voire de fibrillation ventricule (FV).

La tachycardie ventriculaire se manifeste souvemtyne syncope. Si elle se prolonge, le

55




pronostic vital du patient e engagé et le déces peut survenir par I'llation d’'un état di
choc hémodynamique ou le passage de la TV en | Le caractere plymorphe de la T\
constitue un facteur de matis pronostic car la TV peut a tout momengénérer en F'

La torsade de pointes st une variante de TV qui se trit par un aspec
électrocardiographique paiulier avec des complexes veculaires :largis déformés ¢
rapides, dessinant des fus, avec leur sommet pointu tantét dirigé v haut, tantét vers
bas. Il s’agit habituellemerd’épisodes brefs mais s’ils se prolongen torsade de pointe
peut entrainer des syncopeire degénérer en FV.

La fibrillation ventriculaire £ caractérise par une dissociation électr:anique de I'activit
cardiaque, les fibres cardjues se contractant de maniére anarct avec une perte (
synchronisme, retirant toutzfficacité mécanique a ctivité des ventriules, se manifesta

par un arrét circulatoire coriisant a la mort subite du patient en I'abst de réanimatio

Figure 25. Aspects des arythmies vericulaires séveres

Tachycardie Ventriculaire

Torsade de Pointes

Fibrillation Ventriculaire

3. Les mécanismes es arythmie:

Toute modification fonctionelle ou structurale d'un ou plusieurs évéent(s) participant
la genese et/ou la propagn de I'excitation cardiaque peut conduia I'émergence d'u
trouble du rythme cardiag. Les mécanismes a l'origine des aryts sont groupés e
plusieurs catégoriesous prsenterons brievement le«-entrées et lesctivités déclenchée
par les postépolarisations rdives ou précoce

Le mécanisme de réntrée st trés frequemment en cause. Il corres a une r-excitation
par I'impulsion électrique dne régiol qui a été activeée auparavant. ssierement, le fror
d’excitation suit un trajet cculaire en boucle fermée et se déplac tournant a granc
vitesse dans cette boucle 2n envoyant vers le myocarde une impin a chaque tour ¢

boucle. Les troubledu rythnie par r-entrée sont a début et fin brusqut de déclencheme
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spontaneé.

Les activités déclenchéesint liées a la présence de |dépolarisitions qui sont de
oscillations du potentiel nrmbranaire e-dela de la phase de dépotation de la clule

(phase 0 du PA). Leur présce nécessite toujours une dépolarisatiorilaire préalable. Oi
distingue deux types didépolarisatio: les posidépolarisations tardives (delaye
afterdepolarization, DADs):t les pos-dépolarisations précoces (eaatfterdepolarization,
EADs, Figure 26).

Les EADs surviennent avala fin de la repolarisation, a la fin du prau (phase 2) ou ¢
phase 3 et surviennent preentiellement a une fréquence cardiaquese. Les EADs so
portées soit par une baisses courats potassiques sortants ou une dlation des couran
sodigues ou calciques entits. Si I'amplitude de la p«-dépolarisatiol est suffisante, ell
génere un nouveau PA al méme que la repolarisation de la cellcardiague n’est pe
terminée. Les EADsont favorisées par l'allongement du PA et uréquence cardiaqgt
basse. La dispersion tranurale de la repolarisation de la pamyocardique et |
développement d’'EADs sc le substrat pour les torsades de poinencontrées dans

syndrome du QT log (LQTS). L’hypertrophie et I'insuffisance ciiaque prédispose

également a I'apparition deios-dépolarisations précoces.

Figure 26. Représentation de post#iépolarisations précoce et tardive, pouvant induire in PA (Burashnikov and

Antzelevitch, 2006).

EAD PA déclenché PA déclenché
(phase 2) par une EAD par une DAD

(phase 3)
|

P& allonge

EAD DAD
(favorisée par 'allongement du PA et |a bradycardie) (favorisée par latachycardie)

De maniére opposeée, les Ds surviennent apres la fin de lhase de rpolarisation du PA
Toute condition expérimenle ou pathologiqgue associée a une carge calcique pe
s’accompagner de DADsg(intoxication digitalique, ischémie/repesion, hypertrophie

insuffisance cardiaque). (te surcharge calcique va |voir entraner une libératio

57




inadaptée de calcium par le RS et induire un cduransitoire entrant de dépolarisation. La
nature du courant entrant n’est pas certaineadisle plus vraisemblablement d’un courant
de nature sodique généré par I'échangeur NCX. &nplitude de DAD résultant est

suffisante, un PA pourra étre provoqué. Les aésvitléclenchées par les DADs sont
favorisées par une fréquence cardiaque relativenideNée et sont associées a des
concentrations calciques intracellulaires hautes. DADs sont particulierement sensibles a la
stimulation adrénergique et leur survenue est igasment diminuée par les agents
pharmacologiqueB-bloquants. Ce sont les mécanismes cellulairesidé@s comme étant a

I'origine des troubles du rythme observés dansvkC.

4. Principaux troubles du rythme ventriculaire héréditaires

» Le syndrome du QT long congénital (LQTS)
La prévalence de ce syndrome est estimé a 1/206Kl & al., 2010; Schimpf et al., 2009).
Le syndrome du QT long est caractérisé par un gdélorent variable de la durée de
lintervalle QT fréequemment associé a des anomatiesl’'onde T. L'intervalle QT est
classiqguement considéré comme prolongé lorsque Tlec@rigé (QTc) supérieur a 440
millisecondes chez I'homme et 460 millisecondeszcleefemme (Merri et al., 1989). Ce
trouble de la repolarisation peut entrainer desattes de pointes et une tachycardie
ventriculaire, qui vont se traduire par des synsagpgc un risque élevé de mort subite.
L’allongement de l'intervalle QT et le risque deuble du rythme sont la conséquence de
dysfonctions de canaux ioniques avec un prolongemena repolarisation, principalement
par une diminution du courant potassique sortambmposante lentexd ou du courant
potassique sortant a composante rapid®u par 'augmentation du courant sodique entrant
INa-
Deux formes de LQTS sont classiguement décrites syndrome de Romano-Ward, de
transmission autosomique dominante, représentast gg¢ 90% des cas, et le syndrome de
Jerwell-Lange-Nielsen, trés rare, de transmissiotosomique récessive et associé a une
surdité. En 2010, 13 genes avaient été impliqués dette pathologie, définissant autant de
syndromes (LQT1 a 13). La majorité de ces génesntquur des sous-unités des canaux
ioniques participant au PA (Tableau 3, (Bokil et aD10; Lehnart et al., 2007; Yang et al.,
2010)). Des mutations sont identifiees dans envBbna 70% des patients porteurs d’'un

LQTS. Plus de 300 mutations sur I'ensemble de cesgyént été décrites et environ 80%
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d’entre elles concernent les gen&SNQ1 (LQT1), HERG (LQT2) et SCN5A (LQT3). Une
partie des individus porteurs de mutations (10%)3Beuvent avoir un intervalle QT dans les
limites de la normale, et présenter un risque debles du rythme. Des cas de digénismes
sont rapportés dans environ 10% des cas (Tesabr 2005).

Les mutations identifiées entrainent le plus sotuMan perte de fonction des canaux
potassiques qui se traduit par une diminution duardude repolarisation (LQT1, 2, 5, 6, 7,
11 et 13). Pour le LQT3, les mutations du g&I5A entrainent un gain de fonction du
canal sodigue responsable du courant de dépolarisdte méme meécanisme moléculaire
serait a I'origine des LQTY9, 10 et 12. Enfin, cersagenes commANK2, CAV3, AKAP9 ou
SNTAL ne codent pas pour des sous-unités de canawu@midpes mutations de ces genes
entrainent des anomalies des canaux par des m@esnigui ne sont pas toujours bien
compris.

Tableau 3. Caractéristiques génétigues du syndromeudQT long congénital(d’aprés (Bokil et al., 2010; Lehnart et al.,

2007).

Protéine

Syndrome Gene (0U SOUS-UNité) Effet fonctionnel Fréquence (%)
LQTS1 (RWS, JLNS) KCNQ1 K,7.1a v ks 30-35
LQTS2 (RWS) KCNH2 Ky11l.1o + Ikr 25-30
LQTS3 (RWS, BrS) SCN5A Na,1.50 f INa 5-10
LQTS4 (atypique) ANK2 Ankyrin B + INa,K* Incx 1-2
LQTS5 (RWS, JLNS) KCNE1 minkp v e 1
LQTS6 (RWS) KCNE2 MIRP18 v I rare
LQTS7 (Andersen Sd) KCNJ2 Kir2.1a + l1 rare
LQTS8 (Timothy Sd) CACNALC Cavl.aldc * kaL rare
LQTS9 * CAV3 Cavéoline 3 4 Na rare
LQTS10 (RWS) SCN4B Na,1.584 4\ rare
LQTS11 AKAP9 Yotiao + ks rare
LQTS12 INTAL SNTAL 4. rare
LQTS13 KCNJ5 Kir3.4 v I rare

RWS : Syndrome de Romano-Ward / JLNS : Syndrome dellet Lange-Nielsen, Andersen Sd : syndrome d@nsen
(paralysie périodique, LQTS, dysmorphie) / Timog : syndrome de Timothy (atteinte multisystémigwec LQTS) /
LQTS4 ou Ankyrin B syndrome : autres signes possilbids que bradycardie, troubles de conduction,ididpathique /
CAV3 est impliqgué également dans des CMH, CMD et desnéés musculaires squelettiques (cavéolinopathié&s)s :

syndrome de Brugada (mutations différentes). Lesegeémpliqués dans les morts inattendues du noarrisg sont pas
précisées. * Expérience réalisée dans cellules BgKavec coexpression de Kir3.1 et 3.4.

La description de caractéres phénotypiques vadakle fonction du génotype permet
I'orientation diagnostique, voire pronostique etrdpeutique de ce syndrome.

Le traitement de ces syndromes repose surpibboquants pour réduire la stimulation

adrénergique, tres efficaces dans la majorité dss la dénervation cardiaque sympatique
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gauche et I'implantation d’'un défibrillateur. Laagification du risque arythmique repose sur
'age, le sexe, 'anamnese et la durée de l'intiéev@T (Priori et al., 2003). La réponse au
traitementB-bloquants est significativement influencée pagéeotype. Le génotype pourrait
étre un argument pour un traitement plus agressiinge I'implantation d’un défibrillateur. II

faut aussi proscrire tout traitement médicamenfgaxvant allonger 'espace QT et une liste

de médicaments contre-indiqués doit étre remigeagiant.

» Le syndrome du QT court

Le syndrome du QT court (SQTS) est une patholagjie, décrite en 2000, et définie par un
QTc inférieur a 300 millisecondes (Gussak et &@Q® Thomas et al., 2006). Sur le plan
clinique, on retrouve souvent une histoire famaliale mort subite, avec parfois des morts
subites du nourrisson, et la présence d’évenemmgtitmiques survenant surtout a I'effort,
tels que des palpitations, des malaises ou syncofress genes ont été associés a ce
syndrome : les gené$ERG (STQS1)KCNQL (SQTS2) eKCNJ2 (SQTS3) codant pour des
sous-unités de canaux potassiques déja impliqués|daQT long congénital. Dans le SQTS,
les mutations entraineraient, a I'inverse de ce agpliobservé pour le LQTS, un gain de
fonction de ces canaux et donc un raccourcissederld repolarisation. Le traitement de ce
syndrome n’est pas encore établi. La prise en ehdes patients est basée sur la mise en
place d'un défibrillateur implantable. Seule largdine, grace a ses propriétés inhibitrices du
courant § (principal courant de repolarisation pendant tgdu du PA), serait capable de
normaliser I'espace QT et de réduire la survenwytlimies mais cette notion doit étre
confirmée (Crotti et al., 2010).

» Le syndrome de Brugada

Décrit pour la premiére fois en 1992, le syndronge Btugada est caractérisé par une
élévation du segment ST dans les dérivations pdedes droites a I'électrocardiogramme,
associée a un risque élevé de mort subite par dactiy ventriculaire, fibrillation
ventriculaire (Brugada and Brugada, 1992; Thomasalet 2006). Ce syndrome serait
responsable de plus de 20% des morts subites aaisgathie sous-jacente. La prévalence
varie selon l'origine géographique, avec une pradante de la maladie en Asie ou elle est
évaluée a 1/ 1000. La maladie est plus frequdrge les hommes que chez les femmes (sexe
ratio 8:1). L’age moyen de survenue des symptomsesie 41 +/- 15 ans, les symptdbmes
survenant le plus souvent dans un contexte de .reposs manifestations
électrocardiographiques sont souvent intermitteetgeeuvent étre révélées par des bloqueurs
sodiques (test de provocation a I'ajmaline ou fikkicke), mais aussi par un état fébrile,
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I'alcool, ou divers agents pharmacologique,flddoquants, les agonistesadrénergiques...
Un geéene principal a été lié au syndrome de BrugkedgeéneSCN5SA qui code pour la sous-
unité o du canal sodique cardiaque. Des mutations sordurgtes dans 18 a 30% des cas
seulement. Contrairement a ce qui est observé lgaBSTL, ces mutations entrainent une
perte de fonction du canal sodique. Sur le platraitement, l'efficacité de la quinidine ou
I’hydroquinidine est en cours de validation. Le Iseaitement ayant fait ces preuves est la
mise en place d'un défibrillateur implantable. Qegent, I'une des difficultés majeures lors
de la prise de décision thérapeutique reste l'iieation des sujets a haut risque qui

devraient bénéficier d’'un défibrillateur.

» La Tachycardie Ventriculaire Polymorphe Catéchotargique
Cette maladie est le sujet de cette these etadst ttans le chapitre qui suit.
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VII. La Tachycardie Ventriculaire
Polymorphe Catécholaminergique

La tachycardie ventriculaire polymorphe catéchotergique (TVPC) est une pathologie
héréditaire du rythme cardiaque responsable dedfdamiliale de morts subites chez I'enfant
et 'adulte jeune. Les arythmies se traduisentdesr syncopes récurrentes survenant dans un
contexte émotionnel ou lors d’'un effort, sur un ca&uwicturellement sain et sans anomalie
décelable a 'ECG de repos (l'intervalle QT notaminest normal). Il s’agit d’'une maladie

rare dont la prévalence exacte est inconnue mtamséssa 1 /10 000 (Liu et al., 2008a).

La premiére publication date de 1975 ou Reidlebnt décrit une tachycardie ventriculaire
bidirectionnelle déclenchée par l'effort et le sehez une enfant de 6 ans, compliquée par
un arrét cardiaque récupéré (Reid et al., 1975hilam réalisé n'avait pas permis de mettre
en évidence d’anomalie structurale cardiaque satenje. En 1978 puis en 1995, Coumel et
al., puis Leenhardt edl. ont ensuite rapporté une série de cas familidusperadiques et
introduit le terme de tachycardie ventriculaireymabrphe catécholaminergique (Coumel et
al., 1978; Leenhardt et al., 1995).

1. Aspects cliniques

La pathologie se manifeste par des syncopes rétasiedes convulsions voire un arrét
cardiaque déclenché par I'exercice physique outrass chez le grand enfant ou l'adulte
jeune. Dans certains cas, les patients pourromiorégr des symptdomes mineurs comme des
palpitations, des vertiges ou des malaises dans cantexte évocateur d’effort
(particulierement a la piscine), ou de stress. fuesniers signes surviennent habituellement
pendant 'enfance ou l'adolescence. L’age moyesutgenue des symptomes est de 8 +/- 4
ans. Environ un tiers des patients vont présergersggmptomes avant 'adge de 10 ans et 60%
un épisode de syncope avant 'age de 40 ans (Ackemh al., 2011). Environ un tiers des
patients présentent une histoire familiale de sgasalans un cadre émotionnel ou lors d’un
effort, de convulsions ou de morts subites. L’'EG&repos est souvent normal et la TVPC

peut rester non diagnostiquée si une épreuve diaffoun enregistrement Holter du rythme
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cardiaque n’est pas réalisé. Le diagnostic estestugtabli avec un délai d’environ deux ans
apres la survenue de la premiére syncope car laptéyes sont souvent attribués a une
origine vaso-vagale ou a une cause neurologiqe cdmvulsions pouvant en particulier
orienter le diagnostic a tort vers une épilepsi@pi®s les données de I'équipe de Priori,
environ % des patients viennent en consultationr pou bilan de syncope ou de signes
évocateurs d’arythmies, et un quart aprés un aaétiaque survenu dans un contexte de
stress adrénergique (Liu et al., 2008a). Deux tikrs morts subites correspondaient aux
premieres manifestations de la maladie.

L’électrocardiogramme de repos ne montre habitodlg pas d’anomalie. L'intervalle QT
est normal, aucun trouble de la conduction n'est ®b le segment ST est normal (George et
al., 2007). L'imagerie cardiaque est normale. Umadicardie sinusale et des ondes U
proéminentes peuvent cependant étre observéedati®gcardies ventriculaires observées a
I'effort sont typiques de la TVPC lorsqu’elles sdmtirectionnelles, caractérisées par une
rotation de I'axe de 180° de la morphologie QRSbattement sur deux (Figure 27). Cet
aspect est retrouvé dans environ un tiers des ldasef al., 2008a). Les aspects moins
typigues montrent une tachycardie ventriculaire yparphe voire une fibrillation
ventriculaire. L’autre caractéristique importante peut aider au diagnostic est 'aggravation
progressive de l'arythmie avec l'augmentation detdnsité de I'effort. Les arythmies
ventriculaires apparaissent généralement lorsquefréguence cardiaque atteint 120
battements par minute : des extrasystoles verdiresl apparaissent d’abord isolées et
monomorphes, puis au fur et a mesure que le ryttandiaque s’'acceélere, les extrasystoles
sont en salves et polymorphes, parfois bidireceties. L'arythmie est tres reproductible
(lors de I'épreuve d'effort ou lors de la perfusim petites doses d’isoprotérénol), notamment
le seuil d’apparition des ESV, et peut dégénéreéoud moment en TV et en fibrillation

ventriculaire. Quand I'effort est arréte, les aryibsndisparaissent progressivement.

Figure 27. Tracé de tachycardie ventriculaire bidiretionnelle (Mok et al., 2006).
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Environ % des patients présentent également dethnags supraventriculaires qui

surviennent a des fréquences cardiaques inférieuceties des arythmies ventriculaires (Liu
et al., 2008a).
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La prise en charge est basée sur un traitementcalg@dissocié a des mesures de contre-
indications sportives. Le traitement repose surfldgoquants puissants d’action retardé
comme le nadolol, la dose étant adaptée jusqu’mgtéie une efficacité anti-arythmique.
Récemment, I'efficacité d’'un analogue du carvedi&K-11-86), étudiée sur un modele murin
de TVPC, a fourni des résultats prometteurs (Zhbwalg 2011). Le flécainide, inhibe
directement RyR2 et semble étre une approche ptensetchez les patients pour lesquels les
B-bloguants ne permettent pas une suppression ctengés arythmies (Watanabe et al.,
2009). La mise en place d'un défibrillateur impktrie ou la dénervation sympathique
cardiaque gauche peuvent étre envisagées danmesrtarconstances (Wilde et al., 2008). Il
est a noter que 'administration concomitante drapémil, un inhibiteur calcique et dps
bloguants semble efficace mais les données rest@tneé démontrées de maniere plus établie.
Le pronostic de la TVPC en I'absence de traiteneshipéjoratif, la mortalité atteignant 50%
avant 40 ans. L'absence de traitemp+iiloquants, le jeune dge au moment du diagnostic
constituent des facteurs de risque de survenueodblés du rythme et I'antécédent d’arrét
cardiaque, un facteur de risque de récidive et aet reubite (Hayashi et al., 2009a).
L’épreuve d’effort fournit un outil intéressant pola surveillance de l'efficacité de
bloquants mais sa sensibilité et sa spécificité smriefois relativement basse pour prédire un
risque de survenue de trouble du rythme. La sueveleutroubles du rythme grave n’est pas
différente entre les probands porteurs de mutatieneon, et les probands et les apparentés
(Hayashi et al., 2009a).

Le bilan familial comprend une exploration de tées apparentés du premier degré avec un
ECG, un enregistrement Holter et une épreuve dtefténe échographie peut étre utile dans
les cas ou le diagnostic est incertain. Dans lgecaklin bilan clinique (épreuve d’effort
incluse) normal, le traitement préventif gabloquants des individus porteurs de mutation
semble bénéfique. Pour cette raison, la rechercHa daitation familiale est indiquée chez

les apparentés afin de dépister les porteurs s#exde la mutation.

2. Physiopathologie

Dans la TVPC, les dysfonctions du CRC seraientoéigine de libérations inadaptées de
calcium du RS, en l'absence de dépolarisation eatlil Ces libérations de calcium
pourraient altérer le potentiel membranaire et @sponsables d’arythmies.

Il est connu depuis longtemps que la libératiorcaeium du RS peut survenir en I'absence
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de dépolarisation cellulaire par un mécanisme désgpus le terme de libération spontanée
de calcium (Priori and Chen, 2011). Ce phénoménarisé par la surcharge en’Cdu RS,
est alors nommé libération de calcium induite par sarcharge du stock calcique (SOICR,
Store Overload Induced EzRelease).

La stimulationp-adrénergique va favoriser la surcharge calciqueR8uet le SOICR. La
production d’AMPc va déclencher la phoshorylatiar [a PKA de partenaires du couplage
excitation-contraction : le DHPR, RyR2, I'inhibitede la PP1 et le phospholambane. Ce jeu
de phosphorylation aboutit a une augmentation denglitude et de la rapidité de la
contraction des cardiomyocytes. Une augmentationladestimulation adrénergique va
favoriser la surcharge calcique cytosolique paraugmentation de I'entrée de calcium par le
DHPR, et du RS par une augmentation de I'actividdadSERCA consécutive a la levée de
Iinhibition du phospholambane phosphorylé. La sarge du RS en ions €ava activer la
libération de calcium par le RyR en l'absence deotirisation cellulaire (SOICR) et
entrainer une augmentation de la concentrationatiguen cytosolique qui pourra activer
I'’échangeur membranaire NE&&* (NCX) générant un courant transitoire entrantcGerant
entrant est susceptible de dépolariser la surfacéa dnembrane cellulaire apres la fin du
potentiel d’action, produisant une post-dépolaisatardive ou DAD. Lorsque les DADs
atteignent le seuil d’activation du canal sodigigpeuvent déclencher un PA. L'impulsion
anormale résultante peut produire une activité hamgue déclenchée, si l'onde de
dépolarisation se propage aux cellules voisines altnnaissance a une extrasystole, voire
une arythmie.

Il est estimé que la libération de calcium du R® deprésenter 50 a 60 umol/L de cytosol,
soit 50 a 70% de la charge du RS, pour produir®Ab d’'une amplitude suffisante pour
déclencher un PA. L'augmentation de I'amplitude desDs va étre favorisée par
'augmentation de la frequence cardiaque et dbddage intracellulaire calcique.

Les DADs constituent le mécanisme électrophysiojogi admis a l'origine de la TVPC
(Figure 28). Les mutations de RyR2 ou Casq2 asseéida TVPC favoriseraient le SOICR et
les DADs selon plusieurs mécanismes: ces mutatiposrraient par exemple étre
responsables d’'un abaissement du seuil de décimecitedu SOICR ou d’'une augmentation

du C&" libre lors de 'augmentation du rythme cardiaque.
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Figure 28. Mécanisme de survenue des DADs dans I¥FC (d'aprés (Lacampagne et al., 2008).

Co™ diastolique élevé

En situation normaleX), I'activité des RyR2 en diastole est au repos. deentiel de repos diastolique est essentiellement
contrélé et maintenu a une valeur de I'ordre derr80par I'activité des canaux potassiques a reetifbn entrante gh). En

cas d'anomalie de fonctionnement des RyBR,. 6n observe des libérations inadaptées de caldiuRS pendant la diastole
(canal «fuyant» en diastole) conduisant a unehsuge calcique cytosolique. L'augmentation duteom calcique
cytosolique peut activer le courant entrant déjisdat de I'échangeur NECa" et inhiber le courant. Cela se traduit par
une dépolarisation membranaire spontanée (DAD) aaiuatteindre le seuil d’excitation des canaux qoels, et déclencher
d’'un PA.

Pour rappel, la libération élémentaire de calciupadir d’'un CRC est désignée sous le terme
d’étincelles calciques ou sparks (Cheng and Ledet@d8). Le lien entre les étincelles
calciques et la libération de calcium du RS estplere et reste encore a éclaircir (Cheng and
Lederer, 2008). Il ne sera pas détaillé ici. Engpbpyathologie, différentes caractéristiques des
étincelles calcigues comme leur fréquence ou lenplitude peuvent varier (Fernandez-
Velasco et al., 2011). Il semble probable que desdlles calcigues spontanées interviennent
individuellement en physiopathologie mais ces htiéns de C& sont probablement
insuffisantes en tant que telles pour aboutir D&MD et un PA, le SOICR étant considéré
comme la source principale de libération de caloilinRS capable de produire des arythmies
sur des DADs.
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3. Bases Génétiques

En 1999, un locus lié a une forme dominante de CBfTidentifié en 1q42-43 (Swan et al.,
1999). Deux ans plus tard, deux équipes publientiéanément I'implication du gerrYR2
associé a une transmission autosomique dominariterdaladie (Laitinen et al., 2001; Priori
et al., 2001). La méme année, une forme autosoméapessive de TVPC est publiée associée
au geneCASQ2, également situé sur le chromosome 1 en 1pl13.3-pdldleau 4, (Lahat et
al., 2001)).

Tableau 4. Caractéristigues génétiques de la TVPC.

Protéine

Gene (0U SOUS-UNté) Effet fonctionnel Fréquence (%)
CPVT1 RYR2 RyR2 4 c& 60
CPVT2 CASQ2 Casq2 b = 3-5
“Phénocopie” KCNJ2 Kir2.1a + lea* rare
“Phénocopie” ANK2 Ankyrin B + INa,K* Inex® rare

* Mécanisme mis en évidence dans des mutationgsigénes dans le QT long.

L’intérét de I'analyse moléculaire est double den§VPC :
- elle participe principalement au diagnostic présymyatique chez les apparentés
lorsque la mutation familiale est connue
- elle a aussi parfois un role diagnostique chez ddamd, surtout lorsque le diagnostic
n’est pas certain.
Les derniéres recommandations concernant I'anatyskéculaire de la TVPC préconisent
'analyse génétique des gerReR2 et CASQ2 chez tout proband pour lequel une suspicion de
TVPC a été posée aprés un bilan clinique et paigok ayant compris une épreuve d’effort
ou un test pharmacologique (perfusion catécholasniffeckerman et al., 2011)). Lorsqu’une
mutation a été identifiée chez le cas index, ladeethe de la mutation familiale associée a un
bilan clinique et paraclinique (comprenant si polgsune épreuve d’effort) est recommandée
chez les apparentés du premier et du second degréalyse génétique est recommandée
chez les apparentés du premier degré méme daaslie d’un bilan clinique et paraclinique
négatif. L’analyse peut se faire dés la naissabaemise en place d’'un traitement préventif
par B-bloguants est en effet envisageable de maniempeéchez les patients porteurs de la
mutation, compte-tenu de la survenue de symptonmetedaus jeune age, du risque de mort

subite et de l'association possible de la TVPC daeguort subite du nourisson (Tester et al.,
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2007). En raison de la révélation possible de I@T\par un arrét cardiaque inaugural dans
environ un tiers de cas, l'analyse du gdR¢R2 peut étre envisagée dans le cadre des
fibrillations ventriculaires idiopathiques maisdéntification de mutations est beaucoup plus
rare.

Compte-tenu de la complexité du gét¥R2 (105 exons), une stratégie de recherche ciblée de
mutations n’explorant qu'une partie des régions otetaa été proposée. Cependant, les
données actuelles rapportant des mutations a tiewtédes domaines inclus dans cette
stratégie ciblée, montrent qu’une partie des mutatpeut rester non détectée.

Plus récemment, il a été proposé que des mutadiereux autres genes soient responsables
de phénotypes arythmogeénes trés proches de la TpR&hocopies) KCNJ2 qui code pour

le canal potassique Kir2.1 ANK2 qui code pour I'ankyrine B, une protéine du cytesqtte.
L’existence de nombreuses ectopies sur I'enregmneé Holter ainsi que l'identification
d’'une onde U proéminente sont en faveurkdeNJ2 (Postma et al., 2006). Il n'y a pas
d’indication d’analyse systématique de ces genasden’analyse moléculaire de la TVPC.

Un nouveau locus associé a une forme récessiveeségél VPC a été identifié recemment en
7pl4-p22 mais le géne reste a définir (Bhuiyan.e@07a). Des études se poursuivent dans
le but d'identifier d'autres génes. Ainsi, des motg des geneBICX1, SERCA2a, PLN,
FKBP1B et HRC, codant pour des protéines impliquées dans I'hatase calcique
cardiaque, ont été recherchées sans succés cheataeys ayant présenté une TVPC. Il est
toutefois a noter que les études ont porté suraiit pombre de patients (Marjamaa et al.,
2009; Postma et al., 2002).

» Mutations du genYR2
Plus de 100 mutationRYR2 ont été publiées en association avec des formesauiques

dominantes ou des cas sporadiques de TVPC (CPMIL/ www.fsm.it/cardmog!/

Le phénotype de TVPC lié aux mutations RyR2 (CPVdst)associeé a une mortalité de 30 a
50% a 35 ans (George et al., 2007). Le risque deope est plus élevé chez les hommes que
chez les femmes et les morts subites surviennerst (@t chez les hommes que chez les
femmes (19,2+/-10,6 vs 23,6+/-11,3).

La pénétrance de la maladie associée aux mutd®giR est de I'ordre de 80%. L’expression
phénotypique de la maladie est cependant tresduyétée et la pénétrance apparait varier en
fonction de la mutation impliquée. Il existe quedqurares cas de double hétérozygotie
publiés. Pour certains, la maladie s’exprime cleszdpparentés simple hétérozygotes tandis

gue d’autres cas s’apparentent plus a une recesdes patients doubles hétérozygotes étant
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symptomatiques, et les simples hétérozygotes, asyngtiques. Aucun cas d’homozygotie
n'a été publié a ce jour dans le géR¥R2. Une partie des mutations dans RyR2 sont
récurrentes, qu’elles soient familiales ou survende novo. Cependant, aucune cause
pouvant expliquer cette récurrence, comme l'exigatitiots CpG, n’a été mise en évidence.
Le taux de mutationde novo a été estimé a 19% lors d’une revue réalisée 67 gar George
etal. L'age de survenue est en moyenne plus précocelemnsutationsle novo (8 +- 4 ans)
gue dans les autres cas (20.2 +- 15.7 ans), endaacec la notion que les mutatiafesnovo
seraient potentiellement plus séveres et donc mvsment transmises. Un seul cas de
mosaique asymptomatique a été rapporté (Medeirosiigm et al., 2009).

La majeure partie des mutation9(0%) se répartit au niveau de 4 domaines préf@erdee

la protéine, représentant un peu moins d'un tierdadprotéine : 1) AA 77-466 (18% des
mutations identifiées), 11) AA 2246-2534 (19%),)IKA 3778-4201 (22%), IV) AA 4497-
4959 (22%) (Figure 29). Ces domaines corresporaielas régions du RyR conservées entre
isoformes et entre espéces, représentant des séfpotionnellement importantes de la
protéine. A I'exception du domaine Ill, ces domaireont inclus dans les domaines de
mutations préférentiels de [lisoforme musculaire edgtiiqgue RyR1 responsables
d’hyperthermie maligne ou de myopathies a corestragx. Cependant, des études
exhaustives de la région codante ont permis denerogtie des mutations existent en dehors
de ces quatre domaines dans 10 a 25% des cas (dMe@=imingo et al., 2009; Priori and
Chen, 2011). Aucune mutation de RyR2 n’a été rappoa ce jour dans les régions
divergentes DR1, DR2 et DR3, a I'exception de laat®n c.E4431K, qui n’est pas associée
a un phénotype particulier. Ces régions sont rickespolymorphismes, comprenant 5
polymorphismes de RyR2 parmi 13 répertoriés datmée de données cardmoc (c.G1885E
€.G1886S, c.A4282\(.R4307C et.G4315E http://www.fsm.it/cardmog!/ Il est intéressant

de noter cependant que les polymorphismes ¢c.G1888K51886S ont été identifiés a I'état

hétérozygote composite chez des patients porteure dardiomyopathie ventriculaire droite
arythmogeéne (Koop et al., 2008; Milting et al., 8(_a caractérisation fonctionnelle vitro

de ces deux variations associées au sein d’umtéteaentraine une abolition quasi-complete
de SOICR lors de la surcharge calciqgue du RS, raohgjue ces polymorphismes ont un
impact fonctionnel. Les variations identifiées coenpolymorphismes bénins pourraient donc
avoir un réle modulateur ou un effet récessif.

Aucune mutation n’a non plus été trouvée dans régio pore (P-loop) connue pour étre
critique pour la fonction du canal. Une hypothesepte serait que des mutations dans cette

région a l'origine d’'une perte, partielle ou totadle la fonction du canal, seraient associées a
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une létalité précoce ou a unénotype cardiaqudifféerent de la TVPC.

Figure 29. Répartition des mutations RyR2 sur la protéin¢ (Hamilton and Serysheva, 2009; fri and Chen, 201.

Domaine | Domainell Domaine lll Domaine IV
N-terminal central (AA3778-4201) C-terminal

(AA 44-166) (AA2246-2534) 22% (AA 4497-4959)
18% desmutations 19% 22%
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MIR12 345 LZ1SPRY 1 SPRY 2 SPRY 3 LZ2 LZ3
| |
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Les traits noirs représentent les dones |, Il, lll et IV de mutations s RyR2. Les chiffres ¢ bleu correspondent a

numérotation en acides aminés (A9 RyR2. Régions divergentes DR1 (AA 4-4560), DR2(135:-1397), DR3 (1852-
1890) ; Motifs Leucinezipper LZ1 (56-594), LZ2 (1604-1632), LZ3 (3004-3035), MIR 1 (1165), 2(172-217), 3 (225-
280), 4 (286-343), 5 (351-408BPRY1 (59¢-809), 2 (1025-1222), 3 (1337-1562).

La tres grande majorité desutations identifiees daiRYR2 sont des muttions fau-sens. Par
opposition, si les génes deutres canaux impliqués dans troubles du ythme cardiaque o
le géneRYR1 présentent freuemment des mutations fe-sens, ils comprtent également di
mutations norsens, des instions ou délétions entrainant un décalageadre de lecture. |l
été évoqué que des mutais tronquates avec une « pertede foncion du canal RyR
pourraient exister mais étiimpliquées dans d’autres pathologies (a TVPC. De rare
duplications ou insertions cpetite taille n’entrainant pas de décalagecadre de lecture o
été identifiées dang Icadre le TVPC laissant supposer que leur effeait similaire a celL
des mutations fauzens ¢élétéres. Plus récemment, de largesétions génomique
comprenant I'exon 3 mais nservant le cadre de lecture ont été rapes(Bhuiyan et al.,
2007b; Marjamaa et al., 20; Marjamaa et al., 201. La richesse en suences répétéAlu
de la région pourrait favoris les réarrangements génomiques de graaille. Le phénotype
incluant des troubles de Iconducon et une cardiomyopathie dile, semble pe-étre
différent de celui rapporté s des mutations fa-sens.

En dehors de la TVPC oRYR2 apparait étre le géne majeur assoi la pathologie, de
mutations de ce gene sompportées dans d’autres pathies arythnogenes dont la plt
étudiée est la dysplasie veculaire droite arythmogen(Tiso et al., 201). Une mutation a

egalement été rapportée s une cardiomyopathie hypertrophic(Lorenzon and Bean
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2008). Des mutations du gemR2 ont aussi été décrites dans des formes de QT long
« atypigues », ou il peut étre intéressant d'amal\le geneRYR2 en seconde intention
(syncopes d'effort et QTc<480ms, (Medeiros-Domimgal., 2009). Il semble enfin que ce
gene puisse également étre impliqué dans la mbitesdu nourisson (Tester et al., 2007).
Enfin, des travaux recherchent des haplotypegjaeide troubles du rythme, constitués d’'une
association de polymorphismes du g&®R2, qui permettraient d’identifier ou d’écarter,
selon I'haplotype des individus, le risque de fiation ventriculaire post-infarctus, par
exemple (Ran et al., 2010). Plus recemment, l'iogpion deRYR2 dans I'épilepsie a été
évoquée (Johnson et al., 2010; Lehnart et al., ;2088rani et al., 2011).

Aucune corrélation n'a pu étre mise en évidenceeelels domaines mutés de RyR2 et la
sévérité de la TVPC. La mise en évidence d’'uneétation phénotype-génotype pourrait
aider dans le choix de thérapeutiques invasivesiau (mise en place d'un défibrillateur

implantable par exemple).

» Mutations du géen€ASQ2
Les mutations du geneASQ2 sont identifiées beaucoup plus rarement que lgstioos du
geneRYR2 avec moins de 20 mutations publiées a ce joexifite un site internet regroupant

les mutations Casq2 publiéggtp://www.fsm.it/.cardmog/ La majorité des TVPC associées

a des mutations Casg2 suivent un mode de transmissitosomique récessive avec des
mutations homozygotes, ou des cas de double hggotie. Cependant, certaines formes
familiales font évoquer soit la possibilité de tramssion autosomique dominante, soit celle
de forme modérée associée a une seule mutatiorohggéte (de la Fuente et al., 2008;
Kirchhefer et al., 2010; Postma et al., 2002).

Au niveau clinique, la publication initiale rappemin phénotype sévere avec un age précoce
de survenu (7 +/- 4 ans), une pénétrance completet 40 ans et une mortalité élevée en
'absence de traitement (Lahat et al., 2001).

Les mutations publiées sont réparties sur I'enserdblgéne comprenant des mutations faux-
sens, des non-sens, des microdélétions et desiomstaur les sites consensus d'épissage.
Une mutationde novo a été rapportée (Figure 30). Aucune mutation magportée dans la
séquence du peptide signal (AA 1-19), ni dans kuguC-terminale de la protéine (AA 371-
399).

71




Figure 30. Mutations du geneCASQ2 publiées (http://www.fsm.it/.cardmog/

pR33Q pF1839L p.D307H
nYa5C pL167H p 206N pP30sL
N [ 9 ]
c B2delA
c97C=T C532+1G=A

€.339_3%4del16nt c.546delT

Le gene est représenté de maniére3matique avec les exons représentés par les gextagt b numéro de I'exon figur
dans le rectangle. Les mutations faens sont indiquées-dessus des exons en indiquant lengement en acides amir
selon un code a 1 lettre. Les mutat de type nc-sens, délétions, altération de I'épissage marquées «dessous des
exons, en indiquant le changment ercléotides sur le cDNA.

La numérotation nucléotidique utilisccorrespond a la numérotation sur le cDNA avawldéotde +1 correspondant au
du codon ATG initiateur de la tradtion dans la séquence de référence (NM_000123Rd&r désigner des variatis
introniques dans la séquence intror: flanquante en amont d'un exon, la numérotatiromique est indiquée de mani¢
négative, et située en référence pgport au premier nucléotide de I'exon le plusche Par désigner des variatio
introniques dans la séquence introne flanquante en aval d'un exon, la numérotatidroimique est indiquée de mani¢
positive, et située en référence papport au dernier nucléotide de I'exon le pluschg La numérotation protéigt
commence avec le premiezide aminéau niveau de la méthionine, premier codon tra

4. Bases moléculairs de la TVPC

» Hypotheses physiophologiques assoes aux mutations de RyR2

Trois mécanismes principaiont été particulierement étudi

a) Une diminution du seuil dactivatio du canal par le dcium luminal +-
cytoplasmique
Les travaux de Jiang at. (2004, 200) ont analysé I'impact d’une diine de mutations ¢
RyR2 sur la sensibilité du nal au calcium sur ses versants luminalytosoliqu: (Jiang et
al., 2005; Jiang et al., 2004)es mutations considérées sont répartiedifférents domaine
de mutations : R176Q (TD4M), L433P, S2246L, R2474S, Q4201N4104K, R4496C
14867M, et N4895D. L’ensmble des mutations étudiées rre une augmentation de |
réponse du canal lors de sactivation par le C* luminal. La réponse acalcium cytosoliqu:
est en revanche peu modifia I'exception des mutations N4104K, R4C et V4653F, toute
les trois situées dans la pa C-terminalede la protéine. L'expressiorctopique d canaux
RyR2 mutés dans des cells HEK-293 montre que ces mutations insent une diminutiol
du seuil de Ca2+ intralumil, responsable de la libération de calciuu RS. Des résulta
concordants sont observépartir d’'expériences effectuées sur des cmyocytes de souri
knockin reproduisant les wtations R176Q, R2474S et R4496C. déclenchement (
SOICR dans des cellules KK-293 et dans des cardiomyocytes suggjue la sensibilité a
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calcium luminal du RyR peut étre indépendante deg2aqui n’est pas exprimée les cellules
HEK-293 (Priori and Chen, 2011).

Il est a noter que l'altération de la sensibilité aiinal au calcium liée aux mutations RyR2
n’entraine pas d’anomalies en conditions basales.dnomalies observées sont provoquées
lors de stimulation adrénergique ou l'augmentationrythme et de la contractilité entraine
une surcharge du RS en“Cat le déclenchement de libérations de calcium rabts
proarythmogenes.

b) Une altération de I'interaction RyR2-FKBP12.6
Une autre hypothése est que les mutations de RifB2r I'interaction du canal avec ses
partenaires protéiques. L'interaction du canal deegrotéine FKBP12.6 a été en patrticulier
trés étudiée. Pour rappel, FKBP12.6 se lie au cRy&2 et stabilise le canal en position
fermée pendant la diastole, prévenant la libératmmtaptée de calcium par le canal. A
I'effort, FKBP12.6 se dissocie partiellement duegeur entrainant une augmentation de la
libération de calcium et de la contractilité. Wetwgetal. se sont posés la question de savoir si
les mutations de RyR2 entrainaient une diminutiefiaffinité de liaison de FKBP12.6 sur le
canal, qui favoriserait la libération inadaptéecdkeium du RS (Wehrens et al., 2003). IIs ont
en effet pu mettre en évidence une diminution ditiité de liaison par diverses approches
pour différentes mutations étudiées situées damsdtenaines de mutations I, Il et IV
(S2246L, P2328S, Q4201R, R4496C, V4653F, (Prialti@hen, 2011; Wehrens et al., 2003).
Cependant des données contradictoires ont été astepar d’autres équipes pour les
mutations R2474S et R4496C (Tiso et al., 2002).

Actuellement, il semble admis que si ce mécanisraet @tre retrouvé pour certaines
mutations, ce n’est probablement pas le seul mggenassocié aux mutations de RyR2.

c) Des interactions intramoléculaires défectueusasierint une déstabilisation de RyR2
Ikemoto et Yamamoto (2000) ont proposé que le doenlli-terminal et le domaine central de
la protéine interagissent entre eux et interviehdans la stabilisation du canal a I'état fermeé
(Ikemoto and Yamamoto, 2000). Les mutations de RgRaiveau de ces deux régions clés
sont nombreuses et pourraient déstabiliser la gordtion fermée du canal, rendant le canal
plus sensible aux stimuli calciques. Ce mécanissiedésigné en anglais sous le terme

« domain unzipping » (Uchinoumi et al., 2010).

L’'impact des mutations sur la conformation du cas®lpose plus largement. La résolution
récente en cristallographie de la séquence N-talmide RyR2 (AA 1-217) et I'étude des
deux mutations ponctuelles A77V et V186M montramt ges deux mutations sont situées en
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surface des domaines et pourraient donc pertudseinteractions interdomaines. L'étude
structurale de la séquence N-terminale délétéeads®diuence correspondant a I'exon 3 de
RyR2 montre que cette délétion induit des modificet importantes de la stabilité de cette

partie protéique (Lobo and Van Petegem, 2009).

» Hypotheses physiopathologiques associées aux mnsgade Casq2
Les mutations de Casq2 semblent étre associées dimimution du pouvoir tampon du €a
dans le RS et a des anomalies d’interactions ppadsi au sein du CRC. Ceci favoriserait la
survenue de SOICR par plusieurs mécanismes possible
- la surcharge en ions €dibre du RS
- une instabilité structurale du CRC
- des anomalies de régulation de RyR2 qui poupréisenter une sensibilité plus importante
au calcium intraluminal.
L’implication de la protéine Casq2 dans la phystopbogie de la TVPC a été étudiée a l'aide
de modeles de souris knock-in porteuses de musatidentifiées chez I'homme en
association avec une TVPC ou par l'analyse desrigtés de protéines mutées dans des
modeles cellulaires o vitro (Rizzi et al., 2008; Song et al., 2007). Initialeyda premiere
mutation identifiée était une mutation faux-sengesition 307 affectant un acide aminé du
troisieme domaine thioredoxine-like, D307H. Deuxresi mutations faux-sens, R33Q et
L167H, ont été identifiees assez rapidement etekale ces trois mutations a été étudié de
maniére importante.
La mutation R33Q se situe dans le premier domdiimeedoxine-like. Cette mutation induit
une réduction importante de la capacité de Cadig? k& calcium. La protéine mutée présente
des anomalies de polymérisation, apparaissant ibt&pke dimériser correctement (Kim et
al., 2007). Dans des modeles cellulaires, la pneténutée entraine une diminution du seull
d’activation de RyR2 par le calcium luminal et imenue de libération spontanée dé'Gh
RS. Les auteurs proposent que les conséquencess m@thtion sur I'activation de RyR2
soient secondaires a une altération de l'interaatie Casg2 avec ses partenaires au sein du
CRC (Terentyev et al., 2006). La souris KI R33Qsprée un phénotype proche de la TVPC
chez 'homme (Rizzi et al., 2008). Dans cette syue niveau protéique de Casq2 est diminué
d’environ 50% alors que le transcrit est présentj@mntité equivalente a la souris sauvage.
Des anomalies ultrastructurales ont été observaées lés cardiomyocytes, le matériel dense
aux électrons détectable dans le RS jonctionngbaé aux polyméres de Casg2 n’'était pas

retrouvé ou bien dispersé dans la lumiere du R®reigroupé aux jonctions RS-tubules T.
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La mutation L167H a été étudiéevitro et par surexpression dans des cardiomyocytes.de ra
Les expériences de calcium-binding overlay montigund la mutation ne modifie pas la
capacité de Casq2 a lier le calcium mais qu'ellasiindes anomalies de repliement de la
protéine (Bal et al., 2011; Kim et al., 2007). Laexpression de la protéine mutée dans des
cardiomyocytes est associée a une diminution dapacité de stockage du calcium par le RS
et a une diminution de I'amplitude du transitoiedctque (di Barletta et al., 2006).
La mutation D307H située dans le domaine |l degRas également été largement étudige.
vitro, la protéine mutée présente une diminution deafscité de liaison du calcium dans le
RS. Au niveau cellulaire, I'amplitude du transiicalcique est diminuée et I'isoprotérénol
provoque la survenue de DADs (Viatchenko-Karpinskial., 2004). La souris knock-in
D307H présente une réduction drastique du tauxéjoae de Casq2 et les auteurs proposent
gue le mécanisme pathogene associé a cette mufatigrsens soit celui d’'un alléle nul
(Song et al.,, 2007). De maniere intéressante urggmentation du taux protéique de
calréticuline a été observée par les auteurs, copwoe la souris délétée de I'exon 9. La
caractérisation de la souris a permis de montreraggthmies proches de celles identifiées
dans la souris KCASQ2.
Des mutations tronquantes ont également été idsgif comme la mutation
c.339_354dell6nt ; p.G112+5X. La caractérisafionitro par calcium-binding overlay de
cette mutation a montré que la protéine perd sacidépde lier le calcium. Son étude par
expression dans des cardiomyocytes de rat a peemsontrer une diminution de la capacité
de stockage du calcium par le RS et une diminudeifiamplitude du transitoire calcique (di
Barletta et al., 2006). L'exposition a l'isoprotéa entraine des DADs au niveau cellulaire.
Ces résultats sont comparables a ceux observédatasguris KOCASQ2, peut-étre par une
absence de la protéine par dégradation de la peoteanquée ou de TARNmM.
L’ensemble des études réalisées sur Casg2 a péfidentifier plusieurs mécanismes a
I'origine des effets pathogénes des mutations :

1. Une dégradation accrue de la protéine mutée

2. Une altération fonctionnelle de la protéine : dintiom de sa capacité de lier le

calcium, perte ou diminution de la capacité de disaion-polymérisation, anomalie
d’interaction avec RyR2 ou un autre partenairadirie, junctine).

Les mutations tronquantes sont probablement agsoai@ine absence de protéine tandis que
les mutations faux-sens présentent des anomalietidonelles pouvant étre associées a une
diminution du taux d’expression protéique.

Ces défauts pourraient entrainer des anomalies ldatibération et la séquestration du
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calcium dans le RS, des troles de lerégulation de RyR2 par Casq2 ceptible de modifie
sa sensibilité au calcium lunal. Enfin, la présence de mutations desq2 a été associée
des anomalies ultrastructles qui peuvent faire évoquer la posité d’altération de
lintégrité anatomige des dyades et du CRC, pouvant aboutir des anomalies ¢
’lhoméostasie calcique potdellement arythmogene

En conclusion, ces hypothé& convergent vers une altération du fonctement de RyR2 lié
a des mutations de la otéine ou de protéines acsoires ausein du complex

macromoléculairédérégulatn du canal, déstabilisation complexe).

Le schéma cdessous résue les hypothéses physiopathologiques rigine de la TVPC
(Figure 31).

Figure 31. Hypothéses deykfonction de RyR2 dans la TVPC

Mutations Casq2 MutationsRyR2 Mutationsnon
identifiées
| Capacité liaison calcium Anomalieinteraction Défautstructure dyade
dansle RS RyR2-FKBP12.6 ou

autre protéine
Levée de l'inhibition

physioclogiquede RyR2 en Instabilité structurale Défautrégulation RyR2
fin de CICR

Anomalie ultrastructurale \ Seuil activation canal Défautcycle Ca?*
dela dyade intracellulaire

) I B

Surcharge calcique pathologique
a l'effort ou a I'’émotion

l

Libérationanormalede Ca?* en diastole parle RS

DAD, arythmies

Une meilleure compréhensy des bases physiopathologiques des aiies pourra permetti
lidentification de nouveax génes candidats dans la TVPC de nouvelles cible
thérapeutiques dans le traitent des arythmie
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Ainsi depuis plusieurs années, des travaux posientétude de I'interaction FKBP12.6-RyR2
dans une perspective thérapeutique (Lompre e2@10). Des efforts importants ont concerné
un dérivé benzothiazépin&lVv-519, qui via une meilleure fixation de FKBP12.6, stabilise
I'état fermé de RyR2 en diastole et diminue ladfisipontanée de €adu RS. Par cette action,
cette molécule améliorerait la fonction systoligieprésenterait un potentiel anti-arythmique
important dans les TVPC mais dans des indications phrges, comme les arythmies
secondaires a I'hypertrophie et I'insuffisance @ade qui sont liées a un mécanisme similaire
(Lehnart et al., 2006). Plus récemment, la molé&1le7, qui appartient a une nouvelle classe
de drogues, appelée «rycals », a été largemedigétuCette molécule stabilise le complexe
RyR2-FKBP12.6 et inhibe la fuite de calcium du R$révient la survenue des arythmies chez
la souris mutée RyR2-R2474S.

Ces résultats ouvrent la porte de nouvelles petispscdans les traitements antiarythmiques
centrés sur RyR2, qui sembleraient donc partieiremt indiqués dans la prise en charge de la
TVPC.

77




VIII. Objectifs de la these

L'objectif de mon travail de thése a été d'étuddifférents aspects de la génétique
moléculaire de la tachycardie ventriculaire polypta catécholaminergique. Lorsque ce
travail a commencé, les deux genes impliqués detts pathologie étaient les gendR2 et
CAQ2.

Dans une premiere partie, nous avons analyseé lesB¥R2 et CASQ2 au sein d’'une cohorte
d’individus ayant présenté une TVPC afin d’'idesetifies différentes mutations et de préciser
leurs caractéristiques : mode de transmission, @atles mutations, effet fonctionnel,

caractéristique génotype-phénotype.

Compte-tenu de I'absence de mutation identifiée @anvgon un tiers des cas de TVPC, nos
travaux de recherche se sont orientés dans unadepartie vers la recherche de nouveaux
genes impliqgués dans cette pathologie. Les obgeétdient d’élargir le diagnostic génétique
de la TVPC, mais aussi, dans un cadre plus fondamhehapporter de nouveaux éléments
pour progresser dans la compréhension de la phathiolegie de la TVPC et des arythmies.
En nous basant sur une stratégie gene candidaigemtifier de nouveaux génes et en partant
de 'hypothése que la TVPC était une pathologi¢adéération du calcium par RyR2, nous
avons décidé de rechercher des mutations dans proigines associées a RyR2 dont
linvalidation chez la souris était associée a henotype cardiaque proche de la TPVC : la
triadine, la junctine et FKBP12.6. La caractérimationctionnelle des nouvelles mutations
identifiées a ensuite été entreprise.
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L. Population et patients

La population cible est constituée 214 proband§ (@fividus de sexe féminin et 114 de sexe
masculin). Chez 195 patients, le diagnostic de T\&RBCeévoqué ou retenu sur les données
cliniques et paracliniques. Dix-neuf patients désédans un contexte évocateur de mort
subite (MS) ou des complications d’'un arrét camdepiratoire (ACR) ont également été
inclus. Ces patients sont ensuite désignés parevairon MS (mort subite), méme si cette
désignation est inexacte, une partie de ces pateydant présenté un ACR et sont décédés
parfois apres une période de plusieurs jours damedion apres I'ACR.

Le recrutement des sujets inclus est principalémational, mais parfois international. Les
prélevements recus proviennent majoritairement tienga qui ont été pris en charge dans les
centres de Références Nationaux des troubles dumeytcardiaque d’origine héréditaire
(Paris, Nantes, Lyon).

La moyenne d’age des patients au moment de 'ap@&ygsde 27 ans (+/- 17 ans), le patient le
plus jeune étant agé de 2 ans et le plus agé dmg.7L.’age moyen au moment du premier
symptéme est 12 ans (+/- 8 ans).

Des antécédents familiaux sont rapportés chez S®apds (28%). Dans 41 cas, les
antécédents familiaux montrent des individus attesotr plusieurs générations correspondant
a une transmission autosomigue dominante de la Ipgibo Dans 19 cas, les individus
atteints sont restreints a une fratrie pouvantespondre soit a une transmission autosomique
récessive, soit a une transmission autosomiquerdong a pénétrance réduite. Dans trois cas,
une notion de consanguinité existe chez les padengsoband.

Parmi les 195 patients vivants, le motif de comgigh initial était un ACR récupéré (n=33),
un bilan de syncope(s) survenue(s) le plus soudamts un contexte évocateur (effort,
emotion, n=54) ou plus rarement un signe d’appelinmospécifique (convulsions,
palpitations, malaises, douleurs thoraciques, n1&)motif de consultation initial n’est pas
précisé pour 88 probands. Le bilan paracliniquempris pour la majorité des patients, un
électrocardiogramme de repos, un enregistremer24ineures et une épreuve d'effort dont
les données ne seront pas détaillées dans cedte the

Dans le cadre de I'enquéte familiale, lorsqu’undatian a été identifiée chez le proband, la
recherche de la mutation familiale a été réalistsz 867 apparentés symptomatiques ou non

(diagnostic présymptomatique) en complément desstigations rythmologiques.
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II. Aspectsréglementaires

Le diagnostic génétique des pathologies cardiagaesrganisé nationalement dans le cadre
d'un réseau DHOS (Direction de I'Hospitalisation d& I'Offre de Soin, Ministere de la
Santé). Dans ce cadre, le laboratoire de Biochghi&énétique Moléculaire du CHU de
Grenoble est le seul laboratoire francais référpatur I'analyse moléculaire a visée
diagnostique des gend’YR2 et CASQ2. Le laboratoire est autorisé par I'’Agence de
Biomédecine pour la réalisation des Diagnosticadetix et Post-nataux pour I'ensemble des
maladies héréditaires (AG08-0600DPN et 1A0444082R04

Les prélevements biologiques réalisés chez lesergati en vue d'une étude des
caractéristiques génétiques sont obtenus apres eaacieilli le consentement écrit des
patients ou de leur responsable légal (voir comseant en annexe 1). Dans le cas de patients

décédés, I'accord des ayant-droits est demandé.

Les ADN ou ARN sont enregistrés dans la collectidéchantillons biologiques du
laboratoire de Biochimie et Génétique Moléculaire @HU de Grenoble, déclarée au
ministére sous le n° DC-2008-742 et la base de dmn@ la collection dispose d'une
autorisation de la Commission Nationale InformaticeteLiberté (déclaration et accord
CNIL : 25/07/2001 n°754304).

La recherche et la caractérisation de nouveauxsgépat réalisées dans le cadre d'un
protocole de recherche ayant obtenu l'avis faverall Comité de Protection des Personnes
(C.P.P) Sud-Est | (17/01/2011-n°A00995-34). Cetquole bénéficie d’'une assurance
responsabilité civile souscrite par le promotewpras de la Société Hospitaliere d’Assurances
Mutuelles (SHAM- 18, rue Edouard Rochet - 69 3720l cedex08).
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I11. Stratégie d’identification des mutations

1. Stratégie d’analyse

Dans les cas de transmiss dominante owdansles cas sporadiquesne analyse du gei
RYR2 est réalisée en preme intention chez les individus de I'étude.ez les patients sa
aucune mutabn identifiée sir le géniRYR2, le géneCASQ2 est ensuiteanalysé. Lorsqu’un
transmission récessive de lathologie est suspectée, le gCASQ2 est analysé en premié
intention,sans analyse préale du genRYR2.

Lorsque I'analyse des genBYR2 et CASQ2 est négative, une analydes génes candid¢
TRDN, ASPH et FKBP1B es: effectuée a la recherche de mutation. lre décisionnel joir
résume l'attitude suivie (Fige32).

Lorsqu’'une mutation est idtifiée chez un patient, la recherche de utaion est proposé

chez les apparentés du prer degré dans le cadre de 'enquéte famil

Figure 32 Arbre décisionnel suivi lors de I'étude.

Proband
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/ \
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l

Analyse du géne RYR2 — Analyse du géne CASQ2

Analyse des géenes TRDN. ASPH et FKBP1B
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2. Définition des régions génomiques analysées

Les références des séquences des genes, des itsaescdes protéines nommeés sont
présentées dans le tableau 5. L'organisation dessgeYR2, CASQ2, TRDN, ASPH et
FKBP1B est présentée sur la figure 33.

» GéneRYR2

L’analyse moléculaire du gém¥R2 consiste en une analyse ciblée de 48 exons pasmtids
exons du gene, couvrant les régions fonctionnelgenimeportantes ou les domaines riches en
mutations sur le paralogl®/R1 (Monnier et al., 2005). Les 48 exons analysés lesnéxons

3, 8-10, 12-15, 17-19, 21, 26, 37, 40-50, 72-73 383105.Pour les prélevements analysés de
2003 a 2009, la recherche de mutations du g2 comprend une méthode de criblage des
variations nucléotidiques dans un premier temps P@R-dHPLC (denaturating High
Performance Liquid Chromatography), les variationgléotidiques détectées étant ensuite
caractérisées par séquencage. Pour les préléevearalysés de 2009 a 2011, les ADN sont

analysés directement par PCR-séquencage sangerjini@alable par dHPLC.

» GenesLCASQ2, ASPH etFKBP1B
La recherche de mutations est réalisée par PCResggge des exons et des bornes
introniques de chaque exon intervenant dans legmnggcodantes pour les isoformes
cardiaques de chaque gene. Pour le geA8Q2, les 11 exons sont analysés. Lorsqu’'une
seule mutation hétérozygote est identifiée chepraband, la région 3'UTR dEASQ2 est
analysée a la recherche d’une seconde mutationexass 2 a 7 du ger&SPH comprenant
les régions codantes pour les deux isoformes @lentdine ainsi que I'ensemble des régions

codantes du gerfeKBP1B (exons 1 a 4) sont analyses.
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Tableau 5. Références des génes, transcrits et péotes analysées.

Géne Transcrit / mMRNA Protéine
Nom Locus I\R/”élz/?rence Taille Nom Référence Taille bp Nom Référence Take
RYR2 1943 180902 105 exons 791,6 kb  RyR2 NM_001035.2 6363 Isoforme 1 NP_001026.2 4967
16389 Isoforme 2 é@fgé%ggk 4975
CASQ2 1p13.3-p11 114251 11 exons 68,8 kb NM_001232.3 6271 | Casq2 NP_001223.2 399
TRDN 6022.31 603283 41 exons 420,7 kb Isoforme 1 NM_286D 4782 Trisk 95 NP_006064.2 729
2 NM_001251987.1 4763 Trisk 51 NP_001238916.161 4
3 NM_001256020.1 1864 NP_001242949.1 297
4 NM_001256021.1 3002 CT1 ou Trisk32 NP_001342D 286
5 NM_001256022.1 1413 NP_001242951.1 167
ASPH 8ql2.1 600582 30 exons 214,0 kb Junctine isoforme NM_020164.4 3287 Junctine isoforme 1 NP_064549.1 225
Junctine NM_032467.3 3242 Junctine NP_11586.1 210
FKBP1B 2p23.3 600620 5 exons 13,9 kb Variant 1 NM_004116.3 971 Isoforme a NP_004107.1 108
Variant 2 NM_054033.2 1016 Isoforme b NP_473874 80
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» GeéneTRDN
L’analyse moléculaire du genERDN consiste en une analyse ciblée, couvrant la région
codante de l'isoforme cardiaque CT1 de la triadowmerespondant aux exons 1 a 8 et 8bis du
géne. La recherche de mutations est réalisée pRrdéGuencage des exons et des bornes
introniques de chaque exon étudié.
Afin de définir les exons a analyser au niveau éanegfRDN, nous avons au préalable
identifié la séquence du transcrit de CT1 chez I'mamncar celle-ci n’était ni référencée, ni
publiée au début de ce travail. Par homologie daDNA de CT1 chez le rat et la souris
constitué de la succession des exons 1 a 8 et §brifTRDN, nous avons identifié un cadre
ouvert de lecture de 861 nucléotides chez I'hnomrhes 793 premiers nucléotides
correspondent a la séquence codante des exonscb@m@une aux isoformes Trisk 51 et 95.
Les 68 derniers nucléotides correspondent a I'ékbrs, constitué de la séquence génomique
située immédiatement en aval de I'exon 8, et spétifiques de CT1. La traduction du
transcrit résulte en une protéine de 286 acidemé&smavec une masse moléculaire de 31.5
kDa, concordante avec la masse moléculaire apgacdrstervée pour CT1. Aprés extraction
de 'ARN cardiaque humain témoin et réverse trapton a l'aide d’oligodT (détails de la
technique en IV.1), 'amplification de 'ADN comptéentaire correspondant a la succession
des exons 1 a 8 bis est réalisée par PCR a I'aisieshorces TRDN_1i5 et TRDN_1R situées
respectivement 178 pb en amont du A de 'ATG et @8%En aval du A du TGA de I'exon 8
bis. La séquence du produit PCR est déterminésgrprencage unidirectionnel en utilisant
les mémes amorces.
A partir d’homogénats de tissu cardiaque humairotéymous avons vérifié la présence de la
protéine correspondante en immunoblot, en utiliskest anticorps dirigés contre la partie N-
terminale (TEITAEGNASTTTTVIY) de la triadine, comme a I'ensemble des isoformes
d'une part, et contre la partie C-terminale (GSKBKKHMQ), spécifique cette isoforme
d’autre part (Marty et al., 2000).
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Figure 33. L'organisation des géneRYR2, CASQ2, TRDN, ASPH et FKBP1B.

Le trait horizontal vert figure la séquengénomique, les traitserticaux les exons et fleches le sens 5'-3’ de la séquence codante.rB&btp://www.ncbi.nlm.nih.gov/ger
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IV. Méthodes de génétique moléculaire

1. Extraction des acides nucléiques

» Extraction de 'ADN
Différentes méthodes d’extraction sont utiliséderséa nature du prélevement biologique de
départ : I'extraction au phénol-chloroforme consita méthode de référence mais nécessite
une manipulation sous hotte, la méthode au chladerguanidine constitue une alternative
excellente sans toxicité tandis que la méthodesaitit la résine Chelex-100® (BioRad,
Hercules, CA, Etats-Unis) est simple, rapide, paligrement adaptée pour les faibles

quantités mais avec une faible quantité d’ADN atdrat non purifiée.

- Extraction de '’ADN leucocytaire au chlorure de gigéne
Un culot de leucocytes est obtenu a partir de gagphérique par lyse hypotonique des
globules rouges. L’ADN leucocytaire est extraitosela méthode au chlorure de guanidine
(Jeanpierre, 1987). Brievement, les leucocytes B@dts par du chlorure de guanidine en
présence de protéinase K puis 'ADN est précipitgpeesence d’éthanol et dissous dans du
tampon Tris EDTA (Tris-HCI 10mM pH 7.4 ; EDTA 1 mpH 8).

- Extraction d’ADN a partir d'un culot de cellulesinaires en phénol-chloroforme
Les cellules contenues dans l'urine proviennentl'éiémination des cellules du tractus
urinaires. Un culot cellulaire est obtenu par dgérgation des urines a 3900 g 10 min a 4°C.
Le culot est ensuite repris dans 10 ml de sérumsiplogique, a nouveau centrifugé.
L'extraction de I'ADN est effectuée en phénol clafimrme (Sambrook J, Fritsch EF,
Maniatis T. Molecular cloning: a laboratory manu@bld Spring Harbor Laboratory. Cold
Spring Harbor, New York, 1989).

- Extraction d’ADN a partir d’écouvillonage buccal’aide d’une résine Chelex-100®
(BioRad, Hercules, CA, Etats-Unis)
L’extraction d’ADN a partir des cellules buccalepose sur la lyse des cellules dans de I'eau
conjuguant I'action d’'un choc thermique et I'actida la protéinase K et la dénaturation des
protéines a 100°C tandis que la résine Chelex dtié# de cations divalents) permet

d’inhiber I'action des nucléases. L'ADN est récupdans le surnageant de centrifugation, les
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protéines étant éliminées dans le culot.

» Quantification et évaluation de la pureté des acidecléiques
La quantification des acides nucléiques est réalé la mesure de I'absorbance a 260 nm a
I'aide d’'un spectrophotometre (Nanodrop 1000, Thadfisher Scientific, De, Etats-Unis) et
la pureté par un spectre d’absorption de 220 an8@0La contamination protéique est évaluée
par le rapport DO 260 / DO 280.
La quantification et la pureté ne sont pas évalagess extraction de 'ADN selon la méthode

Chelex en raison d’'une contamination protéique imgportante qui fausse la quantification.

» Extraction d’ARN a partir de tissu cardiaque témetirobtention d’ADNc par réverse
transcription

Les échantillons cardiagues humains témoins onbléignus auprés de la Banque de Tissus
(Paris, S. Vasseur) et sont conservés a -80°C. hatd# protocole : découpe, broyage et
homogénéisation, est réalisé sur la carboglacedafifimiter la dégradation de 'ARN. Un
fragment tissulaire de quelques milligrammes edliséit pour I'extraction d’ARN. Le
fragment est broyé a l'aide d’'un potter puis rem#@s 500 ul de TRIzol ® (Invitrogen,
Cergy-Pontoise, France). Un volume de 150 pl deraforme : alcool isoamylique 49 :1
(v/v) est ajouté au mélange, qui est ensuite hom&igé par agitation manuelle vigoureuse
puis incubé 10 minutes dans la glace et centrifitfgénin & 12000 g, 4°C. L’ARN solubilisé
dans la phase supérieure aqueuse est precipi@&pPaul d'isopropanol, incubé 1 h a -20°C
puis centrifugé 20 min a 12000 g, 4°C. Apres élation de l'isopropanol, le culot est lave
par 500 ul d’éthanol 80% (v/vJ® DEPC). Le surnageant est éliminé et le culotriese
avec de I'éthanol absolu a nouveau centrifugé 1% ail2000 g, 4°C. Le surnageant est
éliminé et le culot mis séché a l'air libre 5-10nmL’ARN est solubilisé par 50 pl d®
DEPC et 0,5 ul de RNAse Inhibitor ® (40 U/ul, Rocleance). L’ARN total extrait est
quantifié et sa qualité évaluée par la mesure atestirbance de la solution de 220 a 300 nm
(Nanodrop 1000, ThermoFisher Scientific, De, Etatés). L’ADN complémentaire (ADNc)
est obtenu par réverse transcription (RT) & pdifirpg d’ARN total et 1 pg d’oligodT 10
min a 65°C puis ajout dans le mélange de 10 uniééReverse Trancriptase Transcriptor®
(Roche Applied Science, Indianapolis, IN, Etats4)nP20 U de RNase Inhibitor, 0.8ul de
dNTP 25 mM dans un volume final de 20 ul pendanin8®a 55°C.
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2. Amplification PCR a partir d’ADN génomique

Pour chaque gene analysé, les régions codantedqgagsenet leurs régions introniques
flanquantes sont amplifiées en utilisant des ansospé&cifiqgues. En fonction de la technique
d’analyse moléculaire utilisée apres amplificatites amorces varient pour un méme exon.
Les conditions d’amplification et les séquences desrces utilisées pour analyser les

différents géenes sont indiquées dans les annege8.2

3. Méthodes de criblage

Les méthodes de criblage permettent la détectipideasemi-automatisée des substitutions
mononucléotidiques, microinsertions et microdéléiode petite taille. Les variations
hétérozygotes sont détectées directement tandisaguétection des variations homozygotes
nécessitent le passage de I'échantillon analysanmgéla un témoin homozygote connu.

Les deux méthodes utilisées, dHPLC et HRM (voidessous), reposent sur la détection

d’hétéroduplex apres amplification PCR préalabléadégion d’intérét.

» Chromatographie liquide haute performance en cmmditpartiellement dénaturante
(dHPLC, denaturating high performance liquid chrtzgeaphy)

Apres amplification PCR, les fragments d’ADN sonhaléirés puis renaturés lentement pour
la formation de duplex. Ceci est réalisé dans umtbeycleur programmeé selon le schéma
suivant : 5 min a 95°C puis diminution de 1°C teules 40 sec jusqu’a 50°C, puis baisse
rapide de la température & 15°C. Les échantillmm snsuite directement analysés par
dHPLC. Chaque type de fragment analysé par dHPL&&s3éte la mise au point d'une
méthode spécifique reposant sur le choix de deuanpstres : la température d’analyse
définie en fonction de la Tm du fragment d’ADN et gradient d’acétonitrile. Dans un
premier temps, la séquence nucléotidique est amlysar le logiciel informatique
Wavemaker® (Transgenomic, Cambridge, MA, Etats-Uain de déterminer le profil de
fusion. La méthode d’analyse est ensuite mise aut poi fonction des données obtenues par
ce logiciel. Plusieurs températures et gradienenalyse sont nécessaires si le fragment
comporte plusieurs domaines de compositions nudigages différentes (richesse en A/T ou
G/C).

Les conditions utilisées pour le criblage exonida®YR2 sont détaillées dans I'annexe 2.
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» Courbe de fusion haute resolution (HRM, high resofumelting)

La technique de criblage par HRM comporte troip&sgprincipales :

1. Une PCR realisée en présence d'un agent intercaldahregistrement de la

fluorescence est réalisé a la fin de chaque étagendjation.

. Une réaction de dénaturation suivie d’'une renatmakente pour la formation de

duplex (hétéroduplex et homoduplex pour les indisithétérozygotes / homoduplex
pour les individus homozygotes sains ou mutéspnsked méme principe que pour la
dHPLC.

Une étape d'enregistrement de la courbe de fuses dlplex. La dénaturation
progressive des duplex avec I'augmentation de rfgéeature va étre associée a la
chute de la fluorescence. Chaque séquence d’ADNpodm une courbe de fusion
unique. Lorsque la séquence d’ADN a analyser cotapes variations, la courbe de
fusion sera donc modifiée. En cas de variationsérbgygotes, I'existence
d’hétéroduplex présentant un mésappariement entwg@enodification de la courbe
de fusion alors que cette technique reste peuldensour la détection de variations

homozygotes.

Le criblage de mutations par technique HRM estigéatn utilisant un Light Cycler ® 480

(Roche, France). La recherche de la variation fRT&8 I'exon 2 du gén€RDN est réalisée

par amplification de la région d’intérét et analyse la courbe de courbe haute résolution

(HRM) sur 400 chromosomes témoins a l'aide des aesofRDN 2i5 / 2i3 et en utilisant le

réactif ready-to-use hot star PCR reaction mix®din France) selon les recommandations

du fabriquant (contenant la polymérase, le tamfmigCl, les dNTPs et I'agent intercalent

Sybr Green | dye).

Le programme utilisé est le suivant :

Dénaturation initiale : 95°C 10 min

Amplification : 50 cycles de 95°C 10 sec, 60°C #8,s7/2°C 15 sec avec acquisition
de la fluorescence a la fin de chaque cycle

High Resolution Melting : 95°C 1 min puis diminutiole 2.2°C/sec jusqu’a 40°C et
augementation jusqu'a 95°C avec une augmentatiod°@ésec et une acquisition

continue du signal d’émission de fluorescence d€&5695°C.
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4. ldentification de mutation par séquencage

La procédure se divise en 5 étapes successives :

» Purification des produits d’amplification

Cette étape a pour objectif I'éliminatioles amorces et des dNTPs en excés dans les produits

d’amplification avant séquencage par l'action dupbosphatase alcaline et d'une
exonucléase. Un volume de 1ul d’'ExoSAP-IT (AffymetiParis, France) est ajouté a 5 pl
d’amplifiat et le mélange est ensuite incubé 15 an87Y°C puis 15 min a 80°C.

» Réaction de séquence

A I'amplifiat purifié, seront ajoutés 'amorce décgencage et le réactif BigDye Terminator
v3.1cycle sequencing kit contenant les dNTPs, $TdPs* marqués par un fluorophore et
une polymérase (Applied Biosystem, Foster City,t&=tinis). Un volume de 0.5 a 6 pl

d’amplifiat purifié est utilisé pour la réaction dequence, en fonction de lintensité de
I'amplification, avec 2,25 ul de le réactif BigDyBerminator dilué, 1,6 pl d’amorce de

séquencgage a 2 pmol/ul, complété par de I'eau jal.1l0e programme permettant la réaction
de séquence comprend une dénaturation initiale @ 26hin suivie de 25 cycles de réaction
de séquence (96°C 10 sec, 50°C 5 sec, 60°C 4 hargonservation est réalisée a 4°C.

» Purification du produit de réaction de séquence

La purification du produit de réaction de séquepesmet d’éliminer les réactifs en exces et
de reprendre le produit final dans une solutiorpé&aa la migration électrophorétique.

Le protocole repose sur une purification EDTA étllaBrievement, un mélange contenant le
produit de réaction de séquence plus 1 pl d’'EDTB dM, 1ul d’acétate de sodium 3 M, 50
ul d’Ethanol 100% est incubé a température ambi@fkg 15 minutes puis centrifugé 45
minutes a 2000g & 4°C. Le surnageant est éliminégbaurnement et centrifugation bréve a
180 g. Le culot est ensuite repris par 65 pl déthasr0%, homogénéisé par vortex et
centrifugé a 1650 g pendant 15 min a 4°C. Le swaapest a nouveau éliminé par
retournement et centrifugation breve a 180 g. Letcs#ché a TA 15 min est repris par 15 pl

de Hi-Di formamide (Applied Biosystem, FosteryCEtats-Unis).
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» Electrophorése capillaire
Les différents échantillons préparés ci-dessus surduits dans une plague 96 puits et
chargés sur un séquenceur ABI Prism 3130XL poulisg¥al’électrophorése capillaire

(Applied Biosystem, Foster City, Etats-Unis).

» Analyse bioinformatique
La recherche de variations a partir de I'électroppéamme est effectuée a I'aide du logiciel
d’analyse de séquence Segscape V2.5 (Applied Bersys-oster City, Etats-Unis).

5. Haplotypage

» Veérification de paternité a I'aide du kit AmpfSTRentifiler®
Lorsqu’une variation est identifiée chez un probdadecherche de la mutation identifiée est
réalisée chez le pére et la mére du proband pat@HR séquencage. Si la variation n’est
pas retrouvée chez les parents, il s’agit le plubagislement d’une néomutation ou d’'un
défaut de paternité. La paternité est alors vérifiar 'étude de 15 marqueurs génomiques de
type microsatellites et un marqueur de sexe (Anexlog CSF1PO, D2S1338, D3S1358,
D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S359, D188535433, D21S11, FGA, THO1,
TPOX et VWA). L'étude de ces marqueurs chez le andb son pere et sa mere permet
d’identifier pour chaque marqueur l'origine possilgaternelle d’'un allele et maternelle de
I'autre alléle. Une discordance de transmissionigaau de I'allele paternel fera évoquer une
erreur de paternité.
Cette étude est réalisée en utilisant le kit Am@Sdientifiler® (Applied Biosystem, Foster
City, Etats-Unis) selon les recommandations duidaiant. Le principe repose sur une PCR
multiplex avec pour chaque couple une amorce margquéluorescence. Quatre fluorophores
différents sont utilisés pour éviter le chevaucheimde fragment de méme taille pour
différents marqueurs sur un méme canal. La taille flagments amplifiés par PCR est
déterminée par migration en électrophorese cali#res ajout préalable d’'un marqueur de
taille fluorescent (séquenceur ABI Prism 3130 Xlpphed Biosystem, Foster City, Etats-
Unis). Les résultats sont interprétés a l'aide dgidiel d’analyse bioinformatique
GeneMapper® (Applied Biosystem, Foster City, Etadiss).
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» Etude de ségrégation par marqueurs microsatgllisgagéniques du gendrRDN
L’ADN des différents membres de la famille est gaélpar cinqg marqueurs microsatellites
juxtagéniques du geneRDN : D6S1712, D6S979, D6S988, D6S1639 et D6S408ribeipe
est identique a celui du kit AmpfSTR Identifiler®ara en uniplex. Il repose sur I'analyse de
la taille des fragments fluorescents amplifiés glactrophorese capillaire. A un volume final
de 25 pl d’'un mélange pour PCR contenant 50 ng élAd&nomique, 200 uM de chaque
dNTP, 0,25 unité de Taqg polymérase, sont ajoutépriibles de chaque amorce 5 et 3,
I'amorce sens étant marquée par un fluorochroméM(FAe programme d’amplification est
le suivant : dénaturation initiale & 95°C pendannitOsuivie de 28 cycles d’amplification
(94°C 1 min, 59°C 1 min, 72°C 1 min) et une élomgafinale a 60°C pendant 1 heure. Un
volume de 0.5 pl de 'amplifiat et de 0.5 pl du quaeur de taille GS 500 (-250) LIZ (Applied
Biosystem, Foster City, Etats-Unis), est ajusté aplOavec de la formamide (HI-DI
formamide, Applied Biosystem, Foster City, Etatdnis). Le mélange est dénaturé pendant 2
minutes a 95°, mis dans la glace pendant 2 mintagd@re analysé par électrophorése
capillaire (séquenceur ABI Prism 3100, Applied B&tem, Foster City, Etats - Unis). Les
résultats sont analysés avec le logiciel GeneMappé@pplied Biosystem, Foster City, Etats-
unis).

6. Mise en évidence d’'une mosaique somatique

» PCR allele spécifique (PCR-ARMS Amplification Refrary Mutation System)
L’existence d’une mosaique germinale et somatique [a mutation ¢.7202G>A dans I'exon
47 du geneRYR2 a été évoquée chez lindividu I:2 de la famille 8 méthode de PCR-
ARMS est utilisée pour mettre en évidence la présete I'allele muté au niveau de 'ADN
leucocytaire chez cette patiente. Trois amorcdéréifites ont été congues : une amorce sens
commune localisée a la fin de la partie 5’ de l®eXd (5'-GT TCC TCC TTT TCC CCT CA-
3’), et deux amorces antisens spécifiques, 'unéatlele sauvage et I'autre de I'allele muté,
divergeant par le nucléotide c.7202 en 3 : respectent 5'-ATG CAT CTC AGG AGC
GC-3' et 5-ATG CAT CTC AGG AGC GT3'. Deux PCR sont réalisées : une avec I'amorce
commune et 'amorce spécifique de I'allele sauvagane avec I'amorce commune et celle
spécifiqgue de l'alléle mutée. L'amplification deADN dans les deux conditions démontre

I'existence de l'allele muté et de l'allele sauvageez l'individu analysé. Un témoin
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homozygote sain est utilisé comme contrdle pouidealla spécificité de la PCR utilisant

I'amorce spécifique de I'alléle muté.

» Détermination semi-quantitative du taux de mosaieisomatique par HRM

Le taux de mosaicisme pour l'alléle muté dans 'AD& I'individu I:2 de la famille 33 est
estimé de maniére semi-quantitative par HRM. L’afigation PCR et I'analyse HRM sont
réalisées comme décrit dans le paragraphe précédght Cycler ® 480, Roche, France).
L’ADN (hétérozygote G/A) du proband est mélangécawe ADN contrdle (homozygote G) a
des dilutions de 10, 25, 50, 75 et 90 %. L’ADN doljand, les dilutions réalisées et 'ADN
contrdle permettent d’obtenir une gamme semi-qtatiie d’ADN muté. Des ADN extraits
a partir de cellules buccales, urinaires et leutaom®s maternelles sont analysés par HRM.

» Estimation du taux de mosaicisme leucocytaire @guancage des clones obtenus par
Topo TA cloning a partir du produit PCR de ’ADNulcytaire du patient.

L’existence d'une mosaique germinale et somatiquer ga mutation ¢.11836G>A ;
p.G3946S dans I'exon 88 du geR¥R2 a été évoquée chez l'individu I:1 de la famille K&
présence de l'allele muté a I'état de mosaiqueresdterchée par séquencage des clones
obtenus a partir du produit d’amplification PCRI@N leucocytaire maternel. L'exon 88
et ses bornes introniques sont amplifiés par P@Rrér de 'ADN leucocytaire. Les produits
PCR obtenus sont clonés dans le plasmide pCR2.filieant le kit de clonage TopoTA selon
les recommandations du fabriquant (Invitrogen, @dtgntoise, France). Les ADN de
soixante-douze clones sont extraits et sequencasmisséquenceur ABI PRISM 3130 Genetic
Analyzer. Le taux de mosaicisme est estimé en métant le taux de clones porteurs de la

séquence mutée (% de mosaicisme = % de clones rRRjés
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V. Criteres de pathogénicité des variations
nucléotidiques

La nature de la variation est fondamentale pourduévason caractére pathogene. Les
mutations non-sens, les microdélétions, les micestis et les mutations d’épissage
entrainent une modification importante de la ségegrotéique ou un décalage du cadre de
lecture responsable de l'apparition d’'un codon gi@maturé. La présence d’'un codon stop
prématuré entraine soit la synthése d’une prot@éor@uée non fonctionnelle ou instable, soit
la dégradation de 'ARNm via le mécanisme nonsemssliated mMRNA decay (NMD,
(Khajavi et al., 2006)). Le caractére causal olh@géne de ces mutations est admis. Par
contre, les variations faux-sens, les variationsosymes ou les changements affectant les
séquences introniques peuvent étre plus sujettssassion.
Nous avons utilisé différents criteres pour défiaicaractere pathogene d’une variation faux-
sens (Cotton and Scriver, 1998; Richards et aO820

1. Degré de conservation de I'acide aminé

2. Nature du changement physico-chimique de l'acidméam

3. Prévalence de la mutation

4. Ségrégation de la mutation avec la pathologie tafamille

5. Analyse fonctionnelle de la mutation.
Les études directes prouvant la causalité fonctimies mutations faux-sens ne sont pas
toujours réalisables et seuls les 4 premiers esteont alors retenus.
Une variation est considérée comme polymorphe fratinogéne) lorsqu’elle est retrouvee
dans une population contréle a une fréequence supéra 1% ou lorsqu’elle est répertoriée
comme polymorphisme dans les bases de donnéesidetsgNCBI SNP database, 1000
genomes project, Genome Variation Server, Exom@&wan Server). On notera toutefois

que la prévalence des mutations récessives dansopugation témoin n’est pas nulle.
Dans notre étude, une variation faux-sens est retemmnme probablement pathogene si :

- elle modifie un acide aminé conservé,

- elle est non-conservative sur le plan physico-ctiraj
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elle est absente d’'une population contréle de 2dvidus (400 chromosomes) pour
une variation dominante ou si elle est absentexisteeisolée a I'état hétérozygote
pour une variation récessive,

elle ségrége avec la pathologie dans la famille

elle est survenue chez le proband (mutati@novo)

elle est déja décrite dans la pathologie

elle a été validée fonctionnellement.

La probabilité du caractere pathogene de la vaniaéi également été évaluée a l'aide de
logiciels de prédiction (SIFT, Polyphen, SNPs3D,uBn8NPsandGO, SNAP, adresses des
sites informatiques dans le chapitre spécifiquérede document).

Le caractére pathogéne des variations synonymes®ahangements affectant les séquences

introniques, en dehors des sites consensus d'@pissanneur GT et accepteur AG, est

évalué sur des criteres proches :

la prévalence de la variation dans la populatidimé&g en recherchant la mutation
dans une population contréle de 200 individus

la conservation du nucléotide affecté

sa position dans la séquence (inhibition ou aloolities sites d’épissage existants,
création ou activation de sites cryptiques)

la ségrégation du variant avec la pathologie darfarhille

I'analyse des transcrits.

L’impact sur I'épissage d’une variation synonymeiruonique est prédit a I'aide de logiciels

de prédiction (NetGene2, Gene Splicer et Autom&ptice Site Analyses). La validation

fonctionnelle de la variation est réalisée a I'aidlen minigene d’épissage.
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VI. Etude par minigene des mutations
c.381C>T et c.939+5G>C du gene CASQ2

1. Synthese des mirjenes et clonag

Chaque minigéne est desside maniere a inclure I'exon concerné parariation étudiée et

exons flanquants de part d’autre (Figure 34).Pour inclure la mjorité des élémen

régulateus d’épissage, leminigéne contient plus de 200 nucldes des séquenc

introniques en amont et enal de chaque exon inclus dans le minigerz minigéene est dor

constitué de la succession trois exons avec leurs bornes introniqueur chacunLa taille

de la séquence constituées trois exons et de leur séquence irque flanquante e:

inférieure a 1500 pb. Des ¢s de restriction sont inclus dans la séqu a chaque extrémi

des séquences introniquesir faciliter le clonag:

Figure 34. Repésentation schématigie des minigénes WT9, MT9, WT3 et MT.

A. Constructions utilisées pour I'étude de lamutation ¢.939+5G>C du géne CASQ2

Xho! M !

Minig_éne ) \ —{ Exong HH Exong HH
(contient la séquence sauvage de l'exon )

Exan 10

Xho! M !

Minigéne MTI
{contient la mutation c.939+5G>C dans l'intron 9 Exon3 7/ Exond

Exon 10

B. Constructions utilisées pour I'étude de lamutation ¢.381C>T du géne CASQ2

Xho! M !

Minigéne WT3 /
[contient la séquence sauvage de l'exon 3) Exand / Exan3 7/

Exon 10

Xho! M !

Minigéne MT3
[contient la mutation c.381C=T dans l'exon3 4{ Exon8 HH

Exon 10

Pour I'étude de la mutation 939+5G>C, un minigene sauvage WT9 ¢ynthétisé, contena

dans le sens 3, la succesion des séquences des exons 8, 9 et | geneCASQ2 avec

environ 200 pbntroniques e part et d’autre de chaque exon. La min ¢.939+5G>C et

introduite par mutagenese gée dans le minigéne sauvage permettarbtenir un minigene

muté MT9. Les deux minienes sont synthétisés et clonés cle plasmidepUC57 par la

sociéé Genscript (Piscataw, Etats-Unis). Chaque minigene est solgié dans un plasmic

d’expression pCl_neo.
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Pour I'étude de la mutation ¢.381C>T; p.=, un mémig sauvage contient I'exon 3 avec ses
bornes introniques en lieu et place de I'exon 9réirpdu minigéne WT9. En pratique, I'exon
3 avec les bornes introniques est amplifié a pdetif ADN du patient porteur de la mutation
c.381C>T a I'hétérozygote a I'aide d’'amorces sdrenésens comprenant dans leur partie 5’
les sites de restriction des enzymes MIul et Ssdpectivement. Le produit d’amplification
est ensuite cloné dans le plasmide pCR®2.1 a l'did&it de clonage TOPO®TA selon les
recommandations du fabriquant (Invitrogen, CergptBise, France). Aprés purification et
séquencage, le plasmide pCR®2.1 contenant la ségsamvage de I'exon 3 ou la séquence
mutée en position ¢.381C>T et le plasmide pClnedestant le minigene WT9 sont digérés
par Mlul et Sall. Apres purification des produits digestion, la séquence de I'exon 3 sauvage
ou mutée est insérée en lieu et place de 'exom8 kaplasmide pCineo par ligation (Rapid
DNA ligaton kit, Roche, France). Nous avons airigeau un minigene sauvage contenant la
succession des séquences des exons 8, 3 et 1Q@Ww @b introniques de part et d’autre de
chaque exon, WT3 et un minigéne équivalent pordeula mutation ¢.381C>T, MT3 insérés
dans pClI_neo.

Les différentes constructions sont séquencéesvmifier les séquences des minigenes WT9,
MT9, WT3 et MT3.

2. Culture cellulaire et transfection

Les cellules HEK-293 sont cultivées en milieu DMEMO% SVF et 1% pénicilline-
streptomycine, a 37°C, 5% GQnvitrogen, Cergy-Pontoise, France).

Trois pg d’ADN plasmidique de chaque constructishigilisé pour une transfection avec 10
ul de réactif Exgen 500 pour 350 000 cellules HER par P35 selon les recommandations

du fabriquant (Euromedex, Souffelweyersheim, France

3. Extraction de I'ARN total cellulaire, RT-PCR et analyse des
produits d’amplification

Quarante-huit heures apres transfection, les esllidont récoltées par trypsination et
centrifugation 5 min a 1600 g. Les culots cellidaisont solubilisés par ajout de 100 ul de

réactif TRIzol (Invitrogen, Cergy-Pontoise, Etatsit) puis 'ARN total est extrait en
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utilisant le kit Pure linkRNA minikit en suivant derecommandations du fabriquant
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France).

L’ADN complémentaire est synthétisé a partir de BG 1 pg d’ARN a l'aide d’oligodT. Le
cDNA spécifigue complémentaire de I'ARN issu depl&sage du minigene est amplifié a
I'aide d’amorces pClneo_F et T3R situées dans dmesgce du plasmide pClneo de part et
d’autre de la séquence du minigéne (annexe 3, (&&uoeo et al., 2007)).

L’analyse de la taille des produits d’amplificatiest réalisée par migration électrophorétique
et séparation des fragments amplifiés sur gel démga0.8%. Aprés extraction du gel et
purification (kit Qiaquick gel extraction, Qiagevienlo, Pays-Bas), I'analyse de la séquence

des produits amplifiés est réalisée par séquencage.
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VII.Caractérisation fonctionnelle de la
mutation p.T59R du gene TRDN

1. Anticorps

Les anticorps primaires et secondaires utilisés@us de cette étude sont listés dans les

tableaux 6 et 7, ainsi que les dilutions utiliséesmmunofluorescence (IF) et en immunoblot

(IB).

Tableau 6. Anticorps primaires utilisés.

Cible Séquence peptidique Espéce Dilutions Origine
IF Immunoblot
Triadine (partie N-terminale) TEITAEGNASTTTTVIY Lap 1/1000 1/10 000 Maison
CT1 rat (partie C-terminale) YGGPKRILDKKQI Lapin, Coleay 1/1000 1/10 000 Maison
CT1 souris (partie C-terminale) RRQQEVQRE Lapin 1/500  1/10 000 Maison
RyR Lapin 1/10 000 Maison
RyR (partie C-terminale) CFRKQYEDQLS Cobaye 1/200 Maiso
Calnexine Lapin 1/500 Stressgen
Alpha-tubuline Souris 1/500  1/5000 Sigma
Climp 63 Souris 1/500  1/1000 Alexis Biochem
Na'/K* ATPase Souris 1/2000 Millipore

La séquence peptidique est celle qui a été utifieée 'immunisation (Neosystem®, Strashourg, Fegnc

Tableau 7. Anticorps secondaires utilisés.

Espéce cible Couplage Dilutions  Origine

Immunofluorescence

Lapin HRP 1/10 000  Jackson Immunoresearch
Souris HRP 1/10 000  Jackson Immunoresearch
Immunoblot

Souris Cyanine 3 1/500 Invitrogen

Cobaye Alexa 488 1/500 Invitrogen

Lapin Alexa 488, Cyanine3  1/500 Invitrogen

2. Mutagenése du cDNA de CT1 de rat

L’ADNc de CT1 de rat avait été cloné au laboratavant le début de ce travail et inséré dans
le plasmide d’expression de cellules de mammifggeBNA3.1 (Invitrogen, Cergy-Pontoise,

France, (Vassilopoulos et al., 2005)). Le codomespondant au résidu thréonine en position
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59 est changé en arginine par mutagenése dirigaglisant le kit Quik Change ® Il XL Site
Directed Mutagenesis (Stratagene, Etats-Unis).tidauction de la mutation est ensuite

vérifiée par séquencage de l'intégralité de lacmégiodante pour CT1.

3. Etudes de surexpression de CT1 de rat dans une liga cellulaire

non myogénique, les cellules COS-7.

» Culture de lignée cellulaire COS-7
Les cellules COS-7 sont une lignée de cellulesledrie singe vert n’exprimant ni la protéine
CT1, ni aucune autre isoforme de triadine. La legaét cultivée en milieu DMEM, 10% SVF

et 1% pénicilline-streptomycine, a 37°C, 5% Ggvitrogen, Cergy-Pontoise, France).

» Transfection
La surexpression de CT1 sauvage ou mutée p.T59Fastée par transfection du plasmide
pcDNA3.1 contenant les séquences codantes de QIvaga ou mutée. Les cellules COS-7
sont transfectées en utilisant le réactif Exgen (d@omedex, Mudolsheim, France) selon les

recommandations du fabriquant (Tableau 8).

Tableau 8. Conditions de transfection

Boite de pétri Quantité d'ADN  Volume de réactif Nombre de cellules
(diametre en mm) (ug) Exgen par boite
P35 3 10 200 000
P60 5 15 600 000

» Immunofluorescence indirecte

Vingt-neuf heures apreés transfection, les cellalg@mnt poussé sur lamelle de verre sont fixées
au méthanol pur pendant 6 minutes a -20°C. Apréx davages au PBS, la membrane
plasmique est perméabilisée au PBS-T (PBS-Twedh12® v/v). Les cellules ainsi fixées et
perméabilisées sont ensuite mises a incuber eenégles anticorps primaires anti-CT1 de
rat (partie C-terminale) et anti-calnexine ou afpkha tubuline dilués dans du PBS-T pendant
60 min TA. Apres 3 rincages de 5 minutes au PB&4g cellules sont mises en présence des
anticorps secondaires fluorescents adaptés persflambin TA a I'obscurité. Aprés trois
rincages de 5 min au PBS-T et un rincage au PBSdilules montées entre lame et lamelle a
I'aide de Fluorsave® (Calbiochem, Etats-Unis) eteob&es en microcopie confocale (Leica

SPE, Wetzlar, Allemagne). Cing cents cellules prtzsg un marquage de la triadine ont été
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comptées a partir de trois expériences de tramsfectdépendantes pour la quantification des
différents phénotypes.

Pour les études de marquage des protéines mentegnias cellules sont fixées avec du
paraformaldéhyde dilué a 4% dans du PBS (PFA 4%lgo& 10 min TA. Les cellules sont
incubées en présence d'un anticorps de cobayeédaumtre la partie C-terminale de la
triadine CT1 de rat. Les cellules sont ensuite gairiisées avec de la saponine dilué a
0,05% dans du PBS, puis incubées en présence dticogps de lapin dirigé contre la partie
N-terminale de la triadine de rat. Les cellulestsamsuite mises en incubation en présence
d’anticorps secondaires dirigées contre les Ig@Gpim conjugués a la cyanine 3 et de cobaye
conjugué a I'Alexa 488.

Les dilutions utilisées pour les anticorps sontqués dans les tableaux 6 et 7.

» Etudes d’expression protéique
La concentration des anticorps est indiquée dantatldeaux 6 et 7, le pourcentage de Tween
20 dépend des Anticorps utilisés : 0,1% pour lescams purifiés, 0,5 ou 0,3% pour les
sérums non purifiés.

- Lyse cellulaire, immunoblot
Aprés une transfection de 16 a 24 h, les cellutesudture sont rincées deux fois par du PBS
sans C& ni Mg?* puis incubées 5 min & 4°C en présence de RIPAN@5Tris pH=7,6, 150
mM NaCl, 1 % NP40, 1% sodium déoxycholate, 0,1% BSBISd’inhibiteurs de protéases
(PMSF 0,2 uM, DFP 1 mM). Le lysat cellulaire estugeré par grattage puis centrifugé 15
min a 20 000 g 4°C pour éliminer 'ADN et les débekellulaires. Le surnageant contenant les
protéines est transféré dans un autre tube. LéSipes sont ensuite dosées dans le surnageant
selon la méthode de Folin. Dix-huit microgrammespd&éines sont déposées sur gel pour
électrophorese et transfert. Les électrophorésgg&alisées sur gel a 15% de polyacrylamide
avec une migration a 150V suivi d’'un transfert sae membrane Immobilon P (Millipore)
pendant 2 heures a 0,5 A dans du tampon de trai2@&n méthanol, Tris 25 mM, Glycine
192 mM, SDS 0,025%). Les membranes sont saturéemiBQtes dans du tampon de
saturation PBS-T, 4% lait. Les membranes sont engucubées sur la nuit a 4°C avec un
anticorps primaire de lapin anti triadine de rar{ie N-terminale) dilué dans du tampon de
saturation. Apres 5 lavages de 5 min par du PBIBsTimembranes sont incubées 3h TA avec
les anticorps secondaires anti IgG de lapin couglés péroxidase (HRP). Les membranes
sont lavées 3 fois 10 min dans du PBS-T puis |&leéwn est faite avec un substrat

chémiluminescent de la péroxidase (Picoluminol, riftescientific, Rockford, Etats-Unis).

102




Dans un deuxieme temps, une détection du tauxhdiatipbuline est réalisée pour évaluer le

taux de protéines sur la membrane.

- Etude de biotinylation des protéines de surface
Vingt-neuf heures apres transfection, les cellll&€3S-7 sont lavées avec du PBS et les
protéines de surface membranaire sont biotinylaagiksant le réactif sulfo-NHS-SS-biotine
(Thermoscientific, Rockford, Etats-Unis) selon lexommandations du fabriquant. Aprés
biotinylation, les cellules sont lysées avec dugamRIPA. Le lysat cellulaire est récupéré
par grattage puis centrifugé 15 min a 14 000 rp@. 4®€ surnageant contenant les protéines
est incubé avec des billes d’agarose-streptavidfimede lier les protéines de la membrane
cellulaire biotinylées. Apres centrifugation, lelatucellulaire contenant les billes, donc les
protéines membranaires, est lavé. Les protéinesuduageant correspondant a la fraction
protéique sont précipitéees au méthanol-chlorofo(fach et al., 1951). Chaque fraction
protéique est déposeée sur gel pour électrophotésereinoblot. Dans chacune des fractions,
la présence de CT1 (protéine d'intérét), de la/Ka ATPase (marqueur de la fraction
membranaire), et de CLIMP63 (marqueur de la fractidracellulaire) est étudiée a l'aide
d’anticorps spécifiques. L'expérience de biotingata été réalisée deux fois pour controler

la répétabilité du résultat obtenu.

- Etude de la stabilité de CT1 par réalisation d’acimeétique au cycloheximide.

Le cycloheximide (CHX) est un agent pharmacologiquebiteur de la synthése protéique
chez les eucaryotes. Vingt heures apres transfedésrcellules transfectées ont été rincées
avec du PBS sans calcium ni magnésium puis mises da milieu sans sérum et traitées
avec 50 pg/ml de CHX pendant 0, 30, 60, 90, 180, 3. Ensuite, pour chaque temps
d’incubation, une détection de la quantité de triadirésente a été réalisée en immunoblot.
Brievement, un traitement au RIPA a permis d’obiteni lysat cellulaire qui a été centrifugé.
Apres centrifugation, les protéines du surnageah&te précipitées au méthanol-chloroforme
et I'intégralité du précipitat a été déposé surpgrlr €lectrophorese, transfert et révélation des
protéines d’intérét. L'intensité du signal de ré&n a été quantifiée a I'aide d’'un imageur
munie d’'une caméra CCD, Chemidoc XRS et d’'un |lajidianalyse d’image Quantity One
(Biorad, Hercules, CA, Etats-Unis). Chaque exp&eea été réalisée trois fois afin d’obtenir

des données suffisantes pour la réalisation d'étatiistiques.
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- Etude de la dégradation de la protéine CT1 par ila pmtéasomale (traitement au
MG132)

Le MG132 est une drogue pharmacologique inhibanprtgéasome, voie majoritaire de
dégradation des protéines cellulaires. Vingt heapggs transfection, les cellules transfectées
sont traitées pendant 6h avec du MG132 50uM potipéntta voie protéasomale ou avec du
DMSO 0,2% pour le contréle. Une analyse ultérigquantitative en Western blot est réalisée
selon la méme procédure que pour la cinétique aiolvgximide. Chaque expérience est
réalisée trois fois afin d’obtenir des données isaifites pour la réalisation d'études

statistiques.

4. Transduction in vivo de CT1 dans des cardiomyocytes de souris
KO TRDN a I'aide d’AAV2/9 recombinants

L’ensemble des procédures utilisant des animauxéaagprouvé par le comité d’éthique
institutionnel de l'Institut des Neurosciences deer@@ble et suit les recommandations du
guide du conseil national de la recherche pouiliBation et la prise en charge des animaux

de laboratoire.

» Production de virus AAV2/9 recombinant
Dans un premier temps, les cDNA de CT1 de rat gpeal mutée p.Thr59Arg sont sous-
clonés dans le plasmide pZac2.1. A partir de cenplde, les virus AAV2/9 contenant le
cDNA de CT1 de rat sauvage, AAV9-CT1 ou muté Thr59Arg, AAV9-CTTR sont
produits par la société Penn Vector Core (Philgitiel, USA). L'ensemble des transgénes
utilisés sont sous le contréle d’'un promoteur CNI¥.choix du virus AAV2/9 a été fait en

raison du tropisme cardiaque de ce sérotype.

» Transductionn vivo
Des souris KOTRDN préalablement obtenues au laboratoire sur un ©5@B16 ont été
utilisées pour les expériences de transduction (@ddoal., 2009).
Chaque souris a été anesthésiée avec de la Xyléingg/g) et de la Ketamine (100 ug/g)
afin de réaliser une injection unique dans la veleela queue contenant 2'i@opies de
génome viral diluées dans 100 pl de 150 mM NaGl.sBuris males de deux mois (19-24 Q)
ont subi une injection de virus AAV2/9 contenarRDNc de CT1 de rat sauvage (AAV9-
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CT1") et six autres souris similaires une injectionvitas AAV2/9 contenant le cDNA de
T32 de rat muté p.T59R (AAVI-CTTF).

Un mois aprés linjection de virus AAV9-CT1 ou AAV9-CTI™R dans les souris KO
TRDN, les souris sont euthanasiées par dislocationaadeviLe cceur est rapidement prélevé
et perfusé de maniéere rétrograde a 37°C pendanB@mén avec une solution de Tyrode
modifiée (NaCl 113 mM, KCI 4,7 mM, KO, 0,6 mM, NaHPO, 0,6 mM, MgSQ 1,2 mM,
NaHCG; 12 mM, KHCGQ 10 mM, HEPES 10 mM, Taurine 30 mM, pH=7,4) contdrde la
liberase a 0,1 mg/ml (Roche, France). Les cardiogtgscisolés ont été ensuite transférés

dans la méme solution, mais sans enzyme, en pegent mM CaGl

» Etude d’expression des transcrits obtenus a phettardiomyocytes transduits
Le taux d’ARNm dans les cardiomyocytes des sougisstuites avec le virus AAV9-C1
ou AAV9-CT1™R est déterminé par RT-PCR semi-quantitative. Brigant, '’ARN total est
extrait a partir de la préparation de cardiomyogyselés en utilisant le réactif TRIzol et le kit
PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen, Cergy Pontoisdsrance). Le brin complémentaire
d’ADNCc est synthétisé a partir de 500 ng d’ARN taa utilisant une amorce oligo dT. Une
amplification du transcrit CT1 de rat est réalisékaide d’'un couple d’amorces spécifiques
T32ratF et R, a partir de 5ul d’ADNc pur, ou dilag 1/10 ou au 1/100. Une amplification
PCR du transcrit GAPDH est réalisée comme geneodgdte a partir de 1l de cDNA pur,
ou dilué au 1/10, ou au 1/100, en utilisant les r@e® sens et antisens GAPDHF2 et R2
respectivement. Les produits d’amplification ont wetes été déposés sur gel d’agarose 2%
contenant du Gel Red® (Roche, France) au 1/10 @90, et visualisé sous ultraviolets. Les
amorces du transcrit GAPDH ont été choisies de wdkte qu'une amplification éventuelle
par une contamination d’ADN aurait été vue en prsaii un produit PCR de 220 pb,
visualisable sur gel le cas échéant. L'analyseéaédlisée a partir de 'ARN extrait de deux
souris transduites AAV9-CT et trois souris transduites AAV9-CTR

» Immunofluorescence indirecte
Les cellules sont déposées sur des lamelles redeawde laminine, fixées 15 minutes avec
de la PFA 4%, perméabilisées 30 minutes dans du®®B% Triton X100, puis saturées 1h
dans du PBS-0,1% Triton X100, 0,5% BSA, 2% séruncldévre puis incubées avec les
anticorps primaires dirigés contre la partie C-ieate de CT1 de rat et de souris et contre la
partie C-terminale du RyR puis secondaires, sela pmocédure identique a celle utilisée

pour les marquages sur les cellules COS-7.
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» Immunoblot
Les cardiomyocytes ont été homogénéisés par samcat 4°C pendant 15 secondes en
présence d’inhibiteurs de protéases (1 mM DFP, g0 PMSF). Cent microgrammes
d’homogénats de cardiomyocytes ont été analysésestern blot quantitatif comme décrit
précédemment. Les anticorps secondaires utilisésvesiern blot étaient marqués avec
'HRP.

5. Analyses statistiques

Les analyses statistiques réalisées utilisentskede Student pour I'étude au MG132 et le test
de Fisher pour les comptes en IF et I'étude auotylimide, en utilisant le logiciel Prism 4.0
(GraphPad, San Diego, Etats-Unis).
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Les analyses génétiques couvrant la recherche tiions chez les patients ont été réalisées
au laboratoire de Biochimie et Génétique Moléceldin CHU de Grenoble, a I'exception des
mutations citées ci-apres. Les mutations p.A2394G;4020L, p.E4076K, p.N4104l,
p.G4662S, p.HA4762P et p.P4902L du g&¥R2 ont été identifiees dans I'équipe Inserm
U582 de l'Institut de Myologie (Postma et al., 2p0ainsi que les mutations p.R33*,
c.546delT du gene€CASQ2 tandis que la mutation ¢.737+1G>A du ge@ASQ2 a été
identifiee dans le département de biologie de Versité de Padova, Italie (Hayashi et al.,
2009a; Postma et al., 2002; Roux-Buisson et al. 1B Les résultats d@YR2 ont été inclus
dans les résultats présentés pour disposer d’umatechomogéne de patients, méme s'ils ont
été réalisés a I'extérieur. Les analysesCA&Q?2 citées ci-dessus ont été poursuivies par la
recherche d’'une éventuelle seconde mutation aurdéhice de Biochimie et Génétique
Moléculaire du CHU de Grenoble.

La caractérisation fonctionnelle des mutations idsgge du gen€ASQ2 et de la mutation
p.T59R du gendRDN ont été réalisées au sein de I'équipe 4 de l'ulmg&Erm U836 de
Grenoble. La préparation des cardiomyocytes prigsa@r été réalisée en collaboration avec
'unité Inserm U1046 de Montpellier. Les étudesraiiunofluorescence et d’immunoblot &
partir des cardiomyocytes primaires ont été réadiggar Marine Cacheux dans le cadre de son
doctorat au sein de I'équipe 4 de I'Unité InsernB86/8e Grenoble.
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RESULTATS et DISCUSSION




Partie 1. Genes RYR2 et CASQ2
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I. Mutations du gene RYR2

1. Taux de mutations identifiées

L’analyse du gen&kYR2 a été realisée chez 211 probands. Un peu plua deoitié de la
séquence codante du gdR¥R2 a été analysée pour chaque proband (exons 30812 5 15,

17 a 19, 21, 26, 37, 40 a 50, 72, 73, 83, 86 a\1dibmatériels et méthodes). Des mutations
du géneRYR2 sont identifiées chez 75 probands, soit 36 % déwidus testés (Tableau 9).
Quarante patients étaient de sexe féeminin et 3&ege masculin. L'age moyen de survenue
des premiers symptémes est de 11 ans (+/- 8 aask Dcas, le diagnostic a été évoqué suite
au déces du proband dans un contexte évocate@ ca@slde MS/ACR). Parmi les 67 patients
survivants, le motif de consultation initial était arrét cardio-respiratoire récupéré (n=14), un
bilan de syncope(s) survenue le plus souvent darcentexte évocateur (n=33, 5 en nageant),
plus rarement a cause de palpitations ou de maldise3). Dans 18 cas, les symptébmes
n'étaient pas précisés.

Il est a noter que sur les 98 probands adresséke mantre de référence de Paris apres un
diagnostic établi ou une suspicion forte de TVPCétaient porteurs de mutatioR¥R2, soit

un taux d’identification de mutatiom®YR2 de 51%.
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Tableau 9. Présentation des mutations deYR2 identifiées.

. Auge .
Famille :Mutation 20K i Mutation Protéine Exoni Récurrence E;:;;‘ualnes Méomutation | Transmission | Sexe prﬂmiers [atif o= 5;;::5:;:‘:::: Examens paracliniques [ECE repos normal]
SYmphomes
1 4340 A p.ATERD 3 Maon | Ol MNP F MNP IS kP MNP
2 c.BE G A, p.RI1GAC) g Claj | Clui Sporadique F E Syncope | Effort [natation] (MNP
3 ch2TGE: A p.RITER 3 Cui | Sporadique F 16 ACH P P
4 cB2TG: A, p.RITEC) g Claj | A0 ou AR ] MNP Autres MNP ESY bigéminées [Halter { EE)
i cA70G:T p.R1305 [ Man | AD [ MNF ACH MF MNP
[ . EBAG: A p.EE300 0 Maon | A0 F MNP P MF P
7 c.717_T18dupACA, i p.239_240ins0 0 iMon | Ol Sporadique F MNP P MF P
g c. 7268 T p.O242y 10 Owi [non publig) | Clui MNP ] g Syncope | effart MNF
] CPETG: A p.E243k 10 i | A0 F 10 Syncope  Effort [natation]  (RP
10 cI23TT: A, p.S413T 14 Man | n] ] E Syncope | Effort [natation] (MNP
1 c12590G: A p.R420G 1L i | O MNP F MNP ACH MF P
12 12580 T p.R420W 14 Cui | A0 F MNP ACH MF P
13 12580 T p.R420W 14 Cui | MNP [l MNP ACH Effort P
14 12580 T p.R420W 14 Cui | A0 F il 5 MF P
15 . 12590G: A p.R420G 14 [u]1] | A0 F MNP P MF P
16 . 12590G: A p.R420G 14 [u]1] | IF [l MNP P MF P
17 c 12580 T p.R420W 14 Claj | n] ] k] Syncope Effort MNF
12 c 12580 T p.R420W 14 Claj | n] F MNP Syncope Emotion MNF
19 c 12580 T p.R420W 14 Claj | MNP F MNP Syncope Effort Traubles du rythme 3 I'EE (NP
20 o IBBEC: T p.SEEZF 17 Maon HO IF [l MNP P MF P
21 cBIFEG: T pEI7240 37 PEIT24K HO IF [l MNP P MF P
22 cBE4AC: T p.HZ217 43 iMon HO i Sporadique F E ACH Effart [natation] {ESY polymoarphes [EE]
23 cBFATC:T p.S224EL 47 i0ui 1 Clui Sporadique ] 5 Syncope Effort MNF
24 cBPIC:T p.5224EL 44 i Oui 1 Clui Sporadique F 5 Syncope  (Effort NP
25 cEYITC:T p.S2246L 44 | 0ui 1l A0 F MNP ACH MF TV bidirectionnelle « FY
26 cEYITC:T p.52246L 44 i Oui 1l MNP F 4 M5 MNP MNP
27 c.EA52A: G p.ME31EH 46 iMon 1l A0 F MNP P MF P
28 c 159G & pAZIETT 47 i 0ui 1 i Sporadique F T Syncope  (Effort [natation]  (BP
29 c. 158G A p23ETT 47 i0ui 1 Clui Sporadique ] k] Syncope Effort MNF
30 . 7 153G: A p.AZIETT 47 i Oui 1l A0 F MNF ACH MF MNP
il p.AZ3M4G 47 iMon 1l A0 [l 3 ACH MF P
a2 . P202G: & p.Rz2401H 47 i0ui 1 i Sporadique I ] Syncope  Effort [natation]  ( TW polymarphes [EE)
33 . 72025 A, p.R2401H 47 i0ui 1 Oui * A0 ou AR F E Syncope Effort Traubles du rythme 3 I'EE (NP
L) c F206G: & p.C2402Y 47 iMon 1l Clui Sporadique I 12 ACH Effort { Emation  § ESY dimorphes fréquentes [Holker)
35 2080 T p.AZ403Y 47 PAZ403T 1l O Sporadique [l [ ACH Effort P
36 . T234GE A p.GE4IZR 43 iMon 1 MNP [l MNP P MF P
a7 CTAEET: A p.Y 24TER 43 iMon 1l A0 [l MNP P MF P
et 426 TG p.Y 24760 43 iMon 1l IF F MNP P MF P
23 4330 T p.A 2438 43 iMon 1 Sporadique [ 12 15 [P [P




4%

. Age .
Famille Mutation &0Me Mutation Protéine Exon: Récurrence ::;:;lllr:l'ualnes Méomutation | Transmission | Sexe prﬂmiers Motif o= Eégz:;znnf:: Examens paracliniques [ECG repos normal)
symphomes
40 cl332C: T p.L3TTEF 83 i0ui 1l A0 F 10 Syncope i Emotion MF
4 c13E0T =K pVIATETG 83 iMon 1l A ou AR F MF Syncope i Emotion ESY dimorphes fréquentes [Holter, EE]
42 cI1396T:C p.5a79aF 83 iMon 1l i Sporadique ! g Syncope  Effart MF
43 cI4ZET:C p.Faa0aL %4 iMon 1l A0 F 12 IS P MNP
44 c 836G A pGIA4ES B8 i0ui 1l i Sporadique F 10 ACH Effart MNP
45 c 837G A p.G394E0 B8 i GI94ES, GR4EA I i Sporadique ! 3 Syncope  Effart MF
45 c 836G: A p.GI94ES 28 i0ui 1l i ® A ou AR ! MF Syncope  Effart Troubles du rythme 4 I'EE [MNF)
47 c 836G: A p.GI94ES 28 i0ui 1l Sporadique F E Syncope  {Effort { Emation NP
43 929G T p.O3977Y %3 i{Mon 1l A0 F 14 Syncope (WP MNP
43 c 19694 p.A33300 40 iMon 1l A0 ou AR il 16 MNP MNF MNP
i) cI2058T:C p.F4020L 40 i0ui 1l Dui Sporadique F 4 IS Effart MNP
a1 cI2060C: G p.F4020L 0 i0ui 1l Cui a0 I [ Syncope  { Emation NP
b2 c 122265 B p.E407TEE 40 iMon 1l A0 ! i1 Syncope  Effart MF
] c 22720 T p.A40a1Y 40 iMon 1l i MNF F g Syncope  Effart MF
b4 cl22vec: T p.2d0aty 0 iMon 1l A0 F ] ACH MNP MNP
i) c I227eG: T p.ad0aty 0 iMon 1l MNP F MNP MNP P MNP
il c122TG: A, p.Ad0nT 30 ihon 1l Sporadique I 3 Syncope  (Effortf Emotion (NP
57 p.A04] 0 i R4I04E 1l A0 1l 7 Syncope | Effort MNP
it cI23TEC: G p.S4H24R 0 [ SH24G, 5H24T G Dui Sporadique 1l 20 Syncope (WP MNP
53 cI23TIG: A p.Sd24M 0 [ SH24G, 5H24T G MNP 1l MNP MNP P MNP
i cl2404G: T p.Fd36L 0 iMon 1l A0 1l MNP MNP P MNP
El cl2Biza: T phTEY a0 (h4TES 1l A0 F 27 Autres MNF MNF
E2 c12901G: A p 30 0 iMon HO MNP 1l MNP Syncope (WP MNP
i3] c 1303356 C p.O4345H 40 iMon HO Sporadique 5 14 M5 Effort MF
E4 13737 A p.H4E7AG 34 ihon I MNP I MNP MNP P MNP
i3] p.G4EEZS f pHATEZF {93 {Mon I A ou AR ! 16 Syncope  Effart MF
BB cldirda: G p4TERC 43 iMon I Cui Sporadique F 7 P MF MNP
E7 cl42840C: T pHATEZY 93 [H4TEZF I Dui MNP F 4 IS P MNP
i3 c 143G A p AT 00§ O I Cui Sporadique F 12 ACH Effart MNP
i3] c 431G A p.rarTil 00 i 0ui I i Sporadique ! g Syncope  Effart MF
7 c 143G A p AT 00§ O I MNP 1l MNP MNP P Troubles du rythme & 'EE [NP)
T c 431G A p.rarTil 00 i 0ui I A ou AR F 12 Syncope  {Effart MF
72 cI4E53C: A pF485IL 1M {F485IC I Dui Sporadique F 16 Autres P MNP
73 G4EEET: C pF48335 103 iMon IV i MNP F MNF MNP MNP MNP
4 c4705C: T p.F430zL 03 i0ui I i Sporadique F 15 Syncope  Effart ESY polymarphes isolées puis doublets [EE]
Fi] p.F4a0zL 03§ Qi Iy A0 F 12 Syncope i Effart

Abbréviations : NP pour non précisé / Domainesespondant aux points chauds de mutations : Il lIlM et HD pour hors domaine / Transmission : ADur Autosomique Dominant et AR
pour Autosomique Récessif. Il est indiqué AD ou laRsque plusieurs membres d’une fratrie sont &eimais aucun parent, ce qui peut étre lié a @mstnission AR, ou une transmission AD
a pénétrance réduite, ou une mosaique. / Motifots motif de consultation / ACR pour arrét cardéspiratoire / MS pour mort subite-déces post-AQRk@men paraclinique : EE pour

épreuve d'effort, ESV pour Extrasystoles ventriges




2. Nature et topologie des mutations

Au total, soixante-trois mutations différentes B¥R2 ont été identifiées (Figure 35 et
tableau 8).
La tres grande majorité est constituée de mutafeunssens (62/63). Une duplication de trois
nucléotides, ¢.717_719dupACA, a été retrouvée ahrez patiente (proband, fam)7Un
patient s’est révélé porteur de deux mutations -Bens a I'état hétérozygote composite
(proband, fam 65, (Postma et al., 2005)).
La grande majorité des mutations sont des mutapdmges. Cependant, 15 mutations ont été
retrouvées de maniére récurrente. Parmi ces 15tionga 11 sont survenuede novo,
indiquant qu’il ne s’agit pas d’'un allele fondatenais d’une mutation survenant de maniere
préférentielle.
Les mutations sont retrouveées principalement (9886 les 4 domaines de points chauds de
mutations analysés avec une répartition relativememogéne entre les domaines :

- 25 % dans le domaine | (19/76)

- 22 % dans le domaine Il (17/76)

- 29 % dans le domaine Il (22/76)

- 17 % dans le domaine IV (13/76)
Cing mutations sont situées en dehors de ces dosmdingis mutations, p.S552F, p.E1724K
et p.H2217Y, sont situées dans des régions coreeriz& mutation p.H2217Y est survenue
chez le proband étudié, ce qui est tres en faveusate implication probable dans la
pathologie (mutatiome novo, proband, fam 22). La mutation p.E1724K a dé@paibliée
(Postma et al., 2005), observation en faveur depkirtance de I'acide glutamique a cette
place. Toutefois, la pénétrance de la mutation TRED est incompléte puisque la méere du
proband est porteuse asymptomatique de la variéfaom 21). Aucune étude familiale n'a pu
étre réalisée pour le variant p.S552F. Les mutatp43011 et p.D4345H sont situées dans
la région de divergence DR1. En I'absence d’étumeilfale, la nature causale des variants
p.S552F, p.v4301l et p.D4345H ne parait pas évaent
Enfin, la variation p.A2498V (fam 39), identifiée 2005 a été retenue initialement comme
potentiellement pathogene car elle était situées damdomaine connu de mutations (domaine
II) et que l'alanine en position 2498 était congerdans I'évolution (RyR1 et RyR3 humains,

RyR2 des mammiféres). Il semble maintenant qu’ispeiis’agir d’'un polymorphisme rare

* .ge , Pe . - .
Fam est utilisée comme abréviation de famille.
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puisque la variation a été retrouvée deux fois%BI88 alléles dans la base Exome Variant
Server. De plus, la variation a été retrouvée diefrere et la mere du proband qui sont
asymptomatiques.

Aucune autre variation identifiée présentée iciét@retrouvee parmi les bases de données de

variants récentes.
Parmi les 76 mutations identifiées, 27 sont suresigie novo chez le proband et 2 cas de

mosaicisme maternel ont été mis en évidence (farat3®), ce qui constitue un taux de

néomutations de 38 %.
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Figure 35. Répartition des mutations sur la protéie.

Domaine | Domaine Il Domaine llI Domaine IV
AA44-466 AA2246-2534 AA3778-4201 AA4497-4959
25% 22% 29% 17%
L3778F
V3787G
S3799P*
F3808L
G3946D*
G3946S (3)*?@
A165D* S2246L (4)x@ D3977Y
R169Q* N2318H V3990D
R176Q(2) A2387T (3)*@ F4020L (2)*
R190S A2394G E4076K H45790
G230D R2401H (2)* A4091T Y4725C*
239_240insQ* C2402Y* A4091V (3)*@ G4662S/H4762P
D242V* A2403V* N4104I H4762Y*
E243K G2412R S4124R* V47711 (4)*@
S413T Y2476N S4124N F4851L*
R420Q (3)*® Y2476D R4135L V43011 F4889S*
R420W (6) S552F E1724D H2217Y* A2498V N4178Y D4345H P4902L (2)*®
Région
transmembranaire
]
MIRL 2 3 45 LZ1 SPRY 1 SPRY2 SPRY3 LZ2 LZ3
1 1000 2000 3000 40|00 4967

La grande barre horizontale jaune et bleue comstie représentation linéaire de la séquence pendai RyR2 avec les AA figurés en bas en bleu 496¥). Au dessus sont marqués les
domaines répétés MIR 1 a 5, LZ 1 a 3 et SPRY hiad que les régions de divergence DR1 a 3. Laatioas identifiées sont groupées par domainesdegpchauds de mutations |, 11, Il et
IV. Les mutations en gras sont des mutations psivéelles écrites en police fine sont récurrereagmbre qui suit indique le nombre de fois oe®lbnt été identifiées dans les résultats
présentées ici). Les mutations identifiées de nemat figurées par un astérisque (le nombre dedoiglles sont identifiéede novo est indiqué en exposant). Les mutations p.A2394G,
p.F4020L, p.E4076K, p.N4104l, p.G4662S, p.H4762Pp.BB902L du genRYR2 ont été identifiées indépendemment de ce trawikd'équipe Inserm U582 de I'Institut de Myologe
publiées (Postma et al., 2005). Les mutations p2024.E243K, p.S413T, p.R420W, p.H2217Y, p.S22461A2387T, p.A2394G, p.R2401H, p.C2402Y, p.A2498\,3778F, p.S3799P,
p.G3946D, p.G3946S, p.D3977Y, p.V3990D, p.F4020E4pP76K, p.A4091T, p.A4091V, p.N4104l, p.N4178YW4Y71l, p.F4851L et p.P4902S présentées ici orleégant déja été publiées
(Hayashi et al., 2009a). Les mutations p.A165D,1905, p.G230D, p.239_240insQ*, p.S552F, p.E1724N2p18H, p.A2403V, p.G2412R, p.Y2476N, p.Y2476Dy3787G, p.F3808L,
p.S4124R, p.S4124N, p.R4135L, p.V4301l, p.D4345HAP76Q, p.Y4725C, p.H4762Y et p.F4889S ne sonppatiées.




3. Mosaiques germinales

L’existence d’'une mosaique germinale et somatiquétéamise en évidence dans deux

familles.

» Mosaique c.7202G>A; p.R2401H
Dans la premiére famille (fam 33), le proband éait jeune fille (ind 11:3, chez laquelle le
diagnostic de TVPC a été retenu suite a des sysa@oerrentes depuis I'age de 7 ans, et la
mise en évidence de troubles du rythme ventriculairl’'épreuve d'effort. Les salves de
tachycardies ventriculaires, initialement supprism@ar le nadolol, ont récidivé a 13 ans
malgré I'augmentation de la posologie. Un défiataélur implantable a alors été mis en place.
Une TVPC était également fortement suspectée ahefraére cadet (ind Il:1) ayant présenté
une mort subite a 'effort a 'age de 10 ans. T@s autres membres de la famille étaient
asymptomatiques, sans anomalie du rythme cardiaifeelée a 'ECG de repos, ni a
I'épreuve d’effort (Figure 36).

Figure 36. Arbre généalogique de la famille 33.

O—0

I:1 I:2

mos

€.1359C>T Ty T Cjj C

C.6688+93C>A Al A Afl C

€.7202G>A; p.R2401H Gl G GlJA/G

€.11326-23C>T Tj C THT
* I:2 / é é
€.1359C>T NA T |C T |C T{IC
€.6688+93C>A AlA A JC AllA
€.7202G>A; p.R2401H Gl|G G A GJlIG
€.11326-23C>T CT CI|T TIIT

Les symboles plein noirs représentent les indivialtsints, la fleche le proband, la barre un irdiivdécédé, les symboles
blancs les individus asymptomatiques. Les SNPs58Q3T, c.6688+93C>A et c.11326-23C>T ont été analysgs
I'haplotypage. La mutation est figurée en rouges miésigne la mosaique.

“ Ind est utilisé comme abréviation d’individu.
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L’'analyse du géneRYR2 réalisée chez le proband a mis évidence une mutatic
hétérozygote ¢.7202G>A; 2401} (Figure 36. Il s’agit d’'une mutatiorrécurrente observe
2 fois dans notre étude et d publié« (Aizawa et al., 2005).a mutation 'a pas été retrouve
chez le pere et la fratrie svivante du proband (ind I:1, 1I:2 et 11:4). 1 niveau de 'ADN
leucocytaire maternel (ind2), le séquencage de la région d’intéréggérait la présen
d’'une mosaique somatiquear il existait un signal correspondant a lesence d’une adénir
en position ¢.7202, en plus: la guanine de référence. L’intensité du al était cependant
faible que la possibilité d’'usignal lié a un artéfact technique ne pouvtre éliminée (Figur
37).

Figure 37. Séquencage de la poiit ¢.720: du géneRYR2 chez le proband sa mére et un indvidu homozygote sain

GGACRCTGTI

Ind 11-3

Ind -2

Témoin homozygote sain

La fleche indique la mutation G>A eposition ¢.7202 au niveau de 'ADN du proband3{llet de sa mere (I:2). Le cerc
entoure I'adénine, correspondant a Iosaique des 'ADN maternel.
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Nous avons mis en évidenl'existence de l'allele muté ¢.7202G>A & I'’'ADN maternel ¢
I'aide d’'une amplification PR allele spécifique (Figur38, panneau ajNous avons ensui
estimé le niveau de mosisme entre 10 et 25 %ans différentstissus de la patien
(leucocytes,cellules buccals, cellules urinairespar HRM semiguantitative (Fgure 38,
panneau b)Un haplotypagea I'aide de SNPs intragéniques n’a pasnis de démontrer |
mosaique germinale (FiguB€, SNPs : c1359C>T, ¢.6688+93C>A, ¢.12¢-23C>T).

Figure 38 Mise en évidence de la prsence de I'alléle muté c.7202A dans 'ADN leucoeyte maternel.

a. PCR allele spécifique

I:3 1:2 Témoin homozygote sain

Wt M) Cwr Mt o Mt Pum

365ph —»

La PCR alléle spécifique (ARMBECR) a l'aide d’amorces arsens spécifiques de I'alée sain (WT) ou muté (MT
confirme la mosaique somatique diI’ADN leucocytaire maternel (I:2). Les amorceg été tongues pour amplifier L
produit PCR de 365 pb (fleche). Lesnes WT correspondent au dépéalisé aprés amplificaticen utilisant I'morce anti-
sens spécifique de la séquence sau et les lignes MT I'amorce a-sens spécifique de la séqice mutée. Pour le probe
hétérozygote pour la mutation (ind Ii, les dewréactions ont permis une amplification d’un fuit de 365 pl témoignant
de I'existence de I'allele muté et de Iele sain dans ’ADN. Pour la mére du probandnfame rsultat est observé. Poe
témoin homozygote sain, seule la Préalisée en utilisant 'amorce spécifique dedlallsain a prmis une amplificatione
I’ADN, témoignant de la spécificité da réaction d’amplification utilisant I'amorce spiégiie de lallele mutét.

b. Estimation du taux de mosisme de la mutation ¢.7202G>A chez l'individu lpar HRM sem-quantitative.

100% Le taux de mosaicisme en urbe de

Dy fusion haue résolution (HRM) a ét

, 90% évaluée erre 10 et 25% dans dans

£ 75% "\ leucocytes(a), les cellules buccal

,-’ \ (b) et urinaires (c) de l'individu I..
Les profils HRM & partir de 'ADN

50% \ de I'ind 1:2 sont comparés aux profils
/ \ obtenus | partir des dutions
/ \ indiquées d’ADN muté (proband)
afin de réciser une estimation se-
quantitative du taux de mosaiqt

i ‘ Les dilutions ont été réalisées a pa
/ / ™ \ de 'ADN muté c.7202G>A (probar
N 3 hétérozygce pour la mutation) ¢

d'un ADN homozygote sain serva
de 0.0% correspond a I'’ADN témoi
pur, 100%a I'ADN du proband pu
(soit 100%de cellules hétérozygot
| \ pour la nutation étudiée), 90%
MQ\ 90% d’ADN du proband mélangé
i 10% d’ADN témoin et ainsi de suit

Fluorescence / F,

fluorescence de échantillon témoin homozygote sain)
o,

{Fy

- 0%
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Au final, I'existence d’'une mosaique somatique asse a l'existene de deux enfan
présentant un phénotype dvPC ont permis de retenir I'existence d’'umosaigque germina

hautement probable chez l:ere du probed.

» Mosaique c.11836G\; p.G3946!

Dans la deuxiemé&mille (fam 46), le proband (ind 11:3)t&it un enfanide 9 ans présenta
une histoire proche de celljui vient d’étre présentée (FigL39). Le diaggnostic de TVPC
été retenu suite a deyncojes récurrentc a I'effort, et la mise en éviznce de troubles ¢
rythme ventriculaire a I'épruve ceffort. La mise en place d'un traiteznt par le nadolol
permis de prévenir efficament la survenue des syncopUne TVPC était égalemer
suspectée chda plus jeunele ses sceurs, décédée subitement a 10 d 11:2). Par ailleurs
I'enquéte familia¢ avait penis de mettre en évidence des troubles ¢hme évocateurs ¢
TVPC chez la mere du prand, pour laquelle a été débutée un traint f-bloquants (ind
[:1).

Figure 39. arbre généalogigue de la mille 46.

C GO TTT

,.1 (I;I)—-—I_ZI

|'..-. |l

VLT mos IR ALE S

i1 -2 "’ 3

- HA +i-
ATEEGCTTTI ETEREETTT
‘ ln'-. i
(LY MY

La fleche indique le proband. Legnsboles pleins les individus atteints, le d-rond gris un indiidu asymptomatique ave
des arythmies provoquées lors de 'euve d’effort, les symboles blancs les individsgraptomatues.La barre précise que
le patient est décédé. Les électropgmedmes obtenus a partir de 'ADN leucocytaire de cie patient testé est mon
avec le nucléotide £1836 marqué paa fleche (vert = adénin

Une variation hétérozygote,11836G>A; p.G3946Ssituée dans I'exorB8 du gentRYR2 a

éte identifiee chez Iprobanc (Figure39). Il s’agit d’'une mutation récuente située dans ui
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régiontres conservée de lastéine(Priori et al., 2002)L’'analyse familice n’a pas permis ¢
retrouver la mutation parmes individus nalysés par PCRéquencage,n particulier chez |
mere du proband (ind I:1)’ADN de I'enfant décédée n’a malheusement pas pu ét
obtenu (ind II:2). L'absenc de mutation décelable en F-séquencae chez la mere (
proband et la suspicion delusieus cas de TVPC dans la fratrie ncont fait évoquer |
possibilité d'une mosaiqueiaternelle. Nous avons mis en évidencixistence de I'alléle
muté ¢.11836G>A par clonje et séquencage des amplicons de I'exc obtenus a partir ¢
I’ADN leucocytaire dda patente (ind I:1). Le séquencage de 72 clonpermis de mettre ¢
évidence 2 clones porteurs la mutation ¢.11836A (Figu40). La mise en évidence d'ur
mosaique somatique et Istoire familiale étaient trés en faveule I'existence d'ut

mosaicime germinal associ

Figure 40.Electrophorégrammes des clones obtenus a partir du produit PCR de ’ADNeucocytaire de la patiente 1:1

a. Clone porteur du nucléoticde muté c.11836A b. Clone porteur du nucléotide sauvage c.11836G

sGTCAGCTTT sGTCGGCTTT

| l || I
A ?”W”' | l&"” /\” | ].,[JH J

Le séquencage des produits de clordes amplicons PCobtenusa partir de 'ADN leucocytait maternel (ind I:1 met en
évidence la mosaique somatique. Lin 88 de RYR2 a été amplifié a partir de 'ADN leag@ire maternel par PCR. L
produits PCR ont ensuite été clondans PCR2.1 et 72 clones ont été séquencés. Larce de gauche montre u
séquence obtenwepartir d'un clone prteur de la mutation c.11836G>A et a droite urquence auvage

Au total, les cas de mosale du geneRYR2 restent raresUn cas demosaique pour ul
mutation p.Y4149S a déjaé publié chez la mére d’'un prold (Mederos-Domingo etal.
2009). Dans le cas publié celui de la famille 33, le taux de mosaicest évalué dans |
différents tissus testés entre ét 25% (leucocytes, cheveux, fibroblas cellules buccales
urinaires). Dans la famille 4 le taux de maicisme n’gpas été quantif méme s'il appara
faible (2 clones mutés su’2). Il est intéressant de noter qu’il s’edu seul cas ou |

mosaique somatique est asiée a des arythmies a I'épreuve d’effort cla patiente

4. Discussion

A I'heure actuelle, le taudidentification de mutations du geIRYR2 dans la TVPC atteir

65% parmi les patients 1ez lesquels a été objectivée une teardie ventriculaire
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bidirectionnelle et descend a moins de 15% dansaldsaux moins typiques (Ackerman et

al., 2011). Dans notre étude, le taux d'identifmaide mutations est intermédiaire a 36%.

On notera plusieurs notions :

La pénétrance des mutations RR2 dans les TVPC est incompléte. Elle est
estimée a 80% dans la littérature. Ceci compligjntetprétation du caractére
causal de la mutation. Ainsi I'existence d’indivedasymptomatiques porteurs
de la mutation familiale ne signe pas obligatoiremdabsence de
pathogénicité de la variation. Dans notre étudesravons deux familles pour
lesquelles une pénétrance incompléte de la variademtifiée chez le proband
a été mise en évidence. Pour la famille 21, la ndérgproband est porteuse
asymptomatique de la variation p.E1724D. Pour tailfa 39, la mére et le
frere du proband sont porteur asymptomatiques deatetion faux-sens
p.A2498V. Pour rappel, il semble que la variatiol/AZ#98V soit un
polymorphisme rare ce qui expliquerait le défausédgrégation de la maladie
avec la variation. Ce polymorphisme ne semble duex impliqué dans la
pathologie. Il est cependant possible de spécuiercgrtains polymorphismes
rares soient impliqgués dans des haplotypes a ripqueant étre associés a la
pathologie, ou qu’ils constituent en fait des mota récessives qui seraient
associées a la maladie selon une transmissioncemipge récessive. C'est ce
qui a été proposeé pour I'association a I'état luzggote composite des SNPs
p.G1885E et p.G1886S possiblement impliquée dans G&DA
(Cardiomyopathie Ventriculaire Droite Arythmoge(gilting et al., 2006)).

Il existe quelques cas de doubles mutation®Rd&2 décrits dans les TVPC.
Pour un cas, les mutations p.G4662S et p.H4762R gorices a I'état
hétérozygote composite chez le proband et seul flebapd était
symptomatique (Fam 65, (Postma et al., 2005)). Roursecond cas, la
position en cis ou en trans des deux mutations p&RQA3Et p.F4851C n'a pu
étre déterminée car seul le proband a été analysé bhistoire familiale
témoigne d’'une transmission autosomique dominaata dnaladie (Aizawa et
al., 2007). Enfin, il existe un cas de doubles itons p.R176Q et p.T2504M
en cis, associées a une transmission autosomiqG® D& (Tiso et al., 2001).
On notera que les mutations p.R176Q, p.H4762Y ed8hEL ont été
identifiees de maniére isolée dans des cas de Td4P€ notre cohorte (Fam 3,

4, 67 et 72). On ne peut écarter dans certainsgeasne des deux mutations
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puisse étre un polymorphisme rare, non causal.oBssrvations justifient la
réalisation d’'une analyse la plus étendue possiblggéne méme lorsqu’une
premiere mutation a été identifiee. On notera pHeuas I'existence de
chevauchement phénotypique avec la CVDA, méme pme mutation
donnée.

Le taux de mutations survenadd novo est élevé puisqu’évalué entre 19 % et
38 % (George et al., 2007), résultats de notreedju@e taux peut s’expliquer
par la sévérité de la maladie. En absence dertraite pres de la moitié des
patients décedent en effet avant 'age de 40 ahmeDpart, l'identification
d’'une néomutation est un caractére fort en faveucatactere délétére d’une
variation faux-sens qui aide a [linterprétation diagnostic de biologie
moléculaire. D’autre part, celle-ci restreint I'éudamiliale et le risque
potentiel de la pathologie aux apparentés du prerdegré et a leurs
descendants.

L’existence de mosaicismes germinaux et somatigués)e rares, justifient la
recherche de la mutation familiale de maniére syatiglue dans la fratrie du
proband. Lorsque la mutation identifiée chez le prabn’est pas détectée
chez ses parents par des méthodes classiquesgi@stia moléculaire (PCR-
séquengage, dHPLC, HRM...), le plus probable estlgumsutation identifiée
Soit une mutation survenude novo chez le proband. Toutefois, la possibilité
d’'une mosaique germinale chez I'un des parents dbapd, constitue un
risque potentiel de TVPC dans la fratrie du probaidia mutation survient
tres tot dans le développement de I'embryon, laaime sera germinale et
somatique. Dans ce cas, il existera égalementsgueichez le patient porteur
du mosaicisme, risque dépendant du taux de celadsuses de la mutation
dans le tissu cardiaque.

La nature faux-sens des mutations rend difficiletdrprétation du caractere
bénin ou délétere d’'une variation identifiée chazpuwoband pour la premiére
fois (Wilde and Ackerman, 2010). Compte-tenu du bt@ygement des
techniques de séquencage haut-débit, il va devpassible d’analyser
I'ensemble des régions codantesR¥R2 en routine. Le nombre de variants
non répertoriés va inéluctablement augmenter anike en place d'outils
d’étude fonctionnelle apparait nécessaire dangdespectives de validation de

leur caractére délétere. Deux approches séquestiefiourraient étre
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envisageables : 1) I'étude de la mutation iderifians un systéme artificiel
par clonage, expression de la protéine RyR2 sauvageutée et analyse de la
fonction canalaire en imagerie calcique, 2) I'étdéda fonction de RyR2 dans
les cellules du patient a laide d’'IPS (Induced rplotent Stem Cells)

différenciées en cardiomyocytes. Les études a I'diiRS obtenues a partir de
patients porteurs de mutations permettent d’étudies meécanismes

physiopathologiques associés a la mutation etrafiva excellent modele pour

cribler des cibles thérapeutiques potentielles (&irad., 2011).

Une des implications principales de l'analyse géunét de RYR2 est la possibilité de
diagnostic présymptomatique chez les apparentggahand apres que la mutation causale a
été identifiée.
Il apparait intéressant par la suite d'établir dmsrélations phénotype-génotype qui
constituent le premier pas vers des éléments ptignes ou de stratification du risque
d’arythmies pouvant aider a une décision thérapeati(par exemple, arguments de mise en
place d’'un défibrillateur implantable ou non).
Nous avons regardé plusieurs parameétres qui onemisvidence l'intérét de disposer d’'un
nombre important de cas bien renseignés.
Les deux questions que nous nous sommes posas &gisuivantes :

1. Une néomutation est elle plus sévére qu’une mutdiéitée ?

2. Existe-t-il une corrélation entre la sévérité du rpitgpe observé et la région de la

mutation ?

En nous basant entre autres sur les données dtétatlire, nous avons défini initialement
trois arguments de sévérité :

- I'age de survenue des premiers symptomes,

- la survenue d'un ACR ou le décés par mort subitprdband,

- larésistance des symptdomes 8thioquants (syncopes, ACR, mort subite).
Compte-tenu du manque de données cliniques dorg disposions, nous n‘avons pas pu
retenir la résistance aukbloquants, comme argument dans l'analyse. Cettemaitait
indiquée pour un seul patient sur 75 (proband, 38 alors que la prévalence décrite dans la
littérature avoisine 30 % (Priori et al., 2002).

Nous avons donc regardée 'age moyen de survenuprdesiers symptémes et la proportion
de morts subites ou ACR par rapport a d'autres symes selon que la mutation soit

survenuede novo chez le proband ou non, et en fonction du domdenka protéine (I, 11, llI,
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IV) ou se situe la mutation. Malheureusement, centphu de la petite taille des sous-
groupes analysés et du nombre de données manguamissn’avons pu mettre en évidence

aucune corrélation significative pour ces questi{@ableaux 10 et 11, pour information).

Tableau 10. Age de survenue des premiers symptoémesmotif de la consultation initiale selon |le caragre de
novo ou non de la mutation.

Motif consultation initiale

Mutationde Age survenue

novo certaine  symptdmes MS ACR Syncopes Autre Non
precise

Oui (n=29) 8,29 (n=24) 3 6 16 1 3

Non (n=46) 13,86 (n=21) 5 8 16 2 15

MS : mort subite / ACR : arrét cardio-respiratoire

Tableau 11. Age de survenue des premiers symptdmeagwtif de la consultation initiale selon la topogaphie
de la mutation.

Motif consultation initiale
Age survenue

Domaine - Non
symptomes MS ACR Syncopes Autre précisé

| (n=19) 12,29 (n=7) 2 5 7 1 4

Il (n=17) 7,54 (n=11) 2 5 6 0 4

Il (n=22) 12,59 (n=17) 2 2 13 1 4

IV (n=12) 11,22 (n=9) 1 1 5 1 4

MS : mort subite / ACR : arrét cardio-respiratoire

3. Enfin, il est connu que I'épreuve d’effort ne petrpas la détection de I'ensemble des
individus porteurs d’'une mutation familiale et cqgee normalité ne présage pas d’'une
absence du risque d’arythmies. Il serait ainsireggant de caractériser des mutations
pour lesquelles une susceptibilité aux arythmiessdan contexte adrénergique est
plus marquée que pour d’autres. On peut ainsi sedeéer si les mutations localisées
dans le domaine Il qui comprend la région d'intéeec RyR2-FKBP12.6,
n'entraineraient elles pas des troubles du rythomgesant électivement dans un
contexte de stress adrénergique (épreuve d’efémitipe) alors que ce ne serait pas le
cas pour celles localisées au niveau dautres duwesai(épreuve d’effort

potentiellement négative).

En conclusion I'ensemble de ce travail a permis d’identifierr&@uvelles mutations du gene
RYR2 associées a un phénotype de TVPC (Légende fidgurp 215) et la mise en évidence
d’un taux élevé de néomutation. En I'état actuexd,dtudes de corrélation phénotype-génotype
apparaissent encore délicates compte-tenu de lla ¢t& notre cohorte. Il apparait donc
nécessaire de poursuivre ce travail en continargrtrée des données cliniques, l'inclusion

de nouveaux patients et la mise en place d’outside fonctionnelle des mutations.
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I[I. Mutations du gene CASQ2

1. Présentation clinique

Des mutations du geneéASQ2 ont été recherchées chez 139 individus de cettiegiarmi

les 214 probands inclus. L'analyse a été faite egorsde intention pour 136 patients pour
lesquels aucune mutation B¥R2 n’avait été trouvée, et en premiere intention cheatients
pour lesquels une notion de consanguinité étaiheenDes mutations ont été identifiées chez
onze probands (5,1%) : les trois probands avecoutegte familial de consanguinité et huit
patients parmi les 136 sans mutatiR¥R2 identifiee (Figure 41).

Chez ces 11 individus, 'age de survenue des prsmsignptomes se situe entre 4 et 20 ans
(&dge moyen : 9 ans, tableau 12). Dans un cas,algndstic a été évoqué apres le déces
proband a 4 ans dans les suites d’'un ACR survensi ula contexte de stress émotionnel (ind
[I:3, fam 1). Dans 3 cas, le motif de consultatioitial était un arrét cardiaque. Pour les
autres patients, le diagnostic a été évoqué suitesasyncopes ou des convulsions a l'effort
ou a I'émotion. Chez un patient, la présentationiqlie était moins évocatrice, avec la
description de malaises et de palpitations a liefed a 'émotion (proband, fam 86). Des
antécédents familiaux de mort subite dans la &a&oint présents dans quatre familles (Figure
41).

Une mutation homozygote est présente chez chacuprdbands analysés dans un contexte
familial de consanguinité (fam 76, 77 et 78). Plegrhuit autres patients, cinq sont porteurs
de deux mutations hétérozygotes composites, urediumation homozygote et deux ne sont
porteurs que d’'une seule mutation hétérozygote @arat 86). Pour I'un d’eux, une variation
intronique profonde hétérozygote non répertoriégadentifiée (tableau 11, fam 85).

Si nous restreignons notre analyse aux famillesestprobands présentent 2 alléles mutés
(9/11), 'age moyen de survenue des premiers symggdest 8 ans, un individu est décede
des suites d’'un ACR, 3 probands ont présenté i eardiaque et des antécédents familaux
de mort subite sont connus dans pres de la ma@téds (44%).
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Tableau 12. Résumé des données cliniques et prés¢ion des mutations du gen€CASQ?2 identifiées chez onze probands.

Mutations identifiées Premiers Contexte familial de Union Origine
Famille Mutations identifiées cDNA - symptdémes Symptémes Traitement mort subite (MS) entre ng .
protéines - ... géographique
(age) / Cas sporadique apparentés
76 €.320-2A>G homozygote Altération de I'épissage 4 aDtelszgrig)t?c:narret cardiaque Cas sporadique Oui Turquie
77 ¢.1014+1G>A homozygote Altération de I'épissag& Saylr'Ingf)gss et convulsions Nadolol + ICD Frére MS a 11 ans Oui Algérie
78 ¢.572C>T homozygote p.Prol91Leu <15 Non précisé B-bloguants Sceur MS a 16 ans Oui Tunisie
Syncopes a l'effort . \ N .
79 €.781T>G homozygote p.Trp261Gly 9 Arrét cardiaque Métoprolol + ICD Frere MS a 13 ans Non Turquie
[p.Tyr55Cys]+ Syncopes et convulsions .
80 [c.164A>G]+[c.603delA] [0.Val203LeufsX209] 3 3 l'effort et & 'émotion Nadolol Cas sporadique Non Europe
Altération de I'épissage Syncopes \ N
81 [c.381C>T]+[c.546delT] p.Phe182LeufsX209 10 3 'effort et & 'émotion Nadolol + ICD Frere MS a 4 ans Non Europe
82 [c.737+1G>A]+[c.939+5G>C] Altération de I'épigga 7 Syncopes_ ICD +? Cas sporadique Non Europe
' ' Arrét cardiaque '
83 [c.44C>G]+[c.939+1G>T] p.S,erl_SCys +, -~ 20 \Sy,ncopes Non précisé Cas sporadique Non Australie
altération de I'épissage a l'effort
Altération de I'épissage Syncope .
84 [c.381C>T]+[c.923C>A] p.Pr0308GIn 4 Arrét cardiaque Nadolol, ICD Cas sporadique Non Europe
85 Cc.97C>T p.Arg33* 11 ?{,2%%??3 Nadolol Cas sporadique Non Europe
86 c.546delT p.Phel82Leufs*209 12 M?Ialse et pa[pltathns Bétaxolol Cas sporadique Non Europe
a l'effort et & I'’émotion
Les mutations sont indiquées en noir, la variatironique profonde ¢.838+88T>G de significationdnnue est indiquée en gris. MS : mort subite.




Figure 41. Arbres généalogiques des familles ayaunhe ou deux mutationsCASQ? identifiées.

famille 76 : ¢.320-2A>G famille 77 : ¢.1014+1G>A fami lle 78 : ¢.572C>T]
1:1 1:2 11 1:2 I:1 1:2
+/- +/- +/- NA +/- +/-
1:1 :2 II 3 1:4 I| l II 2 /II:3 11:4 II 1 II 2 11:3 11:4
+/- +/- ++ +/+ ++ ++ +/+ ++ NA
famille 79 : ¢.781T>G famille 80 : c.[164A>G]+[603delA] famille 81 : ¢.[381C>T]+[546delT]
I:1 1.2 /7 111 1:2 0 I]
NA €.603delA +/- NA 111 1:2
C.164A>G -/+ c.381C>T /- +/-
c.546delT -/+ -I-
71 11:2 I1:1 I1:2 ¢) 1
o+ NA C.603delA +/. - c.381C>T 4/ NA
C.164A>G /- -1+ c.546delT /-
n:1
€.381C>T 4/-
c.546delT -/-
famille 82 : ¢.[737+1G>A]+[939+5G>C] famille 83 : ¢.44C>G+c.939+1G>T
1:2 1:2
C737T+1G>A  +4/. /- c44C>G

C.939+5G>C /-

+/- €.939+1G>T

1:2
-
[+
I1:4

11:2 4 11:3 7 I:1
NA +/- C.737+1G>A +/- JJ+ C.44C>G
-/- €.939+5G>C -[+ +/- €.939+1G>T
n:1 n:2 1:3
C.737+1G>A /. /- +/-
€.939+5G>C /- ¥ A
famille 85 : ¢.97C>T; p.R33* (Postma et al. 2002) famille 86 : c.546delT
11 1.2
ﬁ +/- /-
:1 11:2 7 11:3
- +/- +-

Les symboles pleins noirs représentent les indsviditeints; les symboles demi-remplis en noirs iedividus
asymptomatiques présentant des battements veaftresilprématurés ou des extrasystoles ventricalaioge des courts
épisodes de TV lors de I'épreuve d'effort ; les bptes demi-remplis en gris les individus hétérotggamsymptomatiques
avec une exploration paraclinique négative. Lesines désignent un individu homozygote asymptomatifdiagnostic
présymptomatique chez un enfant de 1 an). Le sigihésigne un alléle muté, les — un alléle sain.

Pour la famille 84, le proband est un cas sporadejlaucun autre membre de la famille n’a pu &tedyaé a ce jour.
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2. Nature et topologe des mutation

Au total, naus avons identi? 14 mutations différentesFigure 42 mutations en gras). Ce
mutations sont situées au rau des exons ou bornes introniques dens 1, 3, 5,6, 7,9
10. Les mutations retrouve sont deux délétions mononucléotidiqudont une reouvée
deux fois), six mutations dhissage (dont une retrouvée deux fois), uiutation no-sens et
cing mutations fausens. Tnis mutations sont récurrentes. Deux varis sont retrouvées
deux reprises et une mutat est déja rapportée dans laérature(de la -uente et al., 200.

Au total, onze mutations raprtées dans cette étude sont donc des mns privées

Figure 42. Distribution des mutations du geneCASQ2.

p R3320 pF189L p.D307H

p.P308Q

p. s15c p Y55C* p L167H | p.P191L pKZ06N p.W2616G p.P208L
[ 6] [ 9 ] 1T ]

c.62delA [ c.939+1G>TW [
co7C>T €320 2A>G - 532”@;;\ c.737T+1G>A c.939+5G>C c.1014+1G>A
.339_354del16nt c.546delT
c.381C>T c.603delA

Le géne est représenté de manierelmatique avec les exons représentés par les gextagt E numéro de’exon figuré
dans le rectangle. Les mutations ens sont celles présentées dans cette (Postma et al., 002; Rou-Buisson et al.,
2011b) Les autres sont issues de la:rature http://www.fsm.it/.cardmog/ L'astérisque indiquéa mutation, préalableme
identifiée dans une autre étuftie la “uente et al., 200. Les mutations fausens sont indiques a-dessus des exons en
indiquant le changement en acidasinés selon un code a 1 lettre. Les mutations-sens, Is délétions, les mutatio
d'épissage sont marquéesa@gssous s exons, en indiquant le changement en nucléagigiele ONA.

3. Variations faux-sen:

Cing mutations fauxsens onété identifiée: présentées dans le tableau 13

Quatre mutations, p.Y55C,.P191L, p.W261G et p.P308Q, sont sitt dans les domain
thiorédoxinelike de la protéie, qui interviennent dans la liaison des icC#* par la protéine.
Les trois mutation®.P191L,p.W261G t p.P308Q concernent des ar3s tres conserves

la protéine (Figure 43). Awne des variations n'a été identifiee p: 200 chromosome
contrles. Les études faiales sont compatibles avec une trarssion autosomiqu

récessive de la maladie.
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Tableau 13. Mutations faux-sens identifiées dans 6g2.

Patients _\/aria{n_t’ Conservation S:;Sr;gg_ment Domaines Prediction bioinformatique (seuil Témoins Etuq_e
entie chimique SIFT SNPs 3D Pmut MutPred e fomiele
(0,05) Polyphen ©) (0.5) SNPs&GO SNAP (0,75)
1 p.S15C non Conservatif Zgﬁg?e geznzln ??7'2 gegrgn ginin Délétére Bénin ETZT 200 Oui
2 p.Y55C non Conservatif = Domaine | gelr;ln 2D’¢;I8étére %%égére ginlm Bénin Délétere (I?slgéére 200 Oui
3 p.P191L oui Conservatif | Domaine Il (I?eznsln S'ésl%ére I_:)f(l)itére (I?eSrsl;n Délétere Délétére (I:))'é7l8é;ére 200 Oui
4 p-W261G oui Conservatif = Domaine Ill (I?‘%Igtére ?[))'éslitlére I_I)flzéstére ([))'é7lgtére Délétére Délétere ([))'éslgééére 200 Oui
5 p.P308Q oui ?:nnservatif Domaine Ill gelnSm g)’éSISéére I_:)fgéltére g)élftére Délétére Délétere g’%lsééére 200 Non




Figure 43. Conservation des acides ninés mutés dans Casq?2.

13

i, = MERT—————— HLEIVGIYFLSSCR---—-AEEGLNFPTYDGEDRVVSLSEENFRQV 45 014958 CASQ2_HUMAN
e MERI====== YLIMVGVYLLSL3G-==--AEEGLNFPTYDGEDRVVSLSERNLEQM 45 o©035l6l CRASQ2_MOUSE
SR MEAT=====—= CWILAGFCLLFCCR----AEEGLNFPTYDGEDRVIDLNEENYFHA 45 P19204 CASQ2 CHICK
1 MaATDRMGPRAVPGLRLALLLLLVLGTPRSGVOGOEGLDFPEYDGVDRVINVNAENYENY €0 P31415 CASQ1 HUMAN
1, ==l MRGP——————= WLVLAALCLELANLGPRGEDGLDFPEYDGEDRVIHISLENYRAR 48 p31231 CASQl_RANES
N MTWIKLASLALVVVLABAGISKNEDLECMELGYPDLEYDGFDRTEVLTEKNFNRT 55 020203 Q20203_CAEEL

ot TnallAA1-19] Domon
46 LKRYDLLCLYYHEPVSSDKVTQKQFQLKEIVLELVAQVLEHKAIGFVMVDAKREARLAKK 105 014558 CASQ2 HUMAN
46 LERYDLLCLYYHEPVSSDRVSQRQFOLREIVLELVAQVLEHRNIGFVMVDSREEARLARR 105 ©039161 CASQ2_MOUSE
46 LERYDMLCLLFHEFVSSDRVSQRQFOMTEMVLELAAQVLEPRSIGFGMVDSERDARKLARR 105 P15204 CASQ2_CHICK
61 FERYEVLALLYHEPPEDDRASQROFEMEELILELAAQVLEDRGVGFGLVDSERDAAVARE 120 P31415 CASQ1_HUMA
49 LERYEVLALLYHEPIGDDFASQROFEMEELILELAAQVLEDRGVGFGLVDSEDDAAVARE 108 P31231 CASQ1l_RANES
5S¢ VFAEDTKSVVFENDVEED---DSELDQYECFIQLBAQIMTKRGYNFYTVNTTKEHRLRKQ 112 Q20203 Q20203_CAEE

165 'IKLIGFFKSEDSEYYKAFEEAALHFQFYIKFFATFDKGVAKKLSLK-MNEVDFYEPFMD 222 014958 CASQ2_HUMAN
165 -TELLGFFENEDSEYYRAFCEAAFHFCOPYIRFFATFDEAVARRLSLE-MNEVGFYEPFMD 222 009161 CA3Q2_MCUSE
165 -IRLIGYFRGEDSEHYRAFEEAAEHFOPYVEFFATFDRGVARRLGLE-MNEVDFYEPFMD 222 P135204 CASQ2 CHICK
180 -IRLIGYFRSEDSEHYRAFEDRAEEFHPYIPFFATFDSEVARELTLE-LNEIDFYEAFME 237 FP31415 CASQ1l_HUMAN
168 -PELIGYFENEDSEHYRAYEDAAFEFHPYIPFFATFDARVAETLTLE-LNEIDYYEPFHD 225 P31231 CASQ1_RANES
173 CVRIIGYFE- PGSVALREFEEAAEDFMGEIEFFAVVTSKWARKVGLKRVGEVQMRHPFEE 231 g20z203 Q20203_CAEEL

223 EPIAIPNKPYTEEELVEFVKEEQRPTLRRLRPEEMFETWEDDLNG IHIVAFAERSDPDG 281 014958 CASQ2_ HUMAN
223 EPNVIPNEPYTEEELVEFVEEHORPTLRRLRPEDMFETWEDDLNG-IHIVAFAEESDPDG 281 009161 CASQ2_MOUS
223 EPVHIPDRPYTEEELVEFVREHRRATLRRLRPEDMFETWEDDMEG-IHIVAFAEEDDPDG 281 P19204 CASQ2 CHICK
238 EPFVTIPDEPNSEEEIVNFVEEHRRSTLRELEFPESMYETWEDDMDG-IHIVAFAEEADPDG 296 F31415 CASQ1_HUMAN
226 EPITIPSRPNSEREIVDFLHQHERPTLRELRPDSMYETWEDDLNG-IHIVAFAEEDDPDG 284 P31231 CASQ1_RANES
232 DPLFAETSADTEEEFEDWVERNKEP?MQKLTLDNYFNLWRUH:L:ERMILA:vu::LHEG 291 Q20203 Q20203_CAEEL

Domaine Domamnell
282 YEFLEILKQVARDNTDNP-DLSILWIDPDDFPLL?RYWEKTFKIDIFR-PQIGVVNVTDA 339 0143958 CASQ2_HUMA
282 YEFLEILRKQVARDNTDNP-DLSILWIDPDDFPLLVAYWERTFRIDLFE-PQIGVVNVTDA 339 00916l CASQ2_ MOUSE
282 FEFLEILKQVARDNTDNP-DLSIVWIDPDDFPLLITYWERTFRIDLFR-FQIGIVNVTDA 339 P19204 CASQ2_CHICK
297 FEFLETLRAVAQDNTENF-DLSIIWIDFDDFPLLVFYWERTFDIDLSA-FQIGVVNVTDA 354 PF31415 CASQ1_HUMAN
285 YEFLOIIREVAEDNTDNP-DLSIIWIDPEDFPLLIPYWEEEFGIDLSR-PHIGVVNVTDA 342 P31231 CASQ1_RANES
292 RAMKBLLDKIADEN‘EHAGTLEIILVDPDEFPLMVDVWEDMFGIDIEEGPQIGLIDISER 351 Q20203 Q20203_CREEL

La variation p.Y55C entrair la substitution de la tyrosiipar une cystée en position 55 de
la chaine d'acides aminé<’acide aminé en position 55 est situé s le feuilletp3 du
domaine |. Cette variation été identifiée chezeux probands non aprentés. Dans chaq
cas, la variation était asciée en trans a une variation tres pblement pathoger
(néomutation p.P308(de la Fuente et al., 20(), délétion mononucléotique ¢.603delA, inc
I:1, fam 80). La ségrégan intre-familiale du variant compatibleavec un mode d
transmission autosomique cessif dans deux familles, I'absence divariation chez de
individus témoins et I'étuc du caractére pathogéne de la variatiar des logiciels d
prédiction ont fourni un esemble d’arguments en faveur du careée pathogéne de
variant.

La variation p.P191L a étélentifiée a I'état homozygote chez le prnd dela famille 78
dans un contexte dewsanginité familiale. La proline en position 19 situe sur la cour
boucle entre I'hélice7 et le feuillet2’ dans le domaine Il. Comj-tenude I'importance de
résidus proline au niveau "uctural il est hautement probable que ubstitution decette
proline altére de maniéreiportante la conformation de Casqg2. Dplus, une mutatio

p.F189L a été identifiée dala méme régio(Liu et al., 2008b).
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La mutation p.W261G a été identifiée a I'état hoygmte chez une patiente agée de 33 ans
d’origine turque (ind 1:1, fam 79). Aucune notiale consanguinité n’était connue dans la
famille. Dans ce contexte, la variation pouvaitrespondre soit a un polymorphisme non
retrouvé dans les témoins réalisés au laborataiteng sont généralement pas d’origine
turque, soit a une mutation retrouvée a I'état hgmgote en raison d'un effet fondateur.
L’ensemble des critéres considérés sont en favewadactere pathogene de la variation : il
s’agit d'un acide aminé tres conservé, les témanaysés méme s'ils ne sont pas de la méme
origine géographique que le proband n’étaient makeprs de cette variation, le tryptophane
en position 261 est important pour la fonction deprotéine. Il s’agit de I'un des 5
tryptophanes de la protéine. Les 5 résidus try@ophde la protéine, Trp261, 305, 318, 343 et
361 sont localisés dans le domaine Ill de la pnatéA I'exception du tryptophane 305, ils
sont tous situés dans un environnement hydroph®asiculierement, les tryptophanes en
position 261, 318 et 343 «forment » le coeur hydobbe du domaine Ill grace a leurs
interactions étroites avec les résidus voisins atimues. La perte de fonction de la protéine
associée a la variation p.W261G liée a la pertéryptophane est tres probable. En effet, la
substitution du tryptophane en position 261 risdigmtrainer la perte de l'intégrité du coeur
hydrophobe du domaine Ill avec une altération fiomcielle de la protéine.

La variation p.P308Q concerne un acide aminé toésarvé de la protéine. La proline en
position 308 est située dans la courte boucle esiarére le feuilleB3” et I'hélice al3 du
domaine Il de la protéine. Cette proline permet tais résidus aspartique voisins de former
une région riche en charge négative (307, 309 6). 3ompte-tenu de l'importance des
prolines au niveau structural, il est hautemenbabte que la substitution de cette proline
altere de maniéere importante la conformation deq€asa variation est associée a une
seconde variation hétérozygote, c.381C>T chezdbagmd (fam 84). L’étude familiale est en
cours pour veérifier dans un premier temps que @s<drariations sont a I'état hétérozygote
composite chez le proband. Une variatittmovo p.P308L concernant cet acide aminé a déja
été publiée dans le cadre d'une TVPC chez un iddidie 30 ans (de la Fuente et al., 2008).
Le patient était porteur a I'état hétérozygote cosme de la variation p.P308L et p.Y55C.
Une étuden vitro a permis de montrer que la substitution de laipeoétait associée a des
anomalies de liaison du calcium (Bal et al., 20Hnfin, la proline en position 308 est
adjacente a la position 307 pour laquelle une nuuta été rapportée et largement étudiée
puisqu’il s'agissait de la premiere mutation Cagdghtifiee (D307H). De plus, cette région
est proche de l'interface « front-to-front » pertaet les interactions dimériques (Park et al.,

2004). Méme si la proline n'est pas forcément iguodie directement dans l'interaction
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dimérique, la perturbation locale de structureuesd’affecter la formation des diméres.

A la différence des 4 variations ci-dessus qui starts un des 3 domaines thiorédoxine-like
de Casq2, la variation p.S15C est située dansglaes€e du peptide signal du précurseur de
la protéine mature. Le fait que I'acide aminé conéese situe dans la séquence du peptide
signal pouvait laisser supposer que la variatioruaiimpact en modifiant I'adressage de la
protéine dans le réticulum sarcoplasmique. Unesgutpothese serait que la modification du
peptide signal altére son clivage. La persistancegeptide signal pourrait alors altérer la
capacité de polymérisation de la protéine. La ptéxh de I'altération du peptide signal a été

testéein silico a I'aide du logiciel Signal IP 4.Chifp://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

Les résultats ne montraient pas de modificationladeeconnaissance de la séquence du
peptide signal lorsque la serine en position 1B stdstituée par une cystéine (tableau 14).

Tableau 14. Etude de 'impact de la variation p.S15Gur la séguence du peptide signal par le logicieldhal IP.

Score

Séquence de Effet prédit de la variation

A p.S15C
référence
Reconnaissance du ; g9, 0.991 Aucun
peptide signal
Clivage (score et 0,985 0,965 Aucun
position du clivage) AA 19-20 AA 19-20

Les scores sont donnés sur 1. La position du a@iesg située entre les acides aminés 19 et 20s#m|leence primaire de la
protéine.

En I'état actuel, le caractere pathogéne de canareste discuté et nécessite donc des études
complémentaires. La poursuite de I'étude familigbeysticulierement la recherche de la
mutation p.S15C, est nécessaire pour déterminetesi deux variations, p.S15C et
€.939+1G>T, sont situées en trans chez le probenad I(1, fam 83) et associées a une
transmission autosomique récessive de la maladienesait pas pour I'instant si la variation
p.S15C a été transmise par la mere du proband] ellesest survenuele novo chez le
proband, éventuellement sur I'allele muté c.939+IL(&Ensuite, si les deux variations sont a
I'état hétérozygote composite chez le proband,aledes seront envisagées pour réaliser la
caractérisation fonctionnelle de la variation p.S1B@Gevement, apres clonage du cDNA de
Casq2, il est prévu d’introduire par mutagenéesmétr la variation p.S15C et d’étudier son
impact par différentes approches. Apres transfedli@ns des cellules COS-7, la localisation
de la protéine sera étudiée en immunofluorescendeecte. D’autre part, 'étude de la
capacité de polymérisation de Casg2 sera réaliseepmunoblot, aprés électrophorése sur

gel en condition non dénaturante.
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En conclusion, les criteres d’évaluation du caractdes variations p.Y55C, p.P191L,
p.W261G et p.P308Q sont en faveur de leur role pethe® (conservation orthologue et
paralogue, substitution physico-chimique non coretere, absence de la variation dans une
cohorte de témoins sains, étude familiale). Cepandseule une étude fonctionnelle
permettrait de valider de maniére formelle le cnacpathogene des variations faux-sens que
nous avons identifiées. Cette étude pourrait retteerune diminution de la capacité de
liaison du C&' liée & la mutation, une modification de la cagade polymérisation, une

altération du taux protéique de la calséquestringe

4. Variations affectant I'épissage

» Mutations affectant les sites consensus donneursuGccepteurs AG
Quatre mutations modifiaient un site consensus danoe accepteur : ¢.320-2A>G (intron
2), ¢.737+1G>A (intron 6), ¢.939+1G>T (intron 9)1@14+1G>A (intron 10). Ces quatre
variations étaient prédites comme altérant I'égjeset entrainant un saut des exons 3, 6, 9 et
10 respectivement. Les sauts des exons 3, 6 aafeseassociés a un décalage du cadre de
lecture au niveau protéique avec création d’'un ncgtop prématuré en position 143, 215 et
291 respectivement. Le saut de I'exon 10, probableséquence de la modification du site
donneur de lintron 10, résulterait en une délétlms acides aminés 314 a 338, altérant le
troisieme domaine thiorédoxine de la protéine (aci@ainés 247-370, (Kim et al., 2007)).
Une telle délétion entrainerait une modification foomationnelle de la calséquestrine avec
une perte de la fonction de la protéine ou bietéigradation de la protéine via le mécanisme
UPR (Unfolded Protein Response, (Schroder and Kaufrd005b)).

» Variation synonyme ¢.381C>T et variation introniqu@39+5G>C
Nous avons identifié une variation synonyme c¢.38ILCp.= dans I'exon 3 et une variation
concernant une base intronique en +5 dans I'inBonc.939+5G>C. Ces deux variations
n'altérant pas les di-nucléotides invariants déssstonsensus donneur ou accepteur, leur
caractére pathogéne était incertain. Nous nous ssnposé la question de leur possible réle
pathogene sur la base de plusieurs arguments :

1. Il s’agissait de variations non répertorices daes bases de données de

polymorphismes.

2. Chacune était associee a I'état hétérozygote catepmgec une variation de caractere
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pathogene hautement probable chez le proband &riiid 11:3, fam 81 et ind II:3,
fam 82).
3. La ségrégation des variants était compatible awee wansmission autosomique
récessive de la pathologie dans les familles.
Nous avons donc étudié I'impact de ces deux vanati c.381C>T et ¢.939+5G>C, sur
I'épissage a l'aide de logiciels de prédiction bformatique dans un premier temps puis
expérimentalement a I'aide d’'un systeme de minigéne

Les résultats obtenus silico sont résumeés sur le tableau 15.

Tableau 15. Etude bioinformatique de I'effet des vadnts ¢.381C>T et ¢.939+5G>C du gergASO2.

Score du site donneur

Exon Variant Logiciels a Effet prédit de la mutation
naturel
Séquence Séquence
Reference Variant
. Création d'un site cryptique donneur en position
3 c.381C>T GeneSplicer 0 0 380_381 (score at 2.28)
Création d'un site cryptique donneur en position
NetGene2 0 O 380 381 (score at 0.76)
Création d'un site cryptique donneur en position
ASSA 8.3 8.3 380 381 (score at 9.5)
. Abolition du site donneur naturel, activation d'site
9 €.939+5G>C GeneSplicer 9.84 0 donneur 73 pb en aval (score at 6.67)
NetGene2 0.93 0 Abolition du site donneur naturel
ASSA 10.6 6.7 Abolition du site donneur naturel, activation d’site

donneur 73 pb en aval (score at 5.5)
&Seuils de reconnaissance d’'un site donneur: GeiveBpD,46 / NetGene2 : 0,5/ ASSA : 0

D’apres les trois logiciels, le variant ¢.939+5G2@it prédit comme pouvant affaiblir ou
abolir le site physiologique donneur de I'exon 9pasition ¢.939+1 2. De plus, les logiciels
GeneSplicer et ASSA indiquaient I'activation potelti¢ d’un site cryptique donneur 73 bp en
aval de l'extrémité 3’ de I'exon 9. La variationneynyme ¢.381C>T était prédite comme
pouvant créer un nouveau site donneur en positB80c 381 d’apres les trois logiciels, tandis
gue le site physiologique en position ¢.420+1 2tamdt pas reconnu par les logiciels
GeneSplicer et NetGene2. Ces résultats suggérgigmtle site donneur résultant de la
variation ¢.381C>T était plus fort que le site pbiegique. Les études bioinformatiques
étaient donc en faveur d’'un impact de ces dewatiaris sur I'épissage.

Nous avons donc entrepris d’étudier les conséqseties variations observees a l'aide d’un
systeme de minigene. Comme décrit dans le chapiethodes », chaque variation a été
introduite dans un plasmide contenant la succes$#otrois exons avec 200 pb de bornes
introniqgues amont et aval pour chacun des troiggxioes minigenes ont été ensuite exprimés

dans des cellules HEK-293. L'effet des mutationstea évalué par séquencage des produits
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d’amplification obtenus paRT-PCR a partir des ARNm exprimés ‘és transfection de
minigenes.

La figure 44 présente I'étde de la variation ¢.939+5G>C. La tra:ction du minigen:
sauvage WT9 dandes cellu:s HEK-293 entraine la synthese d’'un AR majoritaire (band
a). Le séquencage de ce duit a montré qu’il consistait en la sucsion des séquenc
codantes 8, 9 et 10. Ce réat indigue que les cellules transfectées as minigéne sauvie
sont capables de produire ARN messager mature identique a celuultant de I'épissac
physiologique des introns 2t 9 dans un tissu cardiaque. L'analysejroduit de R-PCR
obtenu apres extraction daRN totaux de cellules HE-293 transfectes aec le minigéne
MT9 porteur de la variatior:.939+5G>C montre une bande majoritade plus faible poic
moléculaire (bande b). Le guencage de la bande b montre que le pranalysé correspor
a la succession des exonst 10, démontrant que la varon ¢.939+5G.C entrainait un sal

de I'exon 9 lors de I'épissage vitro.

Figure 44. Etude de I'impact de la vaiation ¢.939+5G>C du gén«CASQ2 a l'aide d’'un minigé:ne.
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La figure montre le saut de I'exon 9 a la variation ¢.939+5G>C. Le gel d'aose montre lesroduits obtenus apres -
PCR a partir des ARNm extraits desllules transfectées. Le produit de-PCR obtenu a partilu minigene sauvage W~
correspond a un ARNm correcteme:pissé (594 p, avec la succession des séquences dess 8 9 et 10 (bande a). Le
minigéne mutant MT9, porteur de lariation ¢.939+5G>C produit un ARNm anormal de 48:(bande b). Le séquence
de la bande b montre un saut de I'eX (séquence de droite

Un épissage similairén vivo résulterait dans laréation d’'un codor stop prématuré e
position 291 de la chaine ctides aminés. Ce codon stop prématuré situé a moins de £
pb en amont du dernieritron, le transcrit mature échapperait ntuellement a ur
dégradation lié au nonsensediated dec: (NMD). La traduction decet ARNm pourrai

alors aboutir a la syntheseine protéine tronquée, stable ou non, dévue d’une partie d
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troisieme domaine thiorédoxine-like et de la pa@ierminale de la protéine (Khajavi et al.,
2006). De maniére intéressante, Song et al. oliséaan modele murin de souris délétée pour
'exon 9 deCASQ2 et ont montré que la protéine Casq2 était indébdetau niveau tissulaire
chez cette souris. Les souris jeunes présentaieataur structurellement sans anomalie mais
présentant des troubles du rythme ventriculairdetiébés par une stimulation adrénergique
(Alcalai et al., 2011). Les auteurs ont conclu tpudélétion homozygote de I'exon 9, qui est
associée a une absence de la protéine correspenddr®z la souris, entraine le
développement d'un phénotype cardiague murin étgnvaa celui de la TVPC chez
’homme. Nos données expérimentales montrent pateésur minigene que la variation
c939+5G>C, aboutit au méme défaut moléculaire,t-Gatire le saut de I'exon 9 lors de
I'épissage. Ce défaut d’épissage pourrait dona@erdr un défaut quantitatif de protéine chez

les patients a I'origine du phénotype observé.

Selon le méme protocole, des cellules HEK-293 dat téansfectées avec un minigéene
sauvage WT3 ou muté MT3, porteur de la variatio813>T. L'analyse du produit de RT-
PCR obtenu apres transfection du minigene sauvagdrenune séquence correspondant a la
succession des exons 8, 3 et 10 compris dans igenmtraduisant un épissage respectant les
sites donneurs et accepteurs physiologiques (F#firbande c). La transfection du minigene
muté entraine la production d'un ARNm de tailleéméure (bande d). Le séquencage du
produit amplifié met en évidence une délétion desdéfniers nucléotides de I'exon 3,
conséguence de la création d’'un site donneur dagesen position ¢.380_381. L'absence de
bande détectable correspondant a I'épissage pbgsijole montre que la variation ¢.381C>T

abolitin vitro le site d’épissage donneur de I'exon 3.
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Figure 45. Etude de I'impactde la vaiiation ¢.381C>T du geneCASQ2 a 'aide d’'un minigéne
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La figure montrda délétion des 41 rtléotides de I'exon 3 induiiin vitro par la variatiorc.381C>T lors de I'épissat. Le
gel d’agarose montre les produits ahite aprés R-PCR a partir des ARNm extraits des celluransfectées. Le produit
RT-PCR obtenu a partir du minigénauvage W3 correspond a un ARNm correctement épisi94 pb) avec la successi
des séquences des exons 8t 20 (baidec). Le minigéne mutant MT3, porteur de la variatg381C>1 produit un ARNm
anormal de 553 pb (bandg d.e ségwencage de la bandd montre ue délétion de 41 nucléotic (c.380_420, séquence de
droite).

L’étude in silico n’a pas mi en évidence d’éventuelle altion d’un ESE (exonic splicing

enhancer)lié a la variationc.381C>T qui aurait pu expliquer la digition de I'épissag

physiologiquein vitro (Human Splicing Finde http://www.umd.be/HSI). L’abolition de la

reconnaissance du site deeur physiologiqu de I'exon 3 est peldtre la résultante d’'un
« compétition» entre I'épisage fort au niveau du site cryptique créd’épissage faible a
niveau du site donneur phologique. L’'épissage aberrant ass a la variation ¢.381C>
observéin vitro, correpond a une délétion des 41 nucléotides de I'¢ 3 et entrainerait |
création d’'un codon stoprématuré en position 129 dans la ck d'acides aminé
aboutissant probablement ¢ dégradation de I’ARNTrin vivo via le mécaisme NMD

» Variation introniquec.838+88T>G (intron 8
La variation intronique pronde non répertoriée, ¢.838+88T>G, a retrouvée a |'éte
hétérozygote chez le probl de la famille85, en association avec e seconde variatic
hétérozygote c.97C>Tp.R33*. Le caractére bénin oulétére de cettevariation introniqus
est difficile a évaluer. Nos avons analysé son effet possible supbissage a l'aide c
logiciels de prédiction quindiquaient une possible activation d’ site accepteur ¢
€.838+87_88 (tableau 16).
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Tableau 16. Etude bioinformatique de I'effet du variant ¢.838+88T>G du gen€ASQO2.

Logiciel Score du site donneur naturef Effet prédit du variant
Reference Variant
sequence sequence
GeneSplicer 10.16 10.16 Pas d'effet
NetGene2 0.94 0.94 Création d'un site cryptique accepteur en ¢.838+87_8
Score 0.53
ASSA 125 125 Renforcement d’un site cryptique accepteur en c.83888

Score passe de 5.3 a 14

2Seuil de reconnaissance d’'un site donneur : GeiweBpl1.01 / NetGene2 : 0,2 / ASSA : 0

Au total, I'analyse bioinformatique n’apportant queu d’éléments, plusieurs études restent a
réaliser pour évaluer le caractere bénin ou patimge cette variation. La variation doit tout
d’abord étre recherchée chez les parents du propamddéterminer si les deux variations
identifiées sont situées sur un ou deux allélefmdints. Si les deux variations sont un seul
allele, le caractere possiblement pathogene de tatiem intronique est sans intérét
puisqu’elle est en aval de la variation non-sengesSdeux variations sont en trans, alors leur
association peut étre compatible avec une trangmissitosomique récessive de la maladie et
il sera intéressant de considérer I'effet de laatimn ¢.838+88T>G sur I'épissage de I'exon 8

a l'aide d’un minigene.

Au total, I'existence de variants altérant I'épigsat situés a d’autres positions que les sites
di-nucléotidiques invariants donneur et accepteontne I'intérét de I'étude de ces variations
dont le caractere pathogene n’apparait pas eévidéatude des variants ¢.381C>T et
€.939+5G>C a l'aide de minigénes a permis de valieler caractére pathogene. L’effet de
ces variants sur I'épissage de TARNm @ASQ2 aurait pu étre analysé directement a partir
de tissu cardiaque ou de tissu musculaire squilettiun prélevement de tissu cardiaque
n’était pas envisageable pour des raisons éthidNmss n’avons pas non plus obtenu de tissu
musculaire. De plus I'épissage pouvant étre diffédtun tissu a I'autre, I'étude de I'épissage
de CASQ2 a partir du transcrit musculaire squelettique réduiourni qu’un élément indirect
de I'épissage dans le tissu cardiaque. L'étudeégskage a I'aide d’'un minigéne est réalisée
dans un systéme artificiel et ne reproduit pas plas forcément fidélement les phénomenes
d’épissage physiologiques observés dans le tisstérdtin vivo. Le minigene fournit surtout
'avantage d’étudier I'épissage lorsque le tissexpression n’est pas disponible ou lorsque
'ARNm est éventuellement dégradé via le NMD. Damdutur, une autre approche pour
étudier ces mutations affectant I'épissage dandigess difficiles ou impossibles a prélever

chez 'homme pourrait étre celle représentée 8.
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5. Discussion

A ce jour, les mutations de la calséquestrine néstdativement rares puisque seuls 5% des
214 patients TVPC inclus dans cette étude se sndlds porteurs de mutations du géne
CASQ2.

Compte-tenu de son caractere récessif, ce gersm@gtnt impliqué dans les cas ou il existe
une notion de consanguinité. Ainsi, dans notre dehorous avons trouvé une mutation
homozygote du gen€ASQ2 chez les 3 individus issus d’une union consang(fem@ 76, 77

et 78). Il apparait donc indiqgué de rechercher agations du gen€ASQ2 en premiere
intention dans ces situations.

La transmission possible de la pathologie selonmode autosomique dominant et/ou
I'existence de formes modérées associées a lanmestun seul allele muté reste discutée.
La réponse a ces interrogations est particulierenmepbrtante dans le cadre du consell
génetique ou l'identification du mode de transnaissintervient dans I'évaluation du risque
de survenue de troubles du rythme pour chaqueidthdiv

Nous disposons de plusieurs éléments permettaniedfer cette discussion. Dans notre
étude, nous n’avons pas identifié de mutatibASQ2 dans des formes familiales associées a
une transmission autosomique dominante de la neald@ probands sur les 139 analysés).
Dans la littérature, une seule famille a été rag@olvec une transmission autosomique
dominante de la maladie peut-étre liée a une noma@ASQ2 a pénétrance réduite
(Kirchhefer et al., 2010). Le proband relatait dgmcopes répétées a I'age de 10 ans, et
présentait des extrasystoles ventriculaires isgdé@esen doublets a I'épreuve d’effort. Un de
ses deux fils est déceédé subitement a I'age den&3awec des antécédents de syncopes a
I'effort et a 'émotion. Une mutation faux-sens BO6N a été identifiée a I'état hétérozygote
chez le proband. Son fils décédé n’a pu étre aédalyen second fils est porteur sain de la
mutation a I'état hétérozygote. On ne peut écdegepossibilité d’'une seconde mutation
passée inapercue chez I'enfant décéde, I'assatidiodeux mutation€ASQ2 serait alors
responsable du phénotype sévere ayant abouti &3 déd’enfant.

Dans notre étude et pour ce qui concerne les fesndbsociées au ge@GASQ2, 9 probands
sur 11 sont porteurs de deux mutations. Nous avdastifié une mutation a I'état
homozygote chez 4 probands (fam 76 a 79). Pouolegnd de la famille 79, 'association de
la mutation identifiée a I'état hémizygote avec dé&tion hétérozygote concernant la région
porteuse de la mutation ponctuelle ne peut étreéscavec certitude. Pour les familles 80 a
84, nous avons identifie deux mutations hétéromgyathez les probands. Si le statut
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hétérozygote composite est bien établi pour les gnde des familles 80, 81 et 82, la
poursuite de I'étude familiale est cependant négespour les familles 83 et 84. Au total,
'ensemble des individus symptomatiques dans aedlés est porteur de deux alléles mutés
de maniere certaine ou probable, a I'exceptioriiddiVidu 11:4 de la famille 76 testé en pré-
symptomatique a quelques mois de vie (11/12). Laépénce de la maladie apparait
compléte chez les individus porteurs de deux alleletés (fam 76 a 82). La présence d’'une
seule mutation pourrait représenter potentiellenumet susceptibilité aux arythmies puisque
certains apparentés hétérozygotes, bien qu'asynagpipmes, présentent des anomalies
rythmiques lors de I'épreuve d’effort (de la Fueetal., 2008; Hayashi et al., 2009a; Postma
et al., 2002). La nature des mutations concernéeshéérogene. Il s’agit aussi bien de
mutations faux-sens (p.Y55C), non-sens (p.R33*), nderodélétions (c.546delT) ou de
mutations d’épissage (c.381C>T). Par ailleurs,atest apparentés porteurs de I'une de ces
mutations présentent une épreuve d’effort normale.

Ainsi, dans les familles 76 a 82 au sein desquédeprobands sont porteurs de deux alléles
mutés, les individus porteurs d'un seul allele maght tous asymptomatiques (n=19).
Cependant, deux personnes de la famille 81 onteptésdes anomalies lors de I'épreuve
d’effort (2/19). Lors de I'épreuve d’effort, le gedu proband (ind I:2), porteur de la mutation
c.381C>T a l'état hétérozygote, a présenté un épisial tachycardie ventriculaire non
soutenue, et la mere du proband (ind I:1), portaud&tat hétérozygote de la variation
c.546delT, des battements ventriculaires prématurés

Pour les familles 85 et 86, une seule mutatiorétat’hétérozygote a été identifiee chez les
probands (Hayashi et al., 2009a; Postma et al.2)208ept apparentés sont porteurs
hétérozygotes de la variation identifiée chez tbpnd. Aucun n’avait présenté de symptéme
pouvant étre rattaché a un trouble du rythme, rBaist présenté des anomalies a I'épreuve
d’effort (bigéminisme, battements ventriculairesempaturés, extrasystoles ventriculaires
polymorphes). On notera que le proband de la fan8@, porteur de la mutation c.546delT
hétérozygote isolée, présentait une clinique atyigans syncope vraie, mais avec une TV
polymorphe non soutenue a I'épreuve d’effort. Hiews, cette mutation a également été
identifiée chez le proband de la famille 81 dansaére d’'une forme récessive, associée a une
symptomatologie plus typique (syncopes répéteesffart et a I'émotion, proband porteur
des mutations [c.381C>T]+[c.546delT]). Il se pourm@onc que la présence isolée de la
mutation c.546delT soit responsable d’une clinigtypigue alors qu’elle serait associée a une
symptomatologie franche dans le cadre de formessdoe Le fait qu'une forme avérée de

TVPC soit associée chez le proband de la famillea83ne seule variation et chez deux
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apparentés a une forme « modérée de TVPC » poétraitiée a la présence d’'une mutation

passée inapercue chez le proband GA8Q2 ou a l'implication d’'un autre géne. Pour les

raisons que nous venons d’évoquer, nous nous sordores attachés a rechercher une

seconde variation dEASQ2 chez les probands des familles 85 et 86. Le séqgendes

régions codantes du gene et de la région 3'UTRowne a pas permis d’identifier une seconde

variation chez le proband de la famille 86. Pousdaonde famille, nous avons trouvé chez le

proband de la famille 85, une variation hétérozggotronique non répertoriée dans l'intron
8, €.838+88T>G, dont le caractere bénin ou pathegeste a définir.

Au total, nous retiendrons que :

Une pénétrance compléete de la maladie est obsehezeles patients porteurs
de 2 alleles mutés, I'age de survenue des premmyenptomes se situant entre
4 et 20 ans.

La transmission apparait dans la grande majorite cs étre de type
autosomique récessive, avec des formes modérées cghtains individus
hétérozygotes.

Les apparentés hétérozygotes sont asymptomatiqaes li@preuve d’effort
révele dans certains cas des troubles du rythmeiamdatre, justifiant la mise
en place de traitement préventif. L'identificatiale troubles de rythme a
I'effort chez les patients porteurs hétérozygotsisimconstante. A ce jour, il
n’'existe pas de corrélation entre la nature de lgation et la susceptibilité
arythmogene chez les porteurs hétérozygotes. Umsatan d’'un bilan para-
clinique rythmologique extensif, associé a I'engugénétique, prend toute sa
place dans ce contexte lors de I'enquéte familiale.

La nature des mutations identifiées est tres hgédr@. Si nous considérons
'ensemble des mutations connues, données de ¢&étetl données
bibliographiques, 23 mutations distinctes ont dentifiées a ce jour, quelques
unes étant récurrentes. On dénombre 11 mutatianxssiens, 1 mutation non-
sens, 4 micro-délétions, 7 altérations de I'épiesdgnt six aboutissant a un
codon stop prématuré. Onze mutations sont doncigesoa un codon stop
prématuré, une a une délétion exonique en phaseetfaux-sens.

Les mutations apparaissent réparties sur 'ensedibfgene (Figure 42, p 128).
Seuls les exons 2, 8 et 11 ne sont pas conceraégnlutations faux-sens sont

situées dans les trois domaines thiorédoxine-likaogis rapportons dans ce
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travail la premiere mutation faux-sens située denseéquence du peptide
signal, dont le caractére pathogene reste cepeadaalider. Aucune mutation
n'est située dans la queue C-terminale (AA 371-399)

L’existence de variants de signification inconnweyiation synonyme ou
intronique a I'extérieur des sites accepteur A@aineur GT, montre 'intérét
de I'étude par minigéne de ces variations sur $sgje, en I'absence d’ADNc
disponible. Les IPS représentent également uneesallétude potentielle de
'ADNc du géene d’intérét. L'implication de ces vations dans |'expression
des phénotypes sévéres chez les probands permetiedex comprendre
I'expression de la maladie chez les probands bs€ace de symptdomes chez
d’autres membres de la famille. Elle permet égalérde mieux comprendre la
présence d’anomalie a I'épreuve deffort chez Iggpasentés porteurs
hétérozygotes de ce variant alors qu’ils ne poestla seconde variation.

- Sur un plan physiopathologique, les mutations emdrd I'apparition d’'un
codon stop prématuré sont probablement associgre perte quantitative de
la protéine a la suite d’une dégradation de 'ARNssager ou de la protéine
tronquée. Les études réalisées présentées damediotion bibliographique
montrent que les mutations faux-sens semblent poué&galement étre
associées a un défaut quantitatif (Song et al.7R00ette diminution de la
protéine mutée pourrait s’expliquer par une dédgradade la protéine non
fonctionnelle. On peut imaginer que le phénotypeliéseventuellement a un
effet seuil fonction de la quantité de Casq2 fawuielle résiduelle pour les
sujets hétérozygotes.

La cohorte actuelle de patients porteurs de muistau geneCASQ2 apparait encore trop
limitée pour identifier des corrélations phénotymmotype. L'étude des polymorphismes
fréquents en plus des mutations pourra peut-étreorsgpun début de réponse a la

susceptibilité des individus hétérozygotes lor$&meuve d'effort.
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III. Conclusion partie 1

L’'analyse des geneRYR2 et CASQ2 dans la population cible a pnis d’identifier des
mutations chez 40% des prands analys: (Figure 46).

Figure 46. Résumé de 'analyse des :nesRYR2 et CASQ2 chez les 214 probands analysés.

Probands TVPC (n=214)

!

Analyse RYR2(n=211)

— Mutations RYRZnég(n=136) Consanguinité (n=3)

\ /

Analyse CASQZ (n=139)

Mutations CASQ2 + (n=11) Mutations RYR2- | CASQ2 - (n=128)

MS : mort subite / ACR : arrét cardiespiratoire / N : non précisé # : femme /3 : homme

La moyenne d’age de swnue des premiers symptémes varie da 14 ans mais I
différences ne sont pas stéiguement significatives. La proportion dZR et morts subite
est estimée a 40% chez leatients porteurs de mutatioRYR2 ou CASQ2. La quantité de
données manquantes est timportante sur le motif de consultation irl pour regarder si |
proportion d’ACR et mortsiubites est différente chez les patients urs de mutations
ceux sans mutation identifi. Il est révu de compléter les informatioomanquantes afin ¢
pouvoir réaliser des analysinformatives car la taille des échantillonssuffisante

Nous n'avons pas pu fairressortir de phénotype particulier selol géne impliqué o
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'absence de mutation identifiee. Une meilleureirdébn des tableaux cliniques et une
augmentation des données actuelles est nécesBaide g@ouvoir rechercher a identifier une

corrélation phénotype-génotype éventuelle.

En dehors de ces perspectives générales, nousdretes deux observations particuliéres :

1. L'existence de mutations du gem¥R2 présentes en mosaiques dans les cellules
germinales justifie le dépistage génétique systigpmatdes individus d’une fratrie,
méme en I'absence de mutation détectée chez lestpatu proband (Roux-Buisson
et al., 2011a).

2. L’identification d’une mutation du gen€ASQ2 sur un seul alléle lors de I'analyse
génétique du proband doit faire rechercher une nekroariation potentiellement
pathogene (variation intronique profonde, variatgymonyme..., (Roux-Buisson et
al., 2011b).

L’apparition de techniques a haut débit peut laisspérer I'extension de I'analyse du géene
RYR2 a I'ensemble des régions codantes, ainsi quecleerehe de la délétion de I'exon 3 en
MLPA (multiplex ligation probe assay) pour permettme amélioration du taux de détection
des mutations.

Compte-tenu des difficultés diagnostiques et deahehement phénotypiques (phénocopies),
l'inclusion d’un nombre de genes plus importantsdlEnTVPC sera également a envisager de
maniere plus régulierdRyR2, CASQ2, KCNJ2, ANK2 ...).

Au total, il reste qu’aucune mutation n'avait éléntifiée chez plus de la moitié des probands
gue nous avions analysés. C’est dans cette populatie nous avons entrepris de rechercher

des mutations dans de nouveaux genes.
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Partie 2. Etude de nouveaux genes
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L. Etudes génétiques

1. Population étudiée

Aucune mutation d®YR2 ou CASQ2 n’avait été identifiee chez 128 des 214 probandkis
dans cette étude. Nous avons recherché des mutdasrgenes candideE&BP1B, ASPH et
TRDN chez 97 d’entre eux et 31 n'ont pas été étudieéason d’'une quantité insuffisante
d’ADN disponible. Les deux probands pour lesquels seule mutation a I'état hétérozygote
du géneCASQ?2 avait été identifiee ont également été analysés.

L’age de survenue des premiers symptdmes chez tenigaanalysés se situe entre 2 et 37
ans (age moyen 16 ans +/- 9,7). Sept probandssir&thient décédés de mort subite ou de
complication post-ACR. Parmi les 92 probands suntivale motif de consultation initial
était un arrét cardiaque dans 11 cas, les auttensayant présenté des syncopes (n=14) ou
des signes moins spécifiques (crises convulsivapjtations, dyspnée, malaises, n=13) dans
un contexte de stimulation adrénergique. Pour S#emts, le motif de consultation initial

n'était pas précisé. Des antécédents familiaux oie subite sont rapportés chez 11 probands.

2. Exclusion des génes candidatsKBP1B et ASPH

» Analyse moléculaire du ged&KBP1B
Nous avons identifié trois variations hétérozygates répertoriées dans le géREBP1B
chez 3 probands (Figure 47, tableau 17) :
- €.38-12G>A
- €.199-72C>T (isoforme a, NM_004116.3) ou ¢.199-Z¥CXisoforme b,
NM_054033.2)
- ¢.312G>A; p.= (isoforme a, NM_004116.3) ou c.24B34G>A (isoforme b,
NM_054033.2)

Les variations sont ensuite toujours désignéesepaiposition sur I'isoforme a.
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Figure 47. Représentation des variabns identifiées sur le genFKBP1B.

ATG TGA

l GT AG GT AG GT AG, l

5'UTR 1 [ B [ 3’UTR Isoforme a

|

¢.199-72C>T ¢.312G>A; p.=
c.38-12G>A = =

ATG TAG

Il existe deux isoformes de la calstaz 2 issues de I'épissage alternatif du cFKBP1B, présere en quantité relativeme
équivalente dans le tissu cardiaduenain. L'isoforme a est désignée comme l'isoformeéférence. L’isoforme b résul
d’'un épissage alternatif avec une réon de 45 pbal) incluant un codon stop (TAG). Le AG dodon stop de I'isoforme
constitue le site accepteur du dernigon di I'isoforme a. Les variationsouvées chez les patits sont indiquées en rouge
sur l'isoforme a et b si la séquence ADNc est commune, en vert sur l'isoforme b gigissage st spécifiqus

La variation ¢.38t2G>A a é¢ identifiée a I'état hétércgote chez un pnard, agé de 20 ans,
qui avait décrit des malaiset des palpitations a I'effort depuis I'age (2 ans, sans synco
vraie (fam 86). L’épreuve cffort avait révélé une tachycardie ventridre polymorphe noi
soutenue, évocatrice de T'C. Ce patient est par ailleurs égalementteur d’'une délétio
c.546delT hétérozygote de I'exon 5 deCASQ2, responsable d'un calage du cadre ¢
lecture a partir du codon 2, entrainant un codon stop prématuré osition 209 dans |
protéine (arbre geéalogique Fam 86, figur41l, p.127).

La variation intronique ¢.1992C>Tsituée dans l'intron & été identifiécchez un enfant de
ans décédé des complicals neurologiques d’un arrét cardiaquevenu lors d'un effor
intense (&m 87). Les trovles du rythme d'origine ventriculaire eegistrés lors de |
réanimation n'ont pas pers d'orienter avec certitude le diagnosticans les antécéder
personnels était rapporté uyndrome de Wo-Parkinsonwhite, sans hyertrophie cardiaqu
associée. Dans deantécédats personnels, on retiendra le déces :de son grar-pére
paternel a 57 ans.

La variation synonyme ¢.3G>A a été identifiée chez une jeune pae de 17 ans vue ¢
consultation au centre deférence de Nantes pour un bilan de nmses nn spécifiques
d’allure vagale depuis I'agee 15 ar (fam 88) L'épreuve d’effort montit des extrasystole
ventriculaires polymorphesrec quelques doublets et triplets dont le dere bidirectionnel
fait évoquer une TVPC. Auin antécedent familia'a été rapporté. Cet variation est situé
dans I'exon 4 de l'isoform a de la protéine. L'’exon 4 est codantjuement dans cet
isoforme de=KBP1B et la vaiation est localisée dans la région 3'UTRI'isoforme b.
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Tableau 17. Résumé des données cliniques et desations du géneFKBP1B identifiées chez trois probands.

Variations Mutations identifiées Premiers Paraclinique
Famille identifiées cDNA ” symptémes Symptomes qu
(NM 004116.3) Proteines (age) (Epreuve d'effort)

Malaise et palpitations

i o - »
86 c.38-12G>A Altération de I'épissage ~ 12 3 I'effort et & 'émotion

TVP non soutenue

Déces par arrét cardiag FV lors de la

87 €.199-72C>T Altération de I'épissage ? 8 = 1 PR
a l'effort réanimation

Altération de I'épissage, 15 Malaises répétés d'allure
défaut régulation 3'UTR ? vagale

ESV : extrasystoles ventriculaires / TVP : tachgi@aventriculaire polymorphe / FV : fibrillatiorentriculaire

88 c.312G>A; p.= ESV bidirectionnelle

Aucune de ces trois variations ne présente un teaegpathogéne évident :

- Les deux variations, ¢.38-12G>A et ¢.199-72C>T steent dans des régions non
codantes, a distance des sites accepteurs leprpltizes.

- La variation synonyme c¢.312G>A est située dangdgon codante du dernier exon de
lisoforme a dont elle ne modifie pas la traductieindans la région non codante
3'UTR de lisoforme b.

Nous avons étudiin silico I'effet de ces variations sur la reconnaissansesites d’épissage
a proximité. Les résultats présentés dans le taldl8anontrent qu’aucun logiciel ne prédit un

impact pathologique d’une des variations identgfiée

Tableau 18. Etude bioinformatique de I'effet des vaations identifiées sur I'épissage du gerfeKBP1B.

Exon Variant Logiciels Score du site naturel Effet prédit de la variation
Séquence Séquenc
e avec
référence o
variation
GeneSplicer 13.67 12.69  Aucune modification, pas de créatiositie

2 €.38-12G>A

NetGene2 0.68 0.49 Aucune modification, pas detioréde site

GeneSplicer 8.95/0 8.88 /0 Aucune modification, pas de création de site
4 €.199-72C>T

NetGene2 0.471/0 0.47 / 0Aucune modification, pas de création de site

Genesplicer 8.95/0 8.95/0 Aucune modification, pas de création de site
4 c.312G>A

NetGene2 0.471/0 0.47 / 0Aucune modification, pas de création de site

&Seuil de reconnaissance d’'un site accepteur : Géice: 1.01 / NetGene2 : 0,2/ ASSA : 0
Lorsque deux scores sont indiqués, le premier corde site accepteur de I'exon 4 de I'isoforme éeeleuxieme I'exon
alternatif de I'isoforme b.

Au total, nous n’avons identifié aucune variatimégentant un caractere pathogene évident
dans le gene de la calstabine. Il serait néannioiésessant de regarder si I'une des variations

modifie un motif de reconnaissance de facteurs g&age (séquences ESE, ESS, ISE, ISS) ou
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une régulation de la région 3'UTR. En l'absence meatations délétéres manifestes

identifiées, nous n’'avons pas retenu le gekBP1B dans la TVPC.

» Analyse moléculaire du gem&sPH

Apres analyse de la cohorte, une seule variationr@pertoriée du ger&SPH a été identifiée
chez un patient (ind II:2, proband, fam 89, figd&®. Il s’agissait d'un individu de 18 ans,
asymptomatique, présentant un allongement parapyestie I'intervalle QT alors que le tracé
de l'électrocardiogramme de repos était normal. fa¢ient avait bénéficié d'un bilan
cardiaque en raison de lourds antécédents famillaars la fratrie, son frere cadet (ind II:1)
et sa sceur (ind II:3) sont en effet décédés subitea 16 et 26 ans respectivement. Son frere
ainé survivant (ind 11:4) et leur pere (ind l:1yanptomatiques également présentaient un
tracé électro-cardiographique analogue au sientrhitement préventif-bloquants a été
initié, compte-tenu de I'allongement de l'intenea@T et du contexte familial. L’analyse de la

famille était en faveur d’'un mode de transmissiomishant de la maladie.

Figure 48. Arbre généalogique de la famille 89.

B—O

11 I:2
p.R62H -/-
1 72 II:3 I1:4
p.R62H +/-

Les symboles noirs barrés représentent les indiviticédés par mort subite. Les symboles noirs aoed) les individus
asymptomatiques présentant un allongement du Qdxpstique, le cercle blanc figure la mére du prabamec un bilan
négatif. La présence de la variation faux-senstifié® chez le proband pR62H est indiquée par + pouslliéle, et son
absence par -.

L’'analyse des gendsCNQ1 et KCNH2 impliqués dans le syndrome du QT long congénital
de type 1 et 2 respectivement n’a pas permis difientle mutation. Le séquencage du gene
ASPH a permis d’identifier une variation faux-sens hétggote, c.185G>A; p.R62H, située

dans I'exon 4 du gene. Il s’agit d’'une substitutdbane guanine par une adénine en position
185 sur ’ADNCc de I'isoforme longue de la juncti®M_032467.3). Cette variation est située
dans I'exon alternatif, présent uniquement darsofiirme longue de la junctine. Elle est
associée au niveau protéique a la substitutionedarginine par une histidine en position 62

de la chaine d’acides aminés. Cette variation n&até retrouvée parmi 200 chromosomes
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témoins et n'est pas répertoriée dans les basdsrdetes de polymorphismes. Cette variation
n'a cependant pas été retrouvée chez le péere damdo Ce résultat montrant un défaut de
ségrégation entre le variant et la pathologie, masons pas retenu la variation c.185G>A;
p.R62H comme un variant potentiellement causal demsroubles du rythme identifié dans
cette famille.

Aucun autre variant non répertorié du g&®#PH n’ayant été retrouvé dans notre cohorte,
cette étude n’a au final pas permis d'impliquelgeae dans les TVPC. Le géA8PH code
pour la junctine, mais aussi pour la junctate girtaéine ASPH exprimées dans de nombreux
tissus. Seuls les exons 6 et 7 sont spécifiquda factine. Une mutation en dehors de ces
deux exons serait donc susceptible d’entrainerdéésuts protéiques de la junctate et de la
protéine ASPH associés a une atteinte pléiomorgkppnsable d’'un tableau clinique distinct
de la TVPC typique.

3. ldentification de mutations dans le gen@RDN

> Définition des régions codantes pour I'isoforme @h#z 'homme.
Au début de ce travail, nous avons réalisé le segage du transcrit de CT1 chez 'lhomme
selon la méthodologie décrite dans le chapitre téNtds et Méthodes » de ce rapport. Ceci
nous a permis de définir les régions codantes petie isoforme au niveau du gé€nieDN,
correspondant aux régions dans lesquelles nous armsuite recherché des mutations dans le
génome des patients (Figure 49).
Apres réverse transcription a partir d’ARN cardi@adqumain témoin, nous avons amplifié par
PCR un fragment de 1230 pb a l'aide des amorcesNTRI» et TRDN_1R, et déterminé sa
séquence (Figure 49, i). La traduction de la sécpi@npermis d’identifier un cadre ouvert de

lecture, correspondant a une séquence de 286 AWr@49, ii).
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Figure 49. Séquences du transcrit ede |a protéine CT1, organisation des exons sur le géféRDN.
i Séquencage du transcfT1 a l'aide des amorces TRDN_1i5 et TRDN 1R (123)

TGCAGAGGAGAGGCAAAGTTCAACAGGACAACAAAGAAGC AGCAGAAACAGCCAGGAAAACGAAGAGCCCC
CAGGTTTTGACACAGAACCCTCCACCAGAGTTCTCAAATCCCCAAATACTCTGCAAAGTGCAACTTGACGGGA
ACTTTTCAACTGACTTTTACTTTTGACGACCACCATGACTGAGATCACTGCTGAAG

CAAGCTCTATTGCCAAGATTGGCTCAGA
TCCTTTAAAACTGGTACGTGATGCTATGGAGGAAACCACCGACTGGATCTATGGCTTC TTTCTTTGTTATCTGA
CATCATCTCATCTGAAGATGAAGAAGATGATGATGGTGACGAAGATACTGATAAAG

AAATAC/ACAAAGATAAGACT GAAAAACAAGAGAAACCTGA AAGGAAAATACAAA
CTAAAG
CAACTCACAAGGAAAAAATT GAGAAAAAAGAAAAACCAGA AACAAAGACACTGGCGAAAG

GT.
TGAAATTAAAAGTTGAAAAAGAC CAAAATCAGACTTCAAATGGGGGTA
AAAGACATTAAAGTAAATAT ATCAGAAAAGAAATACAGTA AATTGGGAATTAATATTT/ATTTATAAAAATACT
AAAATGTGTTCACAGATCTAAAGGGGCATTTTGAAGTATTTTTAAAAGGGGTTTGGAGGTAGCATCCGAAATC Ca
tataaagattggggataaatgttgaatttttgagatatgtctattaagagcgaataaa

Les séquences des amorces TRDb etTFRDN_1R sont soulignées sur la séquence. Le a initiateur est indiqué e
rouge. Les séquences correspondax exons 1, 3, 5 et 7 sont marquées en bleu exiess 2,1, 6, 8 et 8 bis en vert. |
séquence de I'exon 8 bis est située ¢ le GT et le TG, indiqué en rouge. La séquence termina été rajoutée a partir de
séquence génomique pour faire figue signal de polyadénylation AATAAA 251 pb aptésodon stop. Cette ségquence
référencée dans la base de donnéesl en tant qu : transcriptvariant 4 mMRNA homo sapiens 1din, NM_001256021.

ii. Séquene protéique de T'1 déduite a partir du cadre ouvert de lecturetifi€mlans|e transcri

Cette séquence est réferencédens la base de données NCBI en tant «triadin isodorm 4 homo sapiens »,
NP_001242950.1

MTEl TAEGNASTTTTVI DSKNGSVPKSPGKVLKRTVTEDI VI TFSSPAAW.LVI ALI | TWSAVAI VMFDLVDYKN
FSASSI AKI GSDPLKLVRDAVEETTDW YGFFSLLSDI | SSEDEEDDDGDEDTDKGEI DEPPLRKKEI HKDKTEK
QEKPERKI QTrKVTHKEKEKGKEKVREKEKPEKKATHKEKI EKKEKPETKTLAKEQKKAKTAEKSEEKTKKEVKGG
KQEKVKQT AAKVKEVQKTPSKPKEKEDKEKAAVSKHEQKCKHSEQEAAGGSKRI L GKKHVQ

iii. Organisation des exonsa 8 bis sur le gerTRDN

22 23 232 233 351 352-424 425-4584 485-550 551 610 611 ?S'Lri
EEELY 1072 1a773 14293 377G E400

Les exons sont figurés par des rectes bleus. Le A de 'ATG est le 1 de I'ADNc etAedu TGA est 86°™ nucléotide de
I’ADNc. La numéroation sur 'ADNCc des bornes intrc-exon est indiquée en italique en noir assus des exor(8b = 8bis)
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A partir d’homogénats de tsu cardiaque humain témoin, nous avonstifié la présence c
la protéine correspondanter immunoblot, en uisant des anticorps dyés contre la parti
N-terminale de la triadine cmmune a I'ensemble des isoformes d’'unrt et contre la parti

C-terminale spécifique de ce isoforme d’autre part (Figus0).

Figure 50.Immunoblot de CT1 humain sur homogéna de tissu cardiague humain témoin.
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30 pug de protéines d’homogénat oité déposés dans chaque puits sur un gel de pdbmade (gradient -15%). Apres
électrophorese, les protéines ont étenisférées sur membrane pendant 2h & 500 mA psesraincitber avec des anticorps
contre la partie N-terminale (Ater) ou C-terminale (ACter) de CT1. La révélation montre gies anticorps reconnaisse

chacun deux bandes de masse moldre apparente de 37 kDa, correspondant le plisgiiemert a la protéinCT1 et a sa
forme glycosylée.

» Données cliniues et génétiqu
Apres analyse du géneRDN dans notre cohorte, nous avons identtrois variations no
répertoriées (Figure 51) :
- ¢.53_56deACAG; p. pD18Afs*13 (fam 90)
- ¢.176C>G ; p. T59Rfam 91)
- €.613C>T; p.Q205* fam 91

Figure 51. Position des mutations idetifiées sur a) le génTRDN et b) représentationsur la protéine CT1.

a. Représentation des mutaticsur le génTRDN.

c.53_56delACAG
- c.613C>T
|:.l?GC>G
ATE

Le géneTRDN est figuré par le traihorizontal bleu, les exons par lestangles blues numétés. Les exons 1 a 8 st
communs aux différentes isoformes gene, I'exon 8 bis (ou 8b) est spécifique a fosme cardaque CT1. La position di
mutations identifiées sont marquées une fleche rouge. On notera que les 3 mute sont situé:s dans la région commu
du géne a Ensemble des isoformes sculaires squelettiques et cardiaque du

b. Représentation des mutaticsur la protéine CT
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p.D18Af5*13 —y

Cytoplasme
noonono0onon
p.T59R
Oo0obO0VOODODO
Lumigre du RS
p.Q205*

264

L 286 Cier

Les trois mutations sont indiquées rouge. La mutation p.D18Afs*13 induit un cin stop ématuré en position 3
marquée par la fleche sur la protéindsant sauter la majeure partie de la protéineasnde synttse protéique. La muion
p.T59R induit une substitution au reu du domaine transmembranaire de la protéire mutition p.Q205* entraine un
codon stop prématuré en amont dumaine d’interaction de CT1 avec RyR2 et (2, déléant la protéine d’'un domair
d’interaction majeur.

- Mutation ¢.53_56d&CAG; p. D18Afs*13
Le proband de la famille ¢ (ind II:2, figure52), poteur de la mutatic c.53 56delACAG,;
p.D18Afs*13, était un erant de 2 ans décédé des complicatioiun arrét cardiaqu
survenu dans un contextie stress adrénergique. L'enfant a préseune syncope suiv
d’'un arrét cardiaque a la s d’'un choc en juant au ballon. Un rythmsinusal a pu étre-
initié apres l'arrét cardiaql, mais I'enfant est décédé apres trois sees d’hospitalisatiol
en réanimation des comphtions pos-anoxiques de l'arrét cardiaquea mise en évidenc
apres l'arrét cardiagy de mmbreuses extrasystoles ventriculaires dict polymorphe et |
survenue de plusieurs épdes de tachycardies ventriculaires égaht polymorphes or
fait évoquer la possibilité une TVPC (Figure53). Aucun antécédent milial n’était connt
dans cette famille d’origie guadeloupéenne. Aucune notion densanguinité n’éta
rapportée. Les parents e frére du proband ont pu bénéficier 1 bilan clinique e
paraclinique (ECG de res, enregistrement Holter et épreuve drt) qui n'a détectt
awcune anomalie du rythe cardiaque. A l'issue de ce bilan, lesents et le frére c

proband ont été considéréomme phénotypiquement sa
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Figure 52 Arbre généalogigue de laamille 90.

O—r—

I:2 1:2
D6S1712 1§ 1 1§/1
D6S979 1| 3 1§} 2

géne TRDN: c.53 56delACAG + - + -
D6S988 1 1 1§} 2
D6S1639 3 | 4 1§} 2
D6S408 1 | 2 1§/1

I:1 /7 I:2
D6S1712 1 1 1411
D6S979 1 2 141
géne TRDN: c.53_56delACAG + - +q] +
D6S988 1 2 141
D6S1639 3 2 3l 1
D6S408 1 1 1401

Le symbole plein noir barré marquar la fleche représente probant décédé, les symbc dem-remplis en gris les
individus hétérozygotes asymptomues avec une exploration paraclinique négative.staut des individus pour
mutation c.del53_56ACAG est marc en rouge. Le signe + désigne un allele mut— un alléle sain. Les microsatellits
sont indiqués en noir.

Figure 53 _Electrocardiogramme du proband lors de I'hospitalisation en réanimation @res I'errét cardiaque .
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Arythmies ventriculaires polymorphebserves chez I'enfant en réanimation.

L’analyse moléculaire du tne TRDN chez le proband a permis d’intifier une délétiol
homozygote de 4 nucléoes au niveau de l'exon 2, ¢.53 56deAG; p.D18Afs*13
(Figures 51 et 52 Cette déétion se traduit au niveau de la séquen’acides aminés pi
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'apparition d’'un codon stop prématuré en positi®h, ne conservant qu'un fragment
cytosolique de la protéine sauvage, dépourvueitédralité des domaines transmembranaire
et luminal de la protéine.

L’étude familiale a montré que la variation étai€gente a I'état hétérozygote chez les trois
apparentés étudiés non atteints. Une étude indjreélalisée a l'aide de 5 marqueurs
microsatellites juxtagéniques situés en amont etvahdu gene (D6S1712, D6S979, D6S988,
D6S1639 et D6S408), a mis en évidence un haplaqyasi-identique au niveau de l'alléle
paternel et de l'allele maternel muté, avec 4 mewgsl identiques sur 5. Ce résultat est en
faveur d’'un ancétre commun chez les deux parentsprdbband, tous deux d’origine

guadeloupéenne, pouvant expliquer la mutation comemetrouvée chez eux (Figure 52).

- Mutations ¢.176C>G; p.T59R et c.613C>T; p.Q205*
Le proband de la famille 91 (individu II:2, figubd) est un individu agé de 26 ans au moment
de l'investigation génétique, décrivant des épisadke syncopes a I'effort récurrentes depuis

I'enfance.

Figure 54. Arbre généalogique de la famille 91 induant le phénotype des patients analysés et leuasiit génétique.

-

11 12
NA NA
1:1 72 I:3 I1:4 I1:5
p.T5OR /- +/- NA +/- NA
p.Q205* /- -1+ -1+

n:1 ln:2
NA  P.T59R -/-

p.Q205*+/-
Les symboles pleins noirs représentent les indsvidtieints; le symbole demi-rempli en gris un ilivhétérozygote
asymptomatique avec une exploration paracliniqugatiée, les symboles blancs les individus asymptmues non
hétérozygotes. Les points d’interrogations et é&gds NA les individus non phénotypés, non gérégyp'individu I:1 est
décédée d’'une pathologie néoplasique. Le signesigni& un alleéle muté, le — un allele sain. Les timria p.T59R et
p.Q205* ont été identifiées sur le gERDN.

L'ECG de repos était normal, avec en particulier intervalle QT conservé. L'épreuve
d’effort a permis de mettre en évidence de nomle®elextrasystoles auriculaires et de

nombreuses ESV bidirectionnelles (Figure 55).
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Figure 55. Extrasystoles ventriculaires bidirectiomelles lors de I'épreuve d’effort chez le probandirid 11:2, fam 91)
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Son frére jumeau dizygote (ind 11:4) a égalemegspnté des syncopes durant I'enfance, avec

des troubles du rythme ventriculaires objectivéseamoment-la alors que 'ECG de repos
était normal. Un traitement par le nadolol (40mgrjoa permis de faire disparaitre les
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syncopes chez les deux patients. En 2009, le déproband (ind 11:4), traité p@rbloquants

et asymptomatique depuis plusieurs années sur da pardiologique, se plaignait de
fatigabilité dans les jambes, ayant des difficuli§sasser de la position assise a debout et a
monter les escaliers. A I'examen clinique, il étalilligé de s’aider de ses mains lors de
génuflexions. Cependant, un an apres, la symptdogigos’était atténuée et le patient n’a pas
souhaité réaliser un bilan plus étendu. Les detwesumembres de la famille investigués, la
sceur et le neveu du proband étaient asymptomatiguesont montré aucune anomalie
détectable aprés un bilan cardiologique comprenanECG de repos, un enregistrement
Holter +/- une épreuve d'effort et une échograptaediaque (ind Il:1 et 1ll:1). Dans les
antécédents familiaux, un cousin du c6té matemlitaprésenté des syncopes d’effort lors
de son service militaire mais aucun bilan cliniglteeété réalisé chez ce patient, ne permettant
de rattacher cet antécédent a une TVPC.

L’analyse moléculaire du geneRDN chez le proband (ind 11:2) de la famille 91 a pesrm
d’identifier deux variations hétérozygotes non répées dans le géridrDN : une variation
faux-sens ¢.176C>G; p.T59R et une variation nos-se613C>T; p.Q205* (Figures 51 et
54). La variation non-sens, située au niveau deitie8, entraine I'apparition d’'un codon stop
prématuré en position 205 de la chaine d’acidesésnicorrespondant a une protéine
dépourvue du domaine d’interaction physiologiquelalériadine avec RyR2 et Casq2. La
variation faux-sens p.T59R, située dans I'exon 2gdnoe, entraine le remplacement d’'une
arginine par une thréonine dans le domaine transiramaire de la protéine. La nature tres
conservée de I'acide aminé dans I'évolution, lectare non-conservatif de la substitution au
niveau physico-chimique et la topographie de laatian était susceptible de déstabiliser le
segment transmembranaire de la protéine (Figurest 58). L'impact de la variation sur la
protéine a été prédit delétére par I'ensemble deggikls bioinformatiques utilisés (Tableau
19).

L’étude familiale a montré que le fréere du probéihd), également atteint, était aussi porteur
hétérozygote des deux variations. Leur sceur (linlemne au niveau clinique, ne présentait
aucun des deux variants. Le neveu du proband )lIBBymptomatique, avait hérité la
variation non-sens de son pere, ce qui était eeufagtu fait que les variations soient portées
par deux alléles différents, hormis la possibititéne recombinaison intragénique entre les
deux alleles paternels. Il est prévu de réalisez @tude par microsatellites qui pourra
éventuellement écarter la possibilité de recomborai intragénique (selon le degré
d’'informativité des microsatellites), et permettt@ffirmer avec une certitude complete le

statut hétérozygote composite des deux probandsalyse familiale n’a malheureusement
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pas pu étre plus étendue, en particulier, le stdtutcousin du proband présentant des

antécédents de syncope n’a pas pu étre déterminé.

Figure 56. Conservation de la thréonine 59 dans lsiadine dans différentes espéces.

QL3061 PAAWLLVI ALI | TWBAVAI VIVF HUMAN
Q28820 PAAWLLVI ALI | TWBAVAVWMF RABBI T
AGONNL PAAW.LVI ALI | TWSAVAVWMF BOVI N
QQ5BB PAAWLVI ALI | TWBAVAI VM- MOUSE
@BDVI 6 PAAWLVI ALI I TWBAVAI VMF RAT

B1H2GA PVAWLLVGALI VTWBAVI | WF XENOPE
A3KNUG PMAW LVLALI | TWBAVAI | M- ZEBRA_FI SH

Tableau 19. Etudein silico du caractére délétere de la variation p.T59R de laiadine.

Prédiction bioinformatique (seuil)

SIFT SNPs 3D Pmut MutPred

(0,05) Polyphen ©) (0.5) SNPs&GO  SNAP (0,75)

NA Délétere  Délétere Délétére Délétére Délétere Délétere
1,350 -2,38 0,72 (RI=7) 87% 0,78

SIFT n’a pas fournit de prédiction compte-tenu dmbre insuffisant de séquences a aligner.

Le géneKCNJ2 a également été analysé au niveau de I'ADN dex gmbands des familles

90 et 91 sans retrouver de mutation.

Au total, I'analyse de nouveaux genes dans la TVIBG a permis d’'identifier trois variants
non répertoriés du gen€RDN dans deux familles. Les résultats des études igéeét
réalisées montraient une transmission autosomiguessive de la maladie, associée aux
variations de la triadine découvertes dans ces dammlles. Aucune des trois variations
identifiées n’a été retrouvée parmi 200 individosteoles testés, ni dans les bases de données
de variations utilisées (NCBI SNP, 1000 genomegeptpGenome variation server, Exome
Variation Server).

La nature des mutations identifiées est hétérogemecaractere pathogene de la variation
non-sens p.Q205* et de la microdélétion ¢.53 568&& ; p.D18Afs*13 conduisant a un
codon stop prématuré apparaissaient tres probadiistque la nature bénigne ou délétere de
la variation faux-sens p.T59R posait plus questiblous avons donc entrepris la
caractérisation fonctionnelle de cette variatiorase de modeles cellulaire et animal pour

déterminer son impact sur la protéine.
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II. Caractérisation fonctionnelle de la
variation p.T59R du gene TRDN

1. Etudes sur cellules COS-7

L’effet de I'impact de la variation p.T59R sur katline cardiaque CT1 a été étudié dans un
premier temps par expression ectopique de la tdadauvage ou mutée dans une lignée
cellulaire non-myogénique, les cellules COS-7. hleénotypes cellulaires des cellules COS-7
surexprimant CT1 sauvage ou mutée ont été companéslifférentes approches (étude de

localisation en immunofluorescence et étude d’esgiom en immunoblot).

» Etudes de localisation
Apres transfection de la séquence codante de CTatdmuvage ou mutée dans des cellules
COS-7, la localisation de la triadine a été étudigéenicroscopie confocale (Figure 57). Cing
cents cellules transfectées ont été analyséesghague condition. Dans la grande majorité
des cellules exprimant la triadine sauvage (83%3 &nticorps marquaient la surface
cellulaire, compatibles avec une localisation deitaline dans ou prés de la membrane. Dans
une plus faible proportion (17%), les cellules préaient une fluorescence du réticulum
endoplasmique (RE). De maniere différente, la tmadnutée présentait une fluorescence

exclusivement intracellulaire dans I'ensemble ddkiles comptées (100%, n=500 cellules).
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Figure 57. Marquage observé das les cellules CO-7 surexprimant CT1 sauvage de rat ou nitée p.T59R

a. COS-7 surexprimant CT1 sauvage

c. Marguage de CT1 sur 500 ellules COS-7 transfectées exprimant CT1 sauvage (W ou mutée (T59R

£ 33
I 1 ORE

@ MB

100%

80%

o2}
o
=R

% cellules

WT T59R

La mutation p.B9R induit des diffétnces dans les profils de localisation de CT1 dhesscdlules CO-7. Les figures
montrent le marquage de CT1 en innofluorescence indirecte dans des cellules-7 exprimant la protéine CT1 sauva
(a) ou mutée (b), apres transfection.

(a) Trois profils sont observés pr les cellules exprimant la triadine sauvage. Deraduisent une localisatic
intracellulaire : 1)dans un RE préseant un aspect dentelé physiologique ) dans une striure ressemblant a du F
déformé. Le troigme profil correspol a un marquage en faveur d’'une localisation de €&k 2 membrane cellulaire (Z
(b) Dans les cellules exprimant CThutée, seulement deux profils ont été obsi: 1) dans u RE présentant un asp
dentelé physiologique ou 2) mgune sructure ressemblant a du RE déformé. Barre = 2

c. L’histogramme indique le pourcerje de cellules transfectées présentant un marglaggec membranaire (MB) ou ¢
RE pour 500 cellules, a partir de 3 eriences. *** p<0.0001, test de Fisher.
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De maniere intéressante, gs’agisse des cellules exprimant la triadirauvage ou mutée,
marquage intracellulaire prentait deux aspects différer

- soit un aspect correandant au marquage d’'RE intact,

- soit un aspect correandant au mauage d’'un RE déformé.
La localisation de la triadir au niveau diRE a été évaluée par anmmunomarquage de
triadine et de la calnexir une protéine spécifigue du RE. Lessultats obtenus q
montraient une ctoecalisatio1 de la triadine et de la nexine dans les clules, ont permis d
confirmer la localisation del triadine dans le RE, que son aspect soict ou altéré (Figur
58).

Figure 58. Cotmmunomarguage de h triadine CT1 et de la calnexine dans des cellldeCOS-7 surexprimant CT1.

Triadine Calnexine Superposition

La triadine CT1 se localise dans le: et induit une déformation du RE. Les cellules -7 ont été transfectées avec
I'’ADNc de CT1, puis fixées au méthol et la triadine et la calnexine ont été margugéaide d’anticorps spécifiques ¢
immunofluorescence indirecte (antices anti Nte-triadine (vert), et anti calnexine (rouge)). De¢profils de marquage de
triadine ont été observés en intracaire: un aspect de RE normal (a) et un aspect de Rbrmé (b). La triadine et |
calnexine sont parfaitement émcalisées dans les cellules tsfectées, indiquant que les structudéformées proviennent
RE. Ce type de marquage a été obsepour la triadine sauvage ou mutée (données noirées)
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La localisation membranairde la triadine été évaluée par deux appne:: i) un marquage
en immunofluorescence direntielle de la triadine avant et aprés méabilisation de |
membrane cellulaire et ii) 12 biotinylation des protéines de surface ctée en immunoblc
Brievement, I'étude emmmunofluorescence a été réalisée comme (Figure 59). Aprés
transfection,les cellules or été fixées puis incubées en présencer anticorps anti -

terminal de CT1, la mentane plasmique a ensuite été perméale puis les cellule
incubées en présee d'un aticorps anti l-terminal de la protéine. Ls résultats montre

pour la triadine sauvage umarquage positif avant et aprés permé:ation, traduisant |

localisation de la triadine sivage dans la membrane plasmique avelomaine (-terminal

dans I'espace extracellulairLa triadine mutée n’est en revanche mar: que par l'anticorg
N-terminal mis aprés permbilisation. Le marquage inverse a été ré, et la triadine éte
détectée uniquement I'acorps an-C-terminal, pour la triadinesaunage et muté. Ces
données mettaient en évince que la triadine sauvage était insédans la membrar
cellulaire avec le domaine &érminal extracellulaire et le domain«terminal cytosolique. L:
triadine mutée était en reuche exclusivement intrélulaire puisque ;euls les marquag
réalisés apres perméabilisal cellulaire s’étaient avérés positi

Figure 59. Détection en immunofluorscence de CT1 avant et aprés perméabilisation aghire.
a WT T59R b WT T59R

Cter triadine Mter triadine

l Permeéabilisation l l Permeabilisation l

Mter triadine Cter triadine

Superposition Superposition

La triadine mutée (T59R) est détee enlF uniquement aprés perméabilisation de la meane cellulaire, signant
localisation intracellulaire. Par oppoon, la triadine sauvage (WT) est détectée ebskamce deperméabilisation cellurre
avec I'anticorps anti Cteriadine, témignant de sa locaation dans la membrane cellulaire, ala partie (-terminale de la
protéine extracellulaire. a. Les cellultransfectées avec CT1 sauvage ou mont étéfixées a a PFA marquées avec un
anticorps anti Cter-triadine (vert), pyierméabilisées a laponine etmarquées avec un anticolanti Nte-triadine (rouge).
b. La manipulation inverse de cellezriteen (a) est présentée : marquage des celaes un nticorps anti Ntetriadine
(rouge), perméabilisation, marquages cellule avec un anticorps anti Cter-triadine (vert).
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L’absence de protéine m:e a la membrane a été confirmée une expérience ¢
biotinylation des protéines: surfac (Figure 60) Les expressions defiadines sauvage
mutée sont visualisées emmunoblot. La présence cla triadine swvage est mise |
evidence dans les fractionrotéiques intracellulaire et membranaire. protéine mutée e
détectée au niveau de la fron intracellulaire mais elle n’est en revar pas visible dans

fraction membranaire.

Figure 60.Immunoblot aprés séparaion des protéines intracellulaires et de la memlane celulaire (par biotinylation
des protéines de la membrane cellulre).

WT T59R
MEB 1C MEB 1
anti Nter-Triadine kDa
50 — | m—
37 — - —
anti Na“™ /K™ ATPase kDa

100 — -

o i kDa
anti CLIMP63 75

50— —

La triadine mutée (T59R) est prése dans la fraction intracellulaire (IC) mais ellest pas détecte au niveau de la
membrane cellulaire (MB) a la difféice de la triadine sauvage (WT) présente dandeles frictions. Ving-neuf heures
apres transfection des cellules CQSes protéines de la membrane cellulaire ont itnlylées wvec un réactif dfo-NHS-
SShiotine. Les cellules ont ensuite: lysées et les lysats cellulaires incubées esepae de illes agaros-streptavidine
pour lier les protéines biotinylées eéparer la fraction protéique membranaire etgeitulare. Chaque fraction aé
déposée sur gel pour électrophorésenmunoblot. La révélation de la présence de CEtéaéakée a I'aide d’un anticor|
anti Ntertriadine. Le shift de poids oléculaire dans la fraction membranaire est liggamupenent sulf-NHS-S lié aux
aminesdes résidus extracellulaires K, N et R de CT1. La détection de la*/K* ATPase uniuement dans la fraction
la membrane cellulaire, et de CLIMB dans la fraction intracellulaire ont servi datcole de I'dficacité de séparation s
deux fractions subcellulaires.

Prises ensembles, ces dors montrent que la mutation p.T59R affela localisation de |
triadine aprés expression écielle de la protéine dans une lignée caire de mammifére
les cellules COS-7.
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» Etudes d’exprssiol
Cetteabsence d’expression: la protéine mutée a la membrane celluloouvait étre due a
rétention de la protéine darz réticulum endoplasmique ou a une dégtion de la protéine
une étape de sa vie cellulaire.
Deux observations prélimirres ont él en faveur d’une possibilité de gradation accrue ¢
la protéine mutée. Premiément, e taux de transfection estimé enmunofluorescenc
montrat un taux de transfeon <« apparent trés faible pour les celluletransfectées avec
séquence mutée eroropardson des cellules transfectées avec la ence de la triadin
sauvageEn effet, le taux ddransfection respectif des cellules transfes avec le cDNA d
la triadine sauvage atteign50 cellules transfectées par champ a l'otif 10 alors qul ne
dépassait pas 10 cellulesansfectées par champ pour la triadineitée, montrant un
efficacité de transfection )parente moindre pour les expérienceilisant le plasmid
contenant la séquence de ladine mutée. Ces résultats ont été obtengartir d’expériences
répétées a partir de préparns d’ADN plasmidiques indépendan
Deuxiemement, le taux deadine évalué en immunoblot, a partir d> méme quantité ¢
cellules transfectéeapparaisait beaucoup plus faible pour la triadinutéeque la triadine

sauvage (Figure 61).

Figure 61 Immunoblot a partir de lysat cellulaire de CO$-7 surexprimant CT1.

WT T5SR

anti Nter-Triadine kDa

37 —  |—

anti f-tubuline  kDa
5 —

50 —

La triadine mutée semble moins rimée que la triadine sauvage aprés transfeaien’ADNc dans des cellule
correspondantes. Un dépf 201g deprotéines a été réalisé dans chaque ligne & garlysat cllulaire de cellules CC-7
transfectées avec CT1 sauvage ou le. La tubuline a été analysée comme contréla deantit de protéine déposée d:
chaque puits.
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Des expériencesomplémenaires ont été réalisées pour étudier I'effe la mutation sur |
stabilité. Pour cela, nous rons réalisé une cinétique en présence cycloheximide un
inhibiteur de la synthese jtéique. Les cellules transfectées ont éises en incubatic
pendant différents temps av du cycloheximide et les quantités de Chuvage ou mutée ¢
été analysées par immunots quantitatifs pour chaque temps. Lesultats montrent ur
différence significative entr la courbe de décroissance de CT1 sae et € CT1 mutée,
illustrant la stabilité moindrde la protéine mutée dans ce modéle celz (Figure62).

Figure 62.Etude de la dégradation d: la triadine lors de l'inhibition de la synthéseprotéique (cycloheximide, CHX)

a b ®WT
Temps d'incubation avec le cycloheximide (min) R, 1598
0 30 50 90 180 360 100
s
W
=
i
g 50 1
T59R | e— 'f
E *kdk
)
0
0 100 200 300 400

Tps d'incubation
avec le cyclaheximide (min)
n=3/ p=0,001

La triadine mutée est dégtée plus radement que la triadine sauvage. a. Les celluleS-7 transfectées avec CT1 sauv:
(WT) ou mutée (T59R) ont été incles avec du CHX pendant O a 6h et récoltées. Latitude CT1 a été analysée
immunoblot avec un anticorps anti Nteiadine. b. Le graphique montre la quantificatioatiek de CT1 pour chaque tem
par rapport a la quantité de CT1 @ Tes données de quatre expériences sont inc*™* p<0,001; test de Fisher). Les
barres d’erreur indiquent les SEM.

Une seconde appche a € utilisée pour confirmer cette donnée.us avons étudié
dégradation de la protéine - le protéasome en examinant I'effet du N32, un inhibiteur di
protéasome, sur la quantité protéine détectée en immunob

Brievement, les cellules tnafectées ont été mises en incubation pnt 6 avec ou sans
MG132 et le taux de proine évalué en immunoblot. Lorsque laidine sauvage éte
considérée, linhibition du rotéasome n’entrainait pas d’augmenta significative de e
guantité de triadie présent par rapport aux mémes cellules tran€es non traitées
MG132. De maniere différd¢e, I'incubation des cellules en présenceMG132 pendant €
permettait d’augmenter sigicativement la quantité de CT1 mutée:sente de 148% p
rapportaux cellules non trtées au MG132 (Figur63). Ceci montrai que le protéason
intervenait dans la dégraion de la protéine mutée lors de sorpression cellulaire
expliquant pour partie ou talité la différence de stabilité entre la téine sauvaget la

protéine mutée.
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Figure 63.Effet de I'inhibition du prottéasome (MG132) sur I'expression de C1.

a b B DMSO
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Le MG132 augmente I'expression dT1 mutée. a. Immunoblot réalisé en utilisant uticarps anti Nte-triadine, a partir
de COS-7 transfectées avetTXCsauvige (WT) ou mutée T59R, en abser-) ou en présencet+) de MG132, 50 uM 6
(DMSO en contrdle). b. Le graphie montre la quantification relative des valeursctiaqie bande correspondan
I'expression de CT1 correspondant :xpression de CT1 jr rapport I'expression de CT1 sauje en I'absence de MG1
(WT, DMSO). Les données de troixpériences sont incl.. * p<0,05, test de Studengd bares d’erreur indiquent I¢
SEM.

» Discussion de résultal
Ces donnéesnt permis de iontrer que la mution faux-sens p.T59R ait un impact sur la
localisation et I'expression tCT1 aprés expressi@ttopique de la protne dans des cellules
COS-7.
D’une part, la protéine CTnutée n’est pas détectable au niveau dnembrane cellulair
alors qu’il s'agt de la locdisation préférentielle de la triadine saye. D’autre part, |
protéine mutée est dégradée maniére massive, a la différence de laine sauvag
L’hypothése que nous pposons serait que la mutai, en modfiant la séquenc
transmembnaaire de la proine, pourrait entrainer une anomalie de sertion du domain
transmembranaire dans lacouche lipidique ou un défaut d’adress de la protéine. L
protéine mal conformée oual localisée serait alors dégradée par la wrotéasomal
La voie majeure de deglation des protéines dans les cellulet en effet la voie
protéasomale. Dans le cass protéines mal conformées, si elles ne pnt pas le controle
de qualité» du RE, elles seront dégradées par le processus D (ER-associated-
degradation) qui consiste1 I'export des protéines dans le cytome ou elles sero
dégradées par la voie du prtasom (Schroder and Kaufman, 2005a).
Cependant, plusieurs obsetions posaient les limitesune étude sur ne lignée cellulair
non-myogeénique.
Premiérement, la protéineT1 présente une localisation physiolog: dans le réticulur

sarcoplasmique des cellulccardiaques, une structure subcellulaire sialisée absente d
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cellules COS-7. Le réticulum sarcoplasmique étawet structure issue du RE, la localisation
« attendue » des protéines de ce compartiment dess expériences réalisées était une
localisation dans le réticulum endoplasmique délsles COS-7. L'expression majoritaire de
CT1 au niveau de la membrane cellulaire était@malie et difficile a expliquer. Toutefois, la
triadine ne présente pas de motif identifié dent&e dans le réticulum endoplasmique. Il est
donc imaginable que la localisation de CT1 danR%esoit lieée a une interaction avec des
protéines du RS absentes des cellules COS-7. anas; la triadine au niveau des cellules
COS-7 ne serait pas retenue dans le RE et iratradmbrane. Deuxiemement, lorsque la
triadine est localisée dans le RE, I'aspect du B gtre déformé. Il est connu que ce type de
déformation, dite en corde (« rope-like structureest pas lié a une surcharge du RE due a
la surexpression d’'une protéine. En effet, la somession d’'une autre protéine du réticulum,
RyR1, n’induit pas de structure en corde (donnéetaboratoire). Il est en revanche décrit
lors de I'expression ectopique dans les cellulesS@Qde protéines ayant un rdle dans la
morphologie du RE (CLIMP63, REEP-1, (Klopfenstetnak, 1998; Park et al., 2010)). De
maniére intéressante, cette observation sembldait ouvrir la porte a la notion déja
evoquée d’'un possible role structural de la triadio niveau du RS, en dehors ou a c6té d’'un
réle régulateur ou d’interaction avec RyR2 (Mairtyle, 2009).

Si les études de localisation ouvrent plusieurstimes, les études d’expression montraient de
maniére franche, la dégradation accrue de la p@t@iutée impliquant le protéasome.

Les études réalisées sur lignée cellulaire ont dosienis d’obtenir difféerents résultats
préliminaires en faveur de I'impact de la mutatipA59R sur la protéine. Cependant, ce
modéle cellulaire était éloigné du cardiomyocyte ezt exprimée la protéine de maniére
physiologique chez ’'homme.

Pour étudier I'impact fonctionnel de cette mutatidans un modele plus proche de la
physiologie, nous avons entrepris de considéréiet'ele la mutation sur I'expression et la
localisation de la protéine dans des cardiomyocytes
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2. Etudessur cardiomyocytes primaires

Pour cela, des virus AAV2/ qui permettent un ciblage cardiague préntiel, ont été congt
pour induire I'expressioim vivo de CT1 de rat sauvage ou mutée. Unhjection systémiqu
des vecteurs viraux a été risée et, un mois apres l'injection, les sownt été euthanasié
et les cardiomyocytes isoléour études d’expression et de localisn deCT1

La préparation des cardioocytes primaires a éeté réali en collabration avec’unité

Inserm U104&Gle Montpellie.

» Etude du nivau d’expression du transcrit C
Le niveau d’expression deranscrits étudié par F-PCR semiguantitatve a morré que le
niveau du transcrit de CT1:2 rat était identique pour la triadine sauvet la triadine muté
(Figure 64).

Figure 64.Détection du transcrit CT1 de rat dans les cardiomyocytes de sourKO TRDN tramsduites.

¥ PCR transcrit CT1 rat (250 ph) ¥ PCR transcrit GAPDOH souris (136 ph)
WT T59R WT T59R
Dilutions - 110 100 1 10 100 Dilvtions - 1 10 100 1 10 100
— —
pho400 —| == ph 400 —| =
200 —
100 200 —
- — -—
100 — -

La présence du transcrit estelgite d maniére équivalente, par -PCR semiguantitative, dan:les souris transduites a\
la séquence de CT1 sauvage (WT)mutée (MT). La réverse transcription a été réalia pair de 500 ng d’ARN tota
extrait de préparation de cardiomyo3s isoés de souris KORDN transduites avec CT1 sauxe (WT) ou mutée (T59F
L'amplification du transcrit CT1 de ra été réalisée avec des amorces spécifiquesdff3t R, :50 pb) a partir de 'ADN
pur, ou dilué au 1/10 ou 1/100. Unenplification du trarcrit GAPDH de souris a été utiliséemme contrdle a I'aide dt
amorces GAPDH_F2 et R2 (136 pbjabsence d’ADN contaminant est contrdlée par l&tze damplification d’'un produi
de 220 pb avec les amorces GAPDR et R2
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» Etude du nivau d’expreson protéique de CT1
L’expression protéiquea été étudiée par immunoblot a par dhomogénats d
cardiomyocytes. Les résult ont montré que CT1 était présente dan cardiomyocytt de
souris KOTRDN transduits ivec ’ADNc sauvage mais que la protéiitait indétectable pe

cette méthode dans les carmyocytes transduits avec I'ADNc muFigure65).

Figure 65.Etude du taux protéique d2 CT1 de rat dans les cardiomyocytes de soL KO TRDIN transduites.

KO KO TRDNtransduites WT KO TRDNtransduites T59R
1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 12 13

kDa

— 75

— 50

CT1 — _-*--- — 37

— 25

La protéine est détectée chez les sctransdites avec la séquence sauvage de CT1 (lignes) mais chez aucune sou
transduite avec la séquence mutéenes 8 a 13). L'analyse en immunoblot de CT1 aipde 100 pg d’homogénat 1
cardiomyocytes isolés de souris RBDN transduites avec CT1 sage (WT, lignes 1 a 7) ou 1tée (T59R, lignes 8 a 1:
La protéine CT1 est détectée a I'aidan anticorps dirigé contre la partie-terminale de CT1 et sparait sous la forme d’'u
simple ou d'une double bande aux itours de 37 kDa. La bande supéie, correspondant a fforme glycosylée de CT
est présente en quantité moindre etale en corrélation avec l'intensité du signalalbande pricipale(Marty et al., 2009;
Vassilopoulos et al., 2005). Une bandon spécifique est détectée, présente égaleraantldssouris KO non transduit
(ligne KO, a gauche).

169




» Etude de localisation

En immunofluorescence, dans les cellules de ssansage, CT1 apparait sous forme d’'une
rangée de points parfaitement colocalisée avecylR & niveau des dyades (Figure 66,
panneau a, souris sauvage). Dans la souriSRON, le marquage de CT1 est nul tandis que
le marquage du RyR est inchangé, toujours localigédyade (panneau b). On peut voir que
la transduction de 'ADNc de CT1 sauvage dans tm#is permet la réexpression de la
triadine et son adressage physiologique aux dyadeslle co-localise avec le RyR (panneau
c). Le marquage observé est strictement superposai®lui observé dans les cardiomyocytes
de souris sauvage. Le marquage de la triadine wbsians les cardiomyocytes transduits
avec la séquence mutée est négatif, équivaleniuh @étecté dans les souris KORDN

(panneau d). L'étude en immunofluorescence n'a duas mis en évidence de défaut de
localisation de la protéine mutée mais une absdeceelle-ci concordante avec les résultats

observés en immunoblot.
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Figure 66. Coimmunomarguage de h triadine CT1 et du RyR dans des cardiomyocytesolés

a. Souris sauvage

Trizdine

Superposition B

b. Souris KO TRON

Trizdine

c. Souris KO TRDN injectée ARVO-CTTWT

Superposition

s KO TRDN injectée AAVI_CT1T3R

d. Souri

Superposition

Les cardiomyocytes ont éigolés a prtir de a. souris sauvage, b. souris TRDN, c. souris {O transduite AAV-CT1
sauvage, d. souris KO transduites Cmutée p.T59R. Les cardiomyocytes ont été marquess un anticorps anti Ct-CT1
de souris (a et b, vert, alexa 488) anti Cer CT1 rat (c et d, vert, alexa 488) et anti F(rouge, cyanine 3). Da
I'ensemble des cariomyocytes, le maage du RyR est typique d’'une localisation dyade avecdes aligmements de poil
(voir grossissements dans les encar bas a droite demages). Barre : 2um
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Les études sur cardiomyocytes ont donc permis detreroque la transductiom vivo de
I’ADNc de CT1 sauvage permet la réexpression dedgéme et sa localisation physiologique
a la dyade alors que la mutation empéche sa résipre a un taux détectable en
immunofluorescence ou en western blot.

Les études d'immunofluorescence et d'immunoblotréimpdes cardiomyocytes primaires ont

été réalisées en collaboration avec Marine Cachdnotprante dans mon laboratoire.

3. Interprétation des résultats

Au total, la caractérisation fonctionnelle de la mutatiaax-sens p.T59R, située dans le
domaine transmembranaire de la triadine, montre @ptee mutation entraine, dans des
cellules COS-7 d'une part, une différence d’'adrgssat une dégradation accrue de la
protéine. D’autre part, lors d’études dans un medalirin déficient en triadine, I'injection de
la séquence codante sauvage permet la ré-expretsiartriadine associée a une localisation
physiologique. La protéine mutée est en revanctétéctable. La mutation induit donc dans
un modéle murin une absence de protéine liée saih adéfaut de synthése, soit plus
vraisemblablement & une dégradation de la prosioa se base sur les données obtenues a
partir des COS-7.

Il a été réalisé dans la suite de ce projet dedeétule I'homéostasie calcique dans des
cardiomyocytes isolés de souris sauvage, de sd(tis TRDN, de souris KOTRDN
réinjectées AAVI-CTY' et réinjectées AAVI-CTER Les résultats obtenus ouvrent des
perspectives intéressantes, montrant que les paemradtérés dans la souris KRDN sont
corrigés par la ré-expression de la protéine sa\agrs qu’ils demeurent inchangés dans les
cardiomyocytes ré-exprimant le transcrit muté (am@é du transitoire calcique, durée a 50%
du transitoire, vitesse de libération du’Caharge calcique du RS). Ces données montrent
gue la mutation p.T59R induit des perturbation$lt@nméostasie calcique, similaires a celles
observées dans les modéles murins de TVPC (souriet KO CASQ2, souris KIRYR2,
(Priori and Chen, 2011)). La correction du phénetyellulaire par ré-expression de la
triadine sauvage suggere une possibilité de pargpsthérapeutiques par transfert de gene a
plus long terme. Ces travaux sont issus d’une lgotktion entre les unités Inserm U836 et
U1046.
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III. Discussion-conclusion partie 2

Si la recherche de nouveaux genes dans la TVP@asaorté ces fruits poliKBP1B et

ASPH, elle a abouti a lidentification de mutations dafRDN. Il s’agit des premiéres

mutations du gend@RDN associées a une pathologie chez 'homme, la T\{Rthologie

héréditaire rare du rythme cardiaque.

On retiendra plusieurs observations :

La prévalence du geddrDN dans la TVPC est faible, avec deux probands paridel
mutations sur 99 analysés.

La transmission de la maladie associée aux mutatienta triadine suit un mode
autosomique recessif. L’évaluation rythmologiques dmdividus hétérozygotes
permettra de voir si ce statut est éventuellemesso@é a une susceptibilité
arythmogénique, comme cela est rapporté pour lestions CASQ2. Pour note, il
existe une suspicion de syncopes a I'effort chezausin maternel dans la famille 91,
pour lequel aucun bilan n'a pu étre réalisé, mais mpurrait éventuellement étre
expliqué par I'existence d’un allele muté.

Sur un plan phénotypique, la présentation de lad¥Bt assez typique dans la famille
91, ou la pathologie s’est révélée par des syncopesdivantes a l'effort dans la
grande enfance (> 3 ans pour les deux individusiras), et la mise en évidence
d’ESV bidirectionnelles a I'épreuve d’effort. llagjit historiquement de la premiere
famille ou nous avons trouvé des mutations. Cheprédand de la famille 90, la
pathologie s’est révélée par un arrét cardiaguegmial, survenu a 2 ans, ce qui est
particulierement jeune pour une TVPC. La poss@ili’'un chevauchement
phénotypique avec la mort inattendue du nourrissoait peut-étre a discuter.

Nous nous sommes posé la question d’'une atteinseutaire éventuellement associée
a l'atteinte cardiaque car les trois mutations goas avons identifiées sont situées
dans une région du géne commune aux isoformes aca@i et musculaires
squelettiques de la triadine. A l'interrogatoireusun patient (ind 11:4, fam 91) a
rapporté avoir présenté de maniere transitoire fai@esse musculaire. Le lien de
causalité entre les mutations de la triadine etytaptomatologie musculaire n’a pas
pu étre étudié. Une analyse a partir d’'une biopsisculaire squelettique ou cardiaque

d'un patient aurait été extrémement intéressantg pechercher des anomalies de

173




localisation ou d’expression de la triadine, vgieur réaliser de I'imagerie calcique
sur cellules musculaire, mais aucun prélevemenpuo’&tre obtenu (aucune autopsie
réalisée chez l'individu décédeé II:2, fam 90, pashibpsie musculaire chez les ind
II:2 et 11:4, fam 91).

On peut se poser la question de savoir pour qualkon l'absence de triadine
n’induirait pas de symptomatologie musculaire.'&i e rappelle le modele de souris
KO TRDN, I'étude de I'expression des protéines du CRCnemunoblot a permis de
montrer une chute de la junctine tres importantesda tissu cardiaque alors que son
expression est trés peu modifiee dans le musclelettjque. Cet argument semble
toutefois fragile puisque des anomalies de I'horta®is calcique ont été objectivées
autant dans les cardiomyocytes que dans les myoagemuscle squelettique de
souris KOTRDN et que le modéle murin présente au niveau clinigue faiblesse
musculaire associée a des troubles du rythme d#wes par une stimulation
adrénergique.

A ce jour, le nombre de cas est trop restreint geater d'établir une corrélation
génotype-phénotype. Toutefois, on notera que laghagie s’est traduite de maniere
plus ou moins sévere selon les mutations portéeslgsaindividus atteints. La
pathologie a été révélée par un arrét cardiag@eptrécoce a 2 ans chez le proband
porteur de la mutation homozygote p.D18Afs*13 catitees probablement associée a
une perte totale de la protéine. Par oppositiors, deeux individus porteurs
hétérozygotes des mutations p.Q205* et p.T59R oédgmté une symptomatologie
moins sévere et plus tardive. La sévérité moindre dgmptbmes pourrait
éventuellement étre liée a la présence de triadisieluelle chez ces deux individus,
soit liee a la mutation faux-sens incomplétememnyragee, soit éventuellement liée a
la mutation non-sens qui pourrait échapper au NM2zpodon stop étant situé dans le
dernier exon de la triadine cardiague. On sait aldget maniére qu'’il existe une
hétérogénéité clinique chez les patients porteussied’méme mutatiolRYR2, ou
CASQ2.

La nature des mutations identifiées est hétéro@amnrodélétion, mutation non-sens,
mutation faux-sens) mais les trois mutations sentt#atrainer un défaut quantitatif
de triadine, qui serait a lorigine d’'anomalie ftioanelle du complexe de
relachement calcigue et des arythmies observéedemid/PC. La souris KORDN
reproduit ainsi le défaut observé chez les patientsonstitue un modéle animal

intéressant pour étudier la physiopathologie dEMRBC associée aux mutations de la
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triadine chez 'homme. Parmi les bases physiopatiglies de la TVPC, il a été
proposé que l'altération de l'interaction de Ry&&Zc FKBP12.6 induise un canal
« fuyant », secondaire a des mutations de RyR2n&mnisme pourrait étre envisagé
dans les mutation$RDN puisqu’il a été proposé que le déficit en triaddans la
souris KO TRDN puisse altérer linteraction RyR1-FKBP12 dans leusnoie
squelettique (Eltit et al., 2010). Une telle hypathélevrait étre validée, quoi qu’il en
soit, au niveau de linteraction RyR2-FKBP12.6 dénsoeur. Un autre mécanisme a
I'origine de la TVPC serait la diminution de calségtrine fonctionnelle (diminution
de la capacité a lier le &a...) ou diminution quantitative de la protéine, abse lors
de mutation de Casg2 (Rizzi et al., 2008; Sond.eR@07). Ce mécanisme pourrait
également étre envisagé lors de mutations de &ite puisqu’'une chute de
'expression de Casg2 a été mise en évidence darsolris KOTRDN (Chopra et al.,
2009). Enfin, il a été proposé comme hypothese ippgthologique des troubles du
rythme cardiaques observés dans les sourisTRDN que les changements dans la
structure et la composition protéique du CRC eménaiient une diminution du CICR
et une altération du rétrocontrdle négatif de teration de calcium par le RS sur le
DHPR. Une entrée de calcium anormale par le DHPRriboerait a la surcharge
calcique du RS, et entrainerait une augmentatida ttéquence de libération calcique
spontanée du RS, support connu des arythmies rstichulation adrénergique.
Enfin, on notera que la surexpression de la treadians un modéle murin provoque
egalement des arythmies ventriculaires déclenctigisant évoquer la possibilité de
différentes bases physiopathologiques proarythnmegjeéassociées a la triadine
(Kirchhefer et al., 2001; Kirchhof et al., 2007).

Il existe donc différents meécanismes physiopathglogs possibles qui peuvent

potentiellement participer aux arythmies observeées.

Dans les suites de ce projet, il est prévu :

1. dévaluer la prévalence de la délétion c.53 56d&&C dans la population
guadeloupéenne. Pour cela, le Centre Hospitaloddsibaire de Pointe a Pitre sera
contacté pour rechercher cette variation chez deévidus contréles d’origine
guadeloupéenne. Il serait également intéressansagleir s'il existe des patients
d’origine guadeloupéenne présentant une histoiweaixice de TVPC pour rechercher
cette mutation.

2. de poursuivre l'étude du géendRDN dans la TVPC. Son étude apparait
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particulierement indiquée dans les formes récessles cas sporadiques négatifs pour
RYR2 et CASQ2, et éventuellement dans le cas de symptomes nauigsubssociés. Il
sera intéressant de réaliser un bilan musculairez ds individus porteurs de
mutations du gen€RDN dans le cadre de TVPC.

. Eventuellement d’envisager élargir, dans le cadun dorotocole de recherche,
l'analyse du géneTRDN a d’autres pathologies cardiaques héréditaireort m
inattendue du nourrisson, QT long atypique, voies @ardiomyopathies (CVDA,

CMH (cardiomyopathie hypertrophique)).
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CONCLUSION
PERSPECTIVES




La tachycardie ventriculaire polymorphe catéchotargique est un trouble du rythme
cardiague héréditaire rare et sévére, responsablmaie subite chez le sujet jeune en
'absence d’anomalie structurale cardiaque sousnjgc La mortalité peut atteindre 50%
avant I'age de 40 ans. Compte-tenu du risque d’aen@liaque inaugural et de I'existence de
traitement préventif, I'intérét de faire un diaghogrécoce est majeur. Le dépistage familial
des individus a risque prend toute sa place danscargexte, combinant le bilan

rythmologique et 'analyse génétique.

Dans la premiére partie de mon travail, I'analyss denedRYR2 et CASQ2 a permis de
détecter des mutations chez 40% des probands asalys chiffre est inférieur aux données
de la littérature sur l'analyse des probands manbtrane tachycardie ventriculaire
bidirectionnelle a I'épreuve d'effort en raisondlune moindre spécificité dans les critéres
d’inclusion des patients (ESV bidirectionnellesymobrphes isolée ou en doublet...) et ii) du
fait que I'analyse du gene n’était pas exhaustivest prévu dans ce sens d’améliorer la
disponibilité des données cliniques, et surtoutkorer 'analyse génétique en analysant
I'ensemble des régions codantes du gevig2, d’'inclure la détection de la délétion de I'exon
3 par MLPA (particulierement dans des tableaux @asb des dysfonctions du nceud sinusal
ou du nceud auriculo-ventriculaire, ou une cardigoagbie), d’augmenter le nombre de genes
analysés systématiquement dans la TVPC, en coliboravec les autres centres de biologie

moléculaire KCNJ2 et ANK2 particulierement).

L’identification de mutations faux-sens daR¥R2 peut rendre délicate linterprétation du
caractére pathogene de la variation identifiée.i®lus éléments aident toutefois grandement
a l'interprétation du caractére pathogéne ou polpmedes variants :

vy 7

- Le taux élevé de néo-mutations dont la probaldiéti&tére est importante

- L’existence de mutations récurrentes fonctionne#leticaractérisées

- La pénétrance élevé des mutations RyR2

- Le développement de bases de variants sur de agerte de témoins (dont le
caractére polymorphes est parfois a relativiserptestenu de I'absence de phénotype

décrit des individus testés).

Sur un plan clinique, il serait intéressant de éerte répondre aux différentes questions

abordées dans cette these pouvant permettre I'Bbatiene corrélation phénotype-génotype.
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Dans un cadre de recherche clinique, il serairesgant d’envisager, dans le contexte actuel
de développement de séquencage haut-débit, I'analys geneRYR2 pour découvrir,
confirmer ou infirmer son implication dans d’autrpathologies cardiaques, la CVDA
particulierement, la mort subite inexpliquée dedlike jeune, la mort inattendue du
nourrisson (Larsen et al., 2012; Mathur et al., 2008ster et al., 2007; Tiso et al., 2001).
L'implication de RYR2 dans ces pathologies est régulierement débattugéhétique de la
CVDA reste complexe avec une faible pénétrancamgsations, des cas de digénisme ou de
double mutation compliquant l'interprétation desuléats génétique. A ce jolRYR2 apparait
étre un gene mineur de la pathologie, celle-ci gantipalement associée a des atteintes de
protéines du desmosome. Dans le cas de mort sabée autopsie négative, il apparait
intéressant de rechercher des mutations des gémeglus souvent mis en causeYR2,
KCNQ1, KCNH2 et SCN5A) particulierement lorsque les circonstances deeswe de la mort
subite sont évocatrice de LQTS ou de TVPC (streffprt, nage, stimuli sonore). Ces
analyses seraient susceptibles de déterminer keadw déces et de faciliter I'identification
des apparentés a risque. Le taux d’identificationmdeations deRYR2 dans ce contexte
atteint 15%. La recherche de mutations du gevie2 dans la mort inattendue du nourrisson
pourra également peut-étre permettre de commencecom@prendre pourquoi les

manifestations cliniques de la TVPC se manifestes d& grande enfance et pas plus tét.

On retiendra I'existence de mosaicismes germinabgtatique du geneYR2, a prendre en
compte dans le cadre du conseil génétique et & @m charge des patients. Pour rappel, la
possibilité de mosaicisme somatique constitue squd théorique d’arythmies chez le patient
porteur de la mutation en mosaique dans ses ceBolmatiques, méme si la mutation parait
indétectable en PCR-séquencage sur I'ADN leucoeytaia possibilité de mosaique
germinale chez I'un des parents du proband repie€sam risque théorique de transmettre
I'alléle muté dans la fratrie du proband.

Le géeneCASQ2 est impliqgué beaucoup plus rarement (5 %) avemade de transmission
autosomique récessif de la maladie, classiqguemeobnnu. La possibilité de formes
dominantes reste débattue. Il serait intéressantedeercher de maniere systématique la
présence de deux mutations chez le proband daraslde présentation clinique typique, les

variations ayant un effet incertain sur I'épisspgavant étre étudiées a I'aide de minigéne.
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Le second objectif de mon travail de these étaiteditifier de nouveaux genes dans la TVPC.
Nous n’avons identifié aucune mutation retenue cerpathogéene dans les gefré&BP1B et
ASPH. Nous avons en revanche identifié des mutatioressives dans le gemBDN.

Notre travail rapporte les premiéres mutations élweJRDN impliquées dans une pathologie
humaine, la TVPC. Au préalable, nous avons idengti déterminé la séquence codante de
l'isoforme majoritaire cardiaque CT1, ainsi que swganisation sur le génome. Nous avons
recherché des mutations au niveau de la séquedemteode CT1 dans le gemBDN. Nous
avons identifié trois mutations chez deux probaaslec une TVPC. L'étude familiale
montrait une transmission autosomique récessivea daaladie associée aux mutations du
gene TRDN. La nature et la caractérisation des mutations son faveur d’'un défaut
quantitatif de triadine, qui serait a I'origine ldepathologie, conduisant & une dysfonction du
CRC et a des arythmies.

Les mutations identifiees dans les arythmies cqtdia sont souvent trouvées dans des genes
codant pour des sous-unités de canaux ioniquesnug&sions identifiées dans d’autres genes
sont beaucoup plus rares et correspondent le plugenst a des genes codant pour des
protéines régulatrices des canaux ioniques ou duéés dans leur transport. Les canaux
ioniques existent en fait sous forme de complexasramoléculaires constitués de la, ou des,
sous-unité(s) principale(s) formant le pore et agssunités auxilliaires. L’assemblage correct
du complexe macromoléculaire permet une activitgsiofogique du canal. Ainsi, le canal
RyR2 est au coeur d’'un large assemblage multigroggiincluant de nombreuses proteines
régulatrices cytosoliqgues comme la calmoduline, PKB6, PKA, CaMKIl, PP1, PP2A,
PDE4D3 et la junctine, la triadine et la calséguestdans le RS (Mohler and Wehrens,
2007). Avec RyR2 et Casqg2, CT1 constitue la troigéprotéine du CRC impliquée dans la
TVPC, soulignant 'importance de ce complexe danshysiopathologie de la TVPC.

Les mutations des gend’lYR2, CASQ2 et TRDN a lorigine de la TVPC montrent
importance du CRC dans la physiopathologie ddecataladie. Les mutations observées
dans RYR2 sembleraient étre associées a un effet « dominagatif » tandis que les
mutationsCASQ2 sont associées a une perte de fonction de laipeotées mutations du géne
TRDN semblent également étre associées a une pemaceh de la protéine.

Au total, le canal calcique RyR2 présenterait usfahction associée a une mutation
hétérozygote de RyR2 ou consécutive a la perteedfuatéine accessoire du CRC comme la
calséquestrine ou la triadine. Les cibles théragees apparaissent donc les inhibiteurs de
RyR2 ou des modulateurs sur les voies de d’inlibiéictivation de RyR2, voire a beaucoup
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plus long terme la correction de la protéine défité par transfert de gene.

Le gene majeur impliqué dans la TVPC reste domgteRYR2, retrouvé muté dans environ
la moitié des cas, associé a une transmission @utgee dominante. Les gen€aSQ2 et
TRDN apparaissent beaucoup plus rarement impliqués;gbeiparce que la transmission est
autosomique récessive. La poursuite de recherchmutiations du gen&@€RDN permettra de
mieux comprendre son implication dans la patholegigson étude est grandement facilitée au
laboratoire par I'existence d’un modele de souKDN.

La stratégie géne candidat utilisée ici a permideditifier un nouveau gene associé a la
TVPC mais encore plus d’'un quart de cas resterg sautations identifiées. Cette stratégie
ayant montré ses limites, nous nous sommes toweés une approche exomique pour
poursuivre la recherche de nouveaux genes implidags cette pathologie. Ainsi, nous avons
soumis un projet d’identification de nouveaux gemegliqués dans la TVPC dans le cadre
des appels d'offres « GIS Institut des MaladieseRar Séquencage Haut débit Plateforme
Mutations ». Ce projet est actuellement en courséadisation sur la plateforme TAGC a
Marseille.

La poursuite des analyses, la découverte de noxvganes, outre I'application directe au
niveau diagnostique, permettra de progresser dansompréhension fondamentale de la
maladie, voire d’ouvrir la porte a de nouvelles eththérapeutiques.
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» Bases de données de mutations associées a la TVPC :

Inherited arrhythmias databasettp://www.fsm.it/.cardmoc/

» Seéguences génomiques, transcrits, séquences pegéiqu

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene

> Bases de données de polymorphismes :

NCBI SNP :http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez?db=snp

1000 genomes projechttp://browser.1000genomes.org/index.html

Genome variation servehttp://gvs.gs.washington.edu/GVS/

Exome Variant Serverhttp://evs.gs.washington.edu/EVS/

» Logiciels de prédiction du caractere délétere dmtrans faux — sens :

SIFT : http://sift.bii.astar.edu.sg/

Polyphen http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/

SNPs3D http://www.snps3d.org/

Pmut :http://mmb.pcb.ub.es/PMut/

SNPsandGO http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/

SNAP :http://www.rostlab.org/services/snap/submit
MutPred :http://mutpred.mutdb.org/

> Logiciels de prédiction d’épissage :
NetGene2 http://www.cbs.dtu.dk/services/Netgene?2/

Gene Splicer http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.html

Automated Splice Site Analyses :

http://www.splice.uwo.ca/cgi-bin/protected/menuZmgenu_gene.html

Human Splicing Finderhttp://www.umd.be/HSF/

> Logiciel de prediction peptide signal :
Signal IP :http://www.cbs.dtu.dk/services/SignallP/
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Annexe 1. Formulaire de consentement éclairé.

Laboratoire de Biochimie et Génétigue Moléculaire
Institut de Biclogie et Pathologie Identification du patient
CHU de Grenoble prélevé (etiquetts)

Laboratoire agrés (améte 01-243)

COMSENTEMENT EN VUE D'UN EXAMEN A FINALITE MEDICALE DES CARACTERISTIQUES GEMETIQUES CHEZ UNE PERSONNE

Article 16-11 du Code chvil ef artickes L1331-1, 11131-3 et | 1111-2 du Code de la Sanbé Publique, modifiés selon la Lol de Blogthique
0" 2008-800 du 6 acdt 2004, mis en application par les articles R1133-3 ot R11531-4 {décret n"2008-371 du & avril 2008}

Je soussigne (e} . . Nejelle ..

patient majeur parent ou représentant légal de . MNEfRYE
- Déctare avolr requ les informations nécessalres du Dochaiir oo i e s
- Accepte gue soit réalisée sur ma persanne maon enfant |2 personne sus-nommee

une analyse génétigue concernant |8 diagnostie BB .o i i i sy st e e b e s s e i e

le déclare &tre conscientie) de |a signification de I'anomalie éventuellement détectes, pour moi-méme et mes apparentés et de
l'impaortance de transmettre le cas echéant cette information & mes apparentés et aux personnes concernées si cefle-o peut leur
Btre utile et permettre d'assurer une prévention.

® le souhzite / je ne souhaite pas (1) connzitre les résultats le jour ol cette étude zboutira. Le cas échéant, les résuitats de
'analyse me seront transmis et expligués par le madecin qui me |'a prescrite.

# 'autorise / je n'autorise pas (1) la conservation des échantillons biologiques prélevés & des fins de diagnostiques ultérieurs. Le
médecin prescripteur des examens assure la responsabilité de |'utilisation de ces echantillons. le garde la liberté de demander a
tout moment la destruction du matériel biologique conserve sans avoir a me justifier.

# lautorise/ je n'autorise pas (1) la conservation et l'utilisation de maniére anocnyme des échantillons biologiques prélevés & des
fins de recherche medicale.

® le consens / je ne consens pas (1) au recusll, 3 |a saksie et au traitement des données contenues dans mon dossier médical par
des personnes tenues au secret professionnel. Les données qui me concernent resteront strictement confidentiefles. Je n'en
autorise la consultation gu'aux personnes qui collaborent & Fanalyse. Je pourrai & tout moment demander & Etre retiré de
I'analyse sans aucune conséguence. Les données concernant mon dossier devront étres détruites

Conformément & la foi N*2002-303 du 4 mars 2002 {art L1111-7), je peux exercer mon droit d'accés aux données qui me
concernent directement ou par 'intermadiaire d'un médecin de man choix.

B LSl e e i e e SRR Lignature

(1) rayer la mention inutile
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Annexe 2. Conditions PCR, dHPLC et séguencage uskes dans |'étude.

» Conditions d’analyse du gemYR2 en dHPLC

- Synthése des amplifiats
Mix PCR:
2ul d’ADN du patient (ADN a 50 ng/ul)
0.2 ul amorces sens
0.2 ul amorces antisens
5ul tampon 10 x
5 pul dNTP
0.1 pl Tag Gold Roche
37.5 ul H20

Programme PCR
Dénaturation initiale : 96°C 10min

Amplification (35 cycles) : 94°C 30sec, X°C 30sec;@24 min (X est la température d’hybridation des ares)
Elongation finale : 72°C 5 min

- Conditions PCR et dHPLC

Cycles PCR
(nombre de cycles et | dHPLC

température Tp (C)/TS
d’hybridation en C)

Exons Amorces Taille (pb)

59.4/0

9 9 F/R 282 32x54 61.4/+0.3
63.0/+0.8
57.3/ 0.2
12 12 FIR 254 30x56 58/0.4
59.4/0.6
54.4/-0.2
13 13 F/R 349 32x56 56.7 /+0.5
57.7/+0.9
545/-0.2
57.6/0
59.4/+0.2
61.0/+0.6
56.2/0

17 17 F/i3 395 32x58 57.6/+0.3
58.8/+0.9
53.9/0.2
55.4/0.5
57.8/-0.1
19 19 F/R 241 32x58 59.6/0.2
60.8/0.8
56.9/0

21 21 FIR 341 30x56 57.6/+0.2
58.1/+0.3
56.3/0
57/+0.1
59.3/+0.6
61.4/+1
57.8/0

A 37Ai5/i3 358 32x60 60.8/0.4
62.2/0.7
58.7/-0.4
37 B 37B FIR 570 32x60 59.5/-0.4
60.4/-0.2
56.5/-0.2
C 37CF/R 397 32x58 59.0/+0.3
62.5/+0.6
55.3/-0.1
56.2/0
55.8/+0.1
58.0/+0.4
60.6 / +0.5
61.5/+40.6
56.8/+0.1
58.3/0.3

14 14 F/IR 202 32x60

18 18 F1/R1 230 30x56

26 26 F/IR 320 30x56

40 40 FIR 263 30x56

41 41 AF/BR 477 32x56

42 42 FIR 261 32x54
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60.5/+0.9

44

44 FIR

209

32x60

60.0/0.2

45

45 F/IR

276

32x60

56.0/-0.2
56.9/0
59.5/+0.6

46

46 i5/i3

519

32x56

55.8/+0.5
57.5/+1
59.8/+1.2

47

47 FIR

282

30x56

56.7/-0.2
60.0/+0.4

48

48 F/IR

296

32x60

55.7/-0.2
57.2/0
59.2/+0.5

49

49 F/IR

239

32x60

56.5/-0.4
59.9/0
60.8/+0.2

50

50 i5/R

300

32x58

56.5/-0.1
57.8/0.1
58.7/0.3
60.7 /0.5

72

72 FIR

242

32x56

58.8/-0.2
60/-0.1
61.3/+0.4

86

86 F/IR

241

32x56

55.7/-0.3
56.1/-0.2

88

88 F/R

300

32x54

57.1/+0.2
59.7/+0.4
61.2/+0.6

89

89 F/R

213

32x54

55.3/-0.2
56.5/+0.3

90

AB

Séquencage

90C F/R

293

32x62

58.0/-0.4
61.0/-0.3

90D F/R

256

32x60

55.5/-0.4
59.1/-0.2
62.7/+0.2

90E F/R

255

32x58

55.5/-0.5
59.5/-0.3
62.0/+0.2

90F F/R

300

32x62

56.0/-0.4
60.3/0
62.0/+0.5

93

93 F/R

273

32x54

55.7/-0.5
56.5/-0.2

94

94 F/IR

328

32x54

56.8/-0.4
59.5/0
60.4/+0.3

96

96 F/R

294

32x56

53.0/0
53.9/0.2

97

97 FIR

265

32x58

56.0/-0.2
58.5/0.4
59.7/+0.8

100

100 F/R

283

32x60

56.0/-0.5
56.8/-0.5
57.7/-0.1

101

101 F/IR

231

32x58

56.0/-0.6
56.9/-0.3
60.1/+0.8

102

102 F/IR

199

32x60

56.4/-0.3
57.5/+0.2

103

103 F/IR

237

32x62

58.3/-0.4
59.5/0

104

104 FIR

304

32x60

55.4/-0.4

105

105 F/IR

249

32x62

56.9/-0.2
57.4/-0.1
58.4/+0.5
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» Conditions d’analyse des geriReR2, CASQ2, TRDN, ASPH et FKBP1B en séquencage

- Synthése des amplifiats

Mix PCR:

1uL d’ADN du patient (ADN a 50ng/uL)
0,1uL amorce sens (100pM)

0,1uL amorce antisens (100pM)

2,5uL tampon 10X

2,5uL dNTPs (2mM)

0,05pL Tag Qiagen

18,75puL H20

Programme PCR
Dénaturation initiale : 95°C 5min
Amplification (35 cycles) : 94°C 30sec, X°C 30sec;@24 min (X est la température d’hybridation des ares)

Elongation finale : 72°C 5 min
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Conditions PCR et séquencage du gevig2

Exons Amorces Taille (pb)| Cycles PCH Amorce SEQ
9 9F/R 282 9R
42 42 FIR 261 42F
43 43 FIR 311 43R
89 89 F/R 213 30 x 54° 89R
93 93 FR 273 93R
94 94 FIR 328 94F
95 95 F/IR 274 95R
12 12 i5/i3 790 12Rs
13 13 FIR 349 13F
21 21 FIR 341 21F ou 21R
26 26 i5/i3 626 26i5 (433) ou 26i3 (353 pb
40 40 FIR 263 AQF
41 41 AF/BR 477 41BR
46 46 i5/i3 519 46i3
47 47 FIR 282 . ATF
73 73 FIR 268 30 %56 73R
83 83 FIR 205 83F
86 86 F/IR 241 86F
87 87 FIR 316 87F ou 87R
90 EF 90E F/Fi3 596 90Fi3
92 92 FIR 416 92F
96 96 F/R 294 96F
101 101 F/i3 310 101i3

3 3 AF/BR 264
10 10 i5/i3 357
14 14 i5/i3 389
15 15 F/R 349
18 18i5/i3 474
19 195/i3 401
37 37 AiI5/CR 1100
44 44 Fs/Rs 261
45 45 FIR 276
49 49 i5/i3 373
88 88 i5/i3 483
90 AB 90A Fs/Rs 674
90 CD 90 C F/i3 560
91 91 F/R 345
98 98 F/IR 235
99 99 i5/i3 331
100 100 F/R 283
102 102 F/IR 199
103 103 F/R 237
104 104 i5/i3 677
105 105 F/R 249

3BR

10i5

14i5

15F

18i3

19i3

37i5 et 37CR

44Rs

45R

49i5

30 x 60°

88i5

90Br

90CF et 90Ci3

91F ou 91R

98R

99i3 et 99i5

100F

102F

103F

104i5

105F




Conditions PCR et séquencage du geA8Q2

. Nb Cycles | Tp () Amorce
Exon Amorces | Taille (pb) PCR PCR | séquencage
1 1F/R 599 30 60 1R
2 2 eF/Rb | 329 30 60 2eF
3 3 eF/eR | 304 30 60 3eF
4 4 F/IR 298 30 60 4F
5 5eF/eR |483 30 60 S5eF
6 6 Fe/R |319 30 60 6eF
7 7 Fb/Rb | 374 30 60 7Rb
8 8 F/IR 260 30 60 8F
9 9 Fe/Re | 508 30 60 9Fe
10 10 F/IR 361 30 60 10F
1la 11 F/R 476 30 60 11F
- Conditions PCR et séquencgage du gERBN
Conditions PCR Taille Amorce
Exon Amorces (nb cycles Fragment Séquencage
T°d"hybridation) (bp) quencag
1 TRDN 01i5/01i3 32x55 347 01i5
2 TRDN 02i5/ 02i3 32 x55 398 02i5
34 TRDN 03i5/ 04i3 30 x55 1493 03i3 et 04i5
5 TRDN 05i5/ 05i3 35 x50 375 05i5
6 TRDN 06i5 / 06i3 32 x55 224 06i3
7 TRDN 07i5/ 07i3 32x55 358 07i5
8 TRDN 08F / 08R 32 x55 547 08F
- Conditions PCR et séquencage du géfeH
Conditions PCR Taille Armorce
Exon Amorces (nb cycles et Fragment séquencage
T°d’hybridation) (bp) quencag
2 JCN 01F / 01R 30X60 348 JCN 01R
3 JCN 02F / 02R 30X60 500 JCN 02R
4 JCN 03F / 03R 30X60 298 JCN 03F
5 JCN 04F / 04R 30X58 684 JCN 04E
6 JCN 05F / 05R 30X60 398 JCN 05R
7 JCN 06F / 06R 30X60 717 JCN O6F et 06R
- Conditions PCR et séquencage du geKBP1B
Taille Amorce
Exon Amorces Conditions PCR Fragment .
(bp) séguengage
0,
1 1Fc/1Rc 30x66TC + 5% DMSO 276 | 1Fc
+ 5% glycérol
2 2F/2R 30X60 298 2F
3 3F/3R 30X60 392 3F
3b/4 4F/4R 30x60 382 4R
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Annexe 3. Amorces utilisées.

> RYR2

| nom amorce
RYR2 003AF TGATGCTGCTGACTGCTCTT
RYR2 003AR ATT GGG TACTTG CCCCTT CT
RYR2 003BF TGG AGCAGT CCCTCTCTG TC
RYR2 003BR ATT CCA ACT GAA AGG CAT GG
RYR2 008F TTG TGT GTT GGG AAT CAT TG
RYR2 008R AGC AGA TAC ATG ATC CTACTT TCC
RYR2 009F ACT TACATG TTA CAG CTT ACCAGA
RYR2 009R TTA CAG AAT ATT TAG ACA CAG ACA
RYR2 010F GGC TAT CAG CACCTG ACACT
RYR2 010i3 GCC CAT CTT GTATGATGC TACTGG
RYR2 010i5 GCA CTG TCT ATCTCT GTGACCTTG G
RYR2 010R ACA TCA AGG CAA AAG AGT GC
RYR2 012F GTG GGT GCT ATT GGA TCA AG
RYR2 012i3 AGC ACT GTG AAA ATG GAC GA
RYR2 012i5 TGATTG TGG GTG CTATTG GA
RYR2 012R TCA AAG GAA ATA TGA CCG GG
RYR2 012Rs GAA ATA CAC ATA AGA CAT AC
RYR2 013F AGG GCT GAATTT TTC AAG GA
RYR2 013R GCCAATTATTTT TGACTT GTG C
RYR2 014F GGA AAA GAG ACG TTG GGA GT
RYR2 014i3 ACT TCCTAACGTTTCTGCTGA CTT
RYR2 014i5 AGT CCCCTGTACCTGCCTTIT G
RYR2 014R TCA AACAACTACGCCTACAAAA
RYR2 015F GGG AGA GAG ATT AAT GCCTGA
RYR2 015R AAT TTT CCC AAC CAA GAA GC
RYR2 017F GAT CCA ATATTT TAG GGC TGC
RYR2 017i3 GGA TAC GAA GCA AAG AAA AAT AGG AG
RYR2 017i5 CCG AAATTACATTCCTTCTAATGA GC
RYR2 017R CCACCACACCTCACTCAAA
RYR2 018F AGA CACTGG TCATTG TACACCA
RYR2 018F1 AGA CACTGG TCATTG TAC ACC AA
RYR2 018i3 CAG GAG AAT GCT TGA ACC CTA GAG
RYR2 018i5 GCCTTG TAACAG TCACATTGAGCAC
RYR2 018R TTT GAG AAT TCATTC AGG GAA
RYR2 018R1 AAA GGATTT GAG AAT TCATTC AGG
RYR2 019F GAG GGA GGA TCA GCT GAA AG
RYR2 019i3 GAC CAT ATA GTATCA GCT ACA GGG CAAG
RYR2 019i5 GCT ATG ATCGCATCACTG CACTTC
RYR2 019R CAG CTA CAG GGC AAG AAC AT
RYR2 021F TTT GACTTT GGC TCT GAA GC
RYR2 021R GGC AGT GCA GAG TCT TCT GT
RYR2 026F GTACTT CACCACTGG TTACCACTG TG
RYR2 026i3 CAC GAT CAC AGC CAG AACTAA GG
RYR2 026i5 TGA CAG GTCCTT TTCATC TCT GAG AG
RYR2 026R AGT CTC AGA CCA AAT GCT AATTCCC
RYR2 037AF TCT GGT CCC AAG CATTTCAGA
RYR2 037Ai3 GGG ACAATG TACTCG TTG TTCATC
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RYR2 037Ai5
RYR2 037AR
RYR2 037BF
RYR2 037BR
RYR2 037CF
RYR2 037CR
RYR2 040F
RYR2 040R
RYR2 041AF
RYR2 041AR
RYR2 041BF
RYR2 041BR
RYR2 042F
RYR2 042R
RYR2 043F
RYR2 043R
RYR2 043Rs
RYR2 044F
RYR2 044Fs
RYR2 044R
RYR2 044Rs
RYR2 045F
RYR2 045R
RYR2 046F
RYR2 046i3
RYR2 046i5
RYR2 046R
RYR2 047A
RYR2 047Aq
RYR2 047C
RYR2 047Cq
RYR2 047F
RYR2 047G
RYR2 047Gq
RYR2 047i3
RYR2 047i5
RYR2 047R
RYR2 048F
RYR2 048R
RYR2 049F
RyR2 049i3
RYR2 049i5
RYR2 049R
RYR2 050F
RYR2 05013
RYR2 050i5
RYR2 050R
RYR2 072F
RYR2 072i3
RYR2 072i5
RYR2 072R
RYR2 073F

ACA GTG CAT ACT GATTTCTCCTCT G
TGT TCT CAT CAG GGA ACA GG

GTT TGC TGC GTG CTG GCT ACT ATG
CCCCCTTGG CTT CTT CCT CAC

TGG GCATCT TTC ACA ACG AGG ACT
TGG CTA ATG AAT AAG AGG GAA AAG
AGG CCT CAG AAT TAT TTG CC

AGT GTCAGC AGT TGG GTCAT

TTG GGG GTA CAG GAT ATG GACTTG
CAC ACT CAG CAG GGA CCG AAT CT
GCCCTG CCAAAGACCTA

TAA TCG TAT AAT CCA GAC AAT
TGCTTTTACTTT TCA ACT CACAT
TAC TAA ATA GCA TCT CAG GAATCA
CGTTTGCTTTCAGCAGCTA
ACCTAT TGG CCAACT ATCTGT C
AAATGT GCA ATG GACCTG AA

GTT ACAGCACGATCCAGGTT

GGA GTT TAT AGT TACAGCACG ATCCAG G
GAG AAA ACC GTG AAA AAG CA

CAC AAT GACTTC TGC ACCAACCTT AC
AAT GAG TTT TCA GCC AAG GG

TTC CTT CAT GAA AGT GCT GAG

TTT GTT TACTTATCT TCCCCATTC
TCTCTTTGT TCATTC GACCTATTC
TAG GAT TACATTTTG GCTTTATTA
TAT GGA TCA CTC GTG AGG GT

ATG CAT CTC AGG AGCACG GT

ATG CAT CTC AGG AGCACA GT

AGT TCCTCC TTT TCC CCT CA
CCCATTTGCTTTCTCTITCTTTT

GTC CCT TTC CTC GGA GAG AT

ATG CAT CTC AGG AGC ACG GC

ATG CAT CTCAGG AGCACA GC

TGG AGC ATG AAG ATT ATT GGT TT
TGA CAC AGA GGA GGA GGA AGA
GGT TTT GGATGC TGT TAT GC
GGATTC CAATACTTCAGATTT CC
AGG TTG GGA TGT TGA GTA CG

ACA GCC ATT GACACCAAA AT

AAA AGA ACA TCA TAA GGC ACA GAG
TTG AGG GTA GTC GAA GAA CAG AA
AGA GAG GAG GAA GTC CAT CG

ATG TCCCCATGT TAATCCCT

GAA CTT GAC TGG GAG CAA G

TCT ACT GCC AAA CAC AAATG

AAG AAG CCG GAATAG AAT TTG
TTCAGATCC CAG CACTTCTC

CAT AGG GCA GTG AGA CAAAGG AAT C
GTG ACA AGT TAG GGA AGA GTCATAGTG G
TCA GAT GAT CAT TACCGC TG

TTG ACT TGT GAC AGT TGA TGC
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RYR2 073R
RyR2 083F
RYR2 083i3
RYR2 083i5
RYR2 083i5
RYR2 083R
RYR2 086F
RYR2 086R
RYR2 087F
RYR2 087R
RYR2 088F
RYR2 088i3
RYR2 088i5
RYR2_088Fa
RYR2 088R
RYR2 089F
RYR2 089R
RYR2 090AF
RYR2 090AFp
RYR2 090AFs
RYR2 090Ai3
RYR2 090AI5
RYR2 090AR
RYR2 090ARs
RYR2 090BF
RYR2 090BR
RYR2 090CF
RYR2 090Ci3
RYR2 090Ci5
RYR2 090CR
RYR2 090DF
RYR2 090DR
RYR2 090EF
RYR2 090ER
RYR2 090FF
RYR2 090Fi3
RYR2 090Fi5
RYR2 090FR
RYR2 091F
RYR2 091R
RYR2 092F
RYR2 092R
RYR2 093F
RYR2 093R
RYR2 094F
RYR2 094R
RYR2 095F
RYR2 095R
RYR2 096F
RYR2 096R
RYR2 097F
RYR2 097R

CAA AAG GCT TTG CAA GTA GG

AAT GGA AAG CCT GTT TTG GT

AGT AGA ACC CCC AAG AAG GAA GTG
GAA TGG AAAGCCTGT TTT GGT TG
GAA TGG AAAGCCTGT TTT GGT TG
AAC CAC TGA GTA GAA CCccC

TAG AAAGCATTT GCCTTT GG
AACTCT GCC GTATTG TTT CAA

CTT CTC AGG CAT AAAGTCCAAGACTG
CAG AAA GGG GTC AAT AGG AGA TAT GG
TGA GGA ATAATT GCCGTT TG

AAT GTT TGG GGA CTCGAC TG
CACTAA GTCAACTTITTCCCCT GTT
GCT GTG GGATGCTGT GGT CA

AAT GAG CAA AAG AGG CAT GA
TCCTGCTGCATAGTTTTCTTG

ACA CTCTGA TTC CAT AAG CCC

ACA AAT GCAACT GCTTTA CC

ACA AAT GCA ACT GCCTTACC

AGA GTG AGA GAT AAA CAG GGA CAT ATCC
ACG TTG AAG CCG ATG TCC

TCCTTG ATT CAGATGTTATTA

TTT CAT TCT CAT CCG TCT CC

GTCTTT TGG ACT CCT TGA CCT GG
GAG CCA TAA GCA CTA CACGC

ATA GAC CCT CTC GAT GCG TT

ATT AGC AGA GAG CGT CCT GA

GGA AAAAGC CTC TGA AAA CGC TG
GAA ATC AGT GAG TCC AGC CGA AC
TAT TCG CTG ACC TCT CGT TC

GGA CAC CAT CTT TGA AAT GC

CAT GTCCTT CAC GGT CATCT

GAG CCT GAA GAA GCA GAT GA
TCCCCATCT CCTCTAACCTC

AAC ATG CCA GAC CCCACT

TGG AAATTC AAG TCA CAT AGG TAA
CTC GTC GAA GGT GCT AAA AAG AT
CAG AGA GAATGCTGC TGT GAC

CAG TAG GTC AGT GTG CAG AAG AAG C
GCA GCT CCCAAA GACAGA GTACAAG
GAT CAA CAG AAAATCCTACCCCTGA
GGA GAG GTCAGC AAA CAT TTA CTG AG
AGG TTT CAAGCCTGT TGATTC
GCCTAG GCACCAGTATITCA

AGG CTGTATTTCTTTTGTCTT TT

CAG GTA CCT TGG TGC CTT ACT

TGA CCA CAA GAT ATG CCAGTAA

ACA AAT CTG CAG GAACTCCA
TCATTGTAAGTTTACGTG GCAG

AAA TGG AGA CAT TAA TAG GCA GA
AAT GGT TGA AGC CAA CAA AA

GGA AAG GAA ATC AAT GCA CA
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RYR2 097Rs
RYR2 098F
RYR2 098R
RYR2 099F
RYR2 099i3
RYR2 099i5
RYR2 099R
RYR2 100F
RYR2 100R
RYR2 101F
RyR2 101i3
RyR2 101i5
RYR2 101R
RYR2 102F
RYR2 102R
RYR2_103Fa
RYR2_103Ra
RYR2 103F
RYR2 103i5
RYR2 103R
RYR2 104F
RYR2 104i3
RYR2 104i5
RYR2 104R
RYR2 105F
RYR2 105i3
RYR2 105R

AAA GGA AAT CAATGC ACA AG

TGT CCAAGT CTT GTCCCATT

CTG CAG AACTCCCACAGTCT

TTC TGA CAT GTT CTT TCC CC

GCA GTT TAG AAC AGG TGC AGA CCC
TCC CCA ATCTCT AGT GTCCTCTCT CC
TCCCTG CAG TTT AGA ACA GG

TTC TCA CTA GAG CACTCG CC

CTG CAG AAG CAG GAGACATT

AAA ATG GGT AAT GTC CCT CC

TTG CCA GGA AACACT TGA

CCA GAG TGA GGA TTA GGA AC

TCA GCT TCA GTG AGG AGG AT

TGT ACATCT CCCCTTTCCCT

CCA GGA CAA CAAAGA AGCTG
TCTTGCTGCTGG TACCTG TG

TCC GGG AGT CTCAGA AGA AA

AAC CAA ATA ATA GCT GCC CC

ATG GCG AGT TGT GTTTTCCT

CGT CTA CTG GAG AGG TGG AA
GCCTTT CCT CTT TCT GGT ACACTAA
ACT ACT AAC AAT CTG CACAGT GGAAGA G
AGC CTC TAG GGT CAA ATA GCA ACA
GCCTCA CTG TTT AAT GCA CAC AT
GACTTCTCT ATT CCG TGC GA

TTC CGA AAC AGA GCT TCG AT

GAG AGA GGG GTAGGG TTT TG
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> CASQ2
- Séquencage génomique

| amorce

nom
Exon O1F TGT AAG GTATCT GGG GCT TG
Exon 01R TGG CCA AAG GCATTC CCT CGG
CASQ_2eF CTGAATCATCCTTCCCCTGA
Exon 02Rb TTTTCCTTTTGCAAGACACATTC
CASQ_3eF AATCCTGACCCCACTGTCAC
CASQ_3eR CAGGTTCTCCAGCTTGTCCT
Exon 04F TACAACTTC CCT CCA ATG CACTCT
Exon 04R AGA GGT GCT GAA GACCCATC
CASQ_5eF GGGGGAACTATGGGCTTAAA
CASQ_5eR GGGTCATCACTTTTCCTTGG
CASQ_6eF GCTCTTGGCAGGTCTGAAAT
Exon 06R GTT CTG TACTGC TGG GGT ACT
Exon 7bF AGA GCA GGT CTG TTT CCT TAG
Exon 7bR TGA GCC GTC GTA CCCAAT CTGTC
Exon O8F CAT TCCAGCTTC TGA GTC CCT GTC
Exon O8R CCAATATCT TGCAGT TGCATT G
exon 09Fe CAA GAG ATC GCA CAG GAT CA
exon 09Re ACG CAATCATGA GGT TGT GA
Exon 10F CCAAGT CTT CAATTITGCTAAGT
Exon 10R CTG GCA AGT TTC CTT GAG CAG
Exon 11F GGG CACTCA GCATAG CTATTC
Exon 11R GCT AAG TGG GAT TGC TGC AT

- Etude sur minigéne

nom amorce
CASQ2mini3F = GGG ACG CGT GGA ATT GTT CTG GAC TAT TTC CAA
CASQ2mini3R = GGG GTC GAC GGC TTA AAG ATC ACT TTC CCA GT
pCineoF GTT CAATTA CAG CTCTTA AG
T3R AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG
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> TRDN
- Séquencage génomique

nom amorce

TRDN 0113 GCT CCT AAATCCACT TCT CAGATCC
TRDN 0115 AGA GGC AAA GTT CAA CAG GAC AAC
TRDN 0213 CTA AGA TGA AAC AGA AACCAA GCAGG
TRDN 0215 CAG GTT CAG CACTCATATAGTCAGTGT T
TRDN 0315 CGC AAA AAATTG TAG CCA GGAGA

TRDN 0413 TTT GAACCATGCTGA AAACCAA

TRDN 0513 ACA CAA AAA TGT ATA TCT AAATGA AGA AT
TRDN 0515 TGA CAA CAT AGC TCT GTC TAT TAA ATG
TRDN 0613 TGC GTG GTCATCTAA AAT CTG AATG
TRDN 0615 TGC CGT GCAAACATCTCCTC

TRDN 0713 CAAATATCCAACTATCTGTTACCCA
TRDN 0715 GCT TGC TAA GTC TTA ATG CCT AGA

TRDN 08F TTITCTITCCCTCTTTCTITTCCA

TRDN 08R GAT TTC GGATGCTACCTCCA

- Séquencage et clonage de CT1 humain

nom amorce
T32rna 1i5 TGC AGA GGA GAG GCAAAG TT
T32rna 1R GAT TTC GGA TGCTACCTCCA

- Etude indirecte (microsatellites)

nom | amorce

D6S1639F_6FAM TCT CAA GGA AGT CTG CCCC
D6S1639R GGA GAAACATTITAGACCATIGCAGT
D6S1712F_6FAM ACG TTATTCATC TTT GCT ACT GGC
D6S1712R TAG GTG TTA TGT ATT CCC AAC CC
D6S408F_6FAM GCA GAA GCA GAC TGA GG

D6S408R TTA CTG GAT GTCATCTCT GTG
D6S979F_6FAM GCC TAG GTG ATA GAG CAA AAC
D6S979R CCCGCCTTT CTG CCT CTC
D6S988F_6FAM CTC AGA TAA CAG ATT AGG GTG C
D6S988R TTC ACG CAT ACATAG AAATTG

- Etude fonctionnelle

a. Séquence murine

nom amorce

GAPDH_F2_souris CGT GCC GCCTGG AGA AAC

GAPDH_R2_souris TGG GAG TTG CTG TTG AAG TCG

b. Séquence de rat

nom amorce
T32_F_rat AGC CAA AGA AACTCC GAA AA
T32_R_rat TCC AGT GGC CGT ATG TACTTC
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» ASPH

nom amorce
JCN_1F AGT TTG TAG TCA GGT CCAATTTCAG
JCN_1R AGT CAG TAT CTC CAG GAG TTCAAA A
JCN_2F AGG AGT TTATTT CCT GCACTACTT C
JCN_2R CTATTG AGA ACCACT GAAAGG CTAT
JCN_3F TCT GAG TAG ATC TAT GCT TTG ACT G
JCN_3R CCATAA TGG GAAATT GGTCCT A
JCN_4F ACA CTG CTT TGC AGG ATT AAAAGA G
JCN_4R CTA CCG TTA AAA TAT GCA TGG GAC
JCN_5F GTG AAG TTG GTT AAATCATAG GCT G
JCN_5R AAG CAA GAC CCA AAAGCAATAG
JCN_6F TGC ACCTAT TTT TAG CCA CCA
JCN_6R TGT TTT TAC ATT TAG AAG TAT GAG ACG
> FKBP1B
nom amorce
FKBP_1F CAGTGGGTTAATGTCGTCAGG
FKBP_1Fb GGC CAG GCT CGC TAA CAG
FKBP_1Fc AGG TCC CGACTCCAG CCG CA
FKBP_1R TCCTAGACCCCCAAGAATCC
FKBP_1Rb GCCACCTCCGAATCAGAC
FKBP_1Rc TCA GCACCCTCCACG CCACC
FKBP_2F GCATGGAGGGGAATGCAG
FKBP_2R TAGAGGATGGCTGGTCACAG
FKBP_3F TGTCCAGATTTCCTGCTTGG
FKBP_3R GCCCTGGCTGTAGAGTCAAA
FKBP_4F TTGAGGATGGTTTGGGAAAA
FKBP_4R AGCAACTTGGGCAGAGAGAA
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CASE REPORT doi:10.1093/europace/eug331

Germline and somatic mosaicism for a mutation of the ryanodine receptor
type 2 gene: implication for genetic counselling and patient caring

Nathalie Roux-Buisson'®, Grégory Egéa', Isabelle Denjoy>*#, Pascale Guicheney*#4, and Joel Lunardi'®

'Laboratoire de Biochimie et Génétique Moléculaire, Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble, Grenoble, France; >AP-HP. Hépital Lariboisiére, Service de Cardiologie,
Centre de Référence Maladies Rythmiques Héréditaires, Paris, France; *INSERM, U956, Faculté de médecine Pierre et Marie Curie, site Pitié-Salpétriére, Paris, France;
*UPMC Univ Paris 06, UMR_S956, IFR14, Paris, France; and *INSERM, UB36, Grenoble Institut des Neurosciences, Grenoble, France

* Corresponding author. Tel: +-33 4 76 76 55 73; fax: +33 4 76 76 58 37, Email: nrouxbuisson@chu-grenoble.fr

We identified a heterozygous p.Arg2401His mutation of RYRZ by sequencing the DNA of a 7-year-old girl who was referred for cat-
echolaminergic polymorphic ventricular tachycardia (CPVT). Using high-resolution melting assay, we have demonstrated a mosaicism
for this mutation in her asymptomatic mother which illustrates the benefit of extensive genetic analysis in CPVT, in particular regarding
genetic counselling.

Catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia (CPVT) is a rare familial arrhythmogenic disease, characterized by syncope or
sudden death induced by emotional or physical stress. The mortality rate in untreated individuals ranges from 30 to 50% by the age of
40. Since B-blockers and/or implantable cardioverter-defibrillator (ICD) can partially prevent arrhythmias and sudden death, early
diagnosis through clinical and genetic screening is therefore essential. Mutations in the cardiac isoform of the ryanodine receptor
gene (RYR2) have been associated with autosomal dominant forms of CPVT.'
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Figure | (A) Pedigree of the family. Black symbols indicate CPVT phenotype, +/— the heterozygous mutation carrier, —/—
the non-mutation carrier, mos, the mosaicism, and NA not analysed. (B) Sequencing analysis. Arrows position the nucleotide
variation at position ¢.7202 in the mother and proband’s DNA. Circle highlights the mosaicism in mother's DNA. (C)
ARMS-PCR. Primers were designed to generate a 365 bp amplification product (arrow). Lane M refers to the ARMS-PCR
specific of the mutant allele and lane WT to the ARMS-PCR specific of the wild-type allele. (D) High-resolution melting. Profiles
from maternal buccal (a), urinary (b), and leucocyte (c) DNA are compared with the indicated dilutions of the p.Arg2401His
mutant DNA (proband DNA heterozygous for the mutation) with normal homozygous DNA to obtain a semi-quantitative
estimation of the mosaicism.

Published on behalf of the European Society of Cardiology. All rights reserved. © The Author 2010. For permissions please email: journals.permissions@oxfordjournals.org.
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We report here the case of a 7-vpar-nld alrl referred for CPVT after recurrent syncope and ‘r_)gsiuve exercise stress test. Ventricular
salvos, initially suppressed by nadolol, recurred at age 13, despite an increased dosage and an ICD were implanted. Catecholaminergic
polymorphic ventricular tachycardia was also strongly suspected in her youngest brother who died suddenly at age 10 while running
during a soccer game. All other family members were asymptomatic and had negative stress tests (Figure 1A).

After written informed consent, RYR2 genetic analysis was performed by direct sequencing in patient’s DNA and a heterozygous
c7202G > A; p.Arg2401His mutation in exon 47 was identified (Figure 1B). This mutation occurred in a highly conserved amino acid
position, was not observed among 300 control chromosomes, and has been already reported in association with CPVT.?

The mutation was absent from the father's and the living sibling's DNA. However, direct sequencing of the mother's DNA suggested
the presence of a somatic mosaicism, because a very small amount of an adenylic residue at position ¢.7202 was detectable, although
the signal was too weak to be considered as a heterozygous mutation (Figure 1B). Using an amplification refractory mutation system
(ARMS)-polymerase chain reaction (PCR) assay, we demonstrated the presence of the mutated allele in the mother’'s DNA
(Figure 1C). We estimated the level of the mosaicism between 10 and 25% in mother’s buccal swab, urinary cells, and leukocytes
DNA by high-resolution melting assay (Figure 1D). The somatic maternal mosaicism demonstrated by DNA analysis and the existence
of two children presenting with a CPVT phenotype were strong evidence for a germline maternal mosaicism.

Our work, as well as a recent RYR2 mutation mosaicism report.3 highlights the potential risk of recurrence of CPVT in the case of de
novo mutation. Sporadic cases of CPVT are usually thought to be caused by the occurrence of a de novo mutation in the proband but
can also arise through the existence of mosaicism in the germ cells of one of the asymptomatic parents, leading to transmission of a
mutated allele. In sporadic cases, the recurrence risk due to germline mosaicism is thought to be <<1% but might be underestimated.
Two possible origins can account for germline mosaicism: either the mutation occurs in a dividing germ cell and will strictly be germ-
inal, or the mutation occurs very early during development and is therefore present in both somatic and germinal cells. The phenom-
enon of germline mosaicism justifies the systematic genetic screening of the siblings of a sporadic proband, even if standard methods
failed to clearly detect the mutation in the parents. In the case of a germline and somatic mosaicism, and depending on the level of
mosaicism in heart tissue, the patient concerned would also be at risk for CPVT. This study illustrates the potential benefits of exten-
sive genetic analysis in these families, not only in terms of genetic counselling but also for clinical management.
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ABSTRACT: Catecholaminergic  polymorphic  veniricular
tchycardia (CPVT) s a rare and severe arhythmogenic
diorder, Alhough vsually ransmined in 2 recessive foan,
few cases of demirant mutaibons fave been reported,
Thirteen mutadons in the CAS{2 gene have been reported
o far in saoctation with CPVT We performed msolecular
analyas of the CAS)2 gene in 43 probands with CPVTand
dentfied eight mubtons in five podents, Six mutadons
were nuowel: one was a single nucleotide deletion, three
affected consenswus splice sies, and two had onkoown
consegquences: the <939 +50G=C and the smonymous
I[IC =T vadatons, We demonsrated that these o
sarations affeced CANOZ splicing using a splicing mini-
gere assay, These data increased significantly the mumber of
CASD? mudons descrbed i msockidon with TPV,
reveaked the high prevalence of spicing and runcating
mntaions n this gene md brought new insight regarding
the domirant inhedmnee of the disemse. Moreover, our
report of the first splidig aboormalides in CASDZ caused
by intromie mutstion o symomyosous change underling the
absalute necesity to perform extenshve molecular amlysis
for genetic dizgnods and counseling of CPVTL

Hum Mutat 32995909, 2011, € 2011 Wilep-Lis, Ine,

KEY WORDS: CPV'TE calsequestrin I3 minigene synonym-
ous yadatdons

Introduction

Catecholaminergic . polymorphic  wnotricolar  tachycardia
[(CFVT) iz a rare inherited archythmogenic disorder with a

“Comespondence i Jo#l lunend, Lsborstnim de Biochime = Génidgue
Molscuisite, Cotm Hosytalfer Univesitsite do Gienoble, 317, 1803 Genobin
Ceden, France. E-mol- jfureerdil chy-gmnobie Ir

Commct gl sponsors a RG] gramt from e CHU de Grenoble; o PHAL gram
from APHP: Contrac] gtan! mimber: ADNAOEGPOMAT; Contact gmnt spewmon
CNRS {80 M Roam-Buissmml

prevalende estimated at 1/10,000, Manifestations of CPVT indude
syncope, seizume, or sudden death induced by ‘emotional- or
physical stress. A positive Bamily history is present in at least 3,
of cases. The resting electrocardiogram & usually normal and
cxenix stres test andfor electrocandiogmm (EOG) Haolter
recording are mandatory to detec arrhythmias [Lin et al,
HMi7], Whereas the mortality rate of CPVT maches up to 5%
by theage of 30 in untreated individuals [Laitinen etal,, 2001, the
disease can be effectively treated by beta adrenergic blockers and/
or implantble cardioverter defibrillator (ICD) [Fisher et al,
1999]. MNew therapeutic approaches have been also recently
proposed such as flecainide treatment [Watanabe e al, 2009]
and cardiac sympathetic denervation [Wilde et al, 2088]. The
early diagnoss of CPVT with clinical and genetic screening is thus
of major interest.

CIVT isa genetically heterogenenus pathalogy with two genetic
forms identified so fap an mutosomal dominant form associited
with mutations in the gene encoding the cardiac nanodine
receptor [RyR2), and a wedessive form associated with mutations
in the pene encoding the cardisc isform of calsequestrin
(CASQMIMF114251) [Lahat et al, 2001; Pron et-al., 2001],
The cardiac rymodine receptor (RyR2) is an intracellnlar Ca*™*
chamnel located in the membrane of the sarcoplasmic reticulum
[5R) msponsible for cakmm release during cardiac exctation—
contraction (E-C) coupling Calequestrin 2 i the major calcium
stormage protein in the SR oof cardiomyocytes. ByF2 and Casgl
proteins interact together and are major regulators of caldum
release during E-C coupling [Bers, 2002; Herzog et al., 20001,

Mutations in the RyR2 gene assodated with (PVT have been
identified in 50 to 70% of cases [Liu et al, 2007). CASCER
mutations are less frequently reported, probably becanse of their
recessive mode of inheritmee, and only 13 muisfions in the
CASQE géne have been so far reported for CPVT [hitpy'!
www, it cardmos) [Havashi et al, 2009),

In this wark, we repart eight medessive mutations of CASCE, six
being novel, that were identified in five patients after the screeming
of 43 CPVT probands The patients enrolled for molecular
investigations of CPVT were probands referred to the clinical
centres for symptoms such as syncope with or without seizures,
palpitations, or cardiac amest (n=71)L Patients underwent

& 2011 WILEY-LISS, INC
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a 12-lead BCAG, 24-hr Holter BOG, and an exercise stress test
The diagnoss of CPVT was made on dinical ohservation and
electmcardiographic records. Five additional patients who died
from cardiac arvest under oifort or emotional stras were ako
included in the study. Blood samples used tor genetic evaluation
were obtained after a written informed consent was signed by
patients according to the French regulation; In case of dominant
transmission or spomdic cames (A= 41); 4 targetaﬂ Tt atio el
analysis of the RyR2 gene was performed by dHPLC or direct
sequencing, The molecular screening concerned exons encoding
ByR2 domains of known function and that harbored $8% of the
published ReR? mutations (exons 3, 8, 9, 10, 2, 13, 14, 15,17, 18,
19, 21, 36, 37, 40 1o 50, 71, 73, 83, and #6—105). When no
mutation was detected in the BR2 gene, CASQ2 soreening was
pedormed by sequencing the entire ooding sequence plus
introf—exon junctions (GenBank NM_0012323), Nudeotide
numbering reflects cOMA mumbering with +1 corresponding to
the A af the ATG tramshtion initiation codon in the reference
sequence, according tojournal puidelines (wwwhips orgmutnomer).
The initistion codon is codon |, As recessive transmission was
suspected, CASQ2 was analyzed without previows RyR2 screcning
in two comsanguineous families, When mutations were identified
in prohands, Gmily members were screened, and EOG, 24-hr BCG
Haolter recordings andfor exercise stress test were performed when
posihle.

We identified cight ©ASQE mutations in five famiies after
screening of the CASQE pene in 43 probands (Fig. 1) The
diagnosis was made after cardiac arrest in the proband of families
I and 5 that led to the death of the proband in the family 1.
The three other probands experienced smoope andfor seimme
(families 2, 3, and 4). The age &t diagosis ranged between 4 and
M (Supp. Table 511 Homozygous CASCE mutations were
identified in the proband’s DNA of fanilies | and 2 that showed
consanguinity, whereas the pmbands of families 3, 4, and 5
showed compound heterozygosity for disting CASQ2 mutations
[Supp. Table 51). The identified mutations were two single
nuclentide  deletions o 5H46delT; p.Phel82LeufX209, cobddeld;
pal 203 Lenfs X209 [Hayashi et al., 2009]; three single nudeotide
substitution maodifying a comsensus cacceptor or & donar
splice site ¢ 320246 (igtwon 2}, 737 +H1G=A (intron 6],

Cl0d+1G>A  fintron 10} one smonymous cC3ELC=T,
pGlvI27Gly variation (exon 3% one intmnic variation 939+
56 = C lintron %) and a missense mutation CIBA > G, TrrBlys
[Cre La Fuente o al, 2008). As shown presented in Figure 1, all
affected patients were homozygous or compound heterorygous for
CASQ? mutations with the two muotations temsmted under a
recesive mode of inheritance. The eight varations identified were
not found among 300 control chromostanes sareened by JHFLE ar
sequencing. The framishitt deletions c546delT and coideld
rsilted in the oocurrence in both dtuations of a premanwe
terminating codon [FTC) at the very same amino acid podtion 209,
The thiee mutations ¢ 3M0—24 =G, ¢ FITHIG> A, ¢ 1014+ 1G=A
wene pradicted to induce respectively skipping of exons 3, 6, and 10,
The skipping of the swons 3 and & would be asociated with a
frameshift leading to a PTC at positions 143 and 215, respectively.
Inroduction of FTC would lead either to synthesis of a non
func tinnal truncated protein or mone likely to a nonsense mediated
mRAMNA decay. At contrst, skipping of exon 10 resulted inan in
frame deletion that corresponded to the loss of amino acids 314 to
338 and would alter the third thioredoxin domain of Casg2
spanning amino ackds 247-370 [Eim et al., 2007 ). Such a deletion is
fikely to- cause a corformational change that would result either in
the synthesis of 4 non funcional Casg? protein or in an abnormal
degradation of the prmtein thiough the uofalded protein response
[Rizzi et al., 2008

Becanse the srnonymous C3RC>Tand intronic c 339+ 5G=C
varations had unpredictable consequences we investigated their
effect on splicing. We first used three splicing analyses software to
evaluate ther potential effects on splicing NetGeneZ [hitpy/
www. chedndbyservices/Net Genel/ ), Gene Splicer (hitpawiww,
tigrorgitdh AGeneSplicer/gene_splhtml], and Automated Splice
Site Analyses | hitpsifsplice.uwo.calogi-bind protected/ mem.c gif
meny_genehtmll (Supp. Table 52). The warnt c939+56=C
was predicted to abolish or weaken the normal donor splice site of
exnn 9 at position ¢939+1_2 when wing all three softwares,
GeneSplicer and ASSA softwares indicated morenver the potential
activation of a cryptic donor splive site 73bp downstream of the
¥ end of coon %, The synomymous c381C = T variation in eoon 3
was predicted to create a new donor site al position ¢ 380_381 by
the thee sofrwares, whereas the physiological donor splice site at
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Figure 1.

Pedigrees of the CASO? famiies. Black symbols indicated affected individuals. Hal-filled symbols indicated heterozygous

indiiduals for 8 sngle mutstion. Lined sgquare indcated sasymptomatic homorygoos carner. Amows indicated the famity proband. Doarbde
honroniel relstionship lines indicated & degree of consanguinity. NA, not analyzed.
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postion cA20+1 2 was not eognized by the GeneSplicer and
MetCene? softwares. B was therefore plansible that a domar site
resulting from the ©381C =T mutation might compete with a
weak phvsialogical splice site. Insilico sudies thus strongly argued
in favor of an impact of the ¢381C>T and c939+5G=C
variatinns on CASQ? splicng,

Becapse cardiac mENA from patients were not available, we
tested the consquences of the ¢ 381C>T and c939456-C
variations nsing a splicing minigene assay |Gamez-Pozro et al,
2007 |, Briefly, each waristion was introdoced i a plasmid
consisting in the saccesion of three ewons each flanked by
2bp of intronic sequences. The wild-type and mutant
minignes went then doned into the expression plasmid pClneo
and expressed in HERK293 cells (see Supp Fig 51} Effect aof the
mutations on splicing was assesed through sequencing amalysis
of RT-PCR products obtained from mBMWAs etpressed after
transfection of the minigenes,

As shown Figure 24, transfection of the pCIUWTY minigene in
HEE293 cells msulted in the pmduction of one major mBMA
product (hand a). Sequencing analysis evidenced that this product
comsisted of the succession of the coding sequences of exons 8, 9
and 10, This rsult indicated that cells transfected with the wild-type
minigene were able to produce completely procesed mBNA
encodad by the minigene. In contrast, the analysis of the RT-PCR
product of the pCl_MT9 mingene désigned to repmduoce the
CHIY+EG = O vadation rewaled the presence of a single band with
lower molecalar weight (hand b, Sequencing of the cDNA material

corresponding to this band evidenced the succession of exons 8-and
10 coding sequences only, thus providing evidence that the
CO39+5G >0 varant generated a skippmg of exon @ during - in
vitm splicing. Sach skipping of exon @ would result in vivo in the
apparition of a PTC at position 291, As the PTC cawsed by the
¢ 8369+50 = C mutation ocourred in the 3 portion of the gene, les
than 55 bp from the final intron, the resalting transcript might be
nevertheless stably translated into truncated protein [Fhajavi et al,
2006]. Interestingly, Song etal, [2007] have generated a mice lacking
exon @ of CASD2 and showed that the Casqd protein was not
detec table. ¥oung mice had stracturally nomal hearts but stress-
induced wentricular ardwthmias, and the authors concluded that
the homorygous deletion of exon 9 cause CPVT phenotype in this
miurine model [Alcalai et al., 2010; Song et al., 2007 Our data thus
showed that the cH35+5G=C mutation leading to the same
molecular detect; thatis, kipping of @an %, which canses an ahsence
of Casq2 synthesis in mice, is alio associated with CPVT in humans,

Likewise, and as shown in Figure 28, RT-PCR and sequencing
analysis carried ot after transient transfection of the wild-type
minigens pClWT3 showed 4 cormeat splicing event (band <.
The analyss of the RT-PCR product of the pCLMT3 minigene
designed to repmduce the c381C=T variation revealed the
presence of & unique band of lower molecular weight (band d).
Sequencing of this band evidenced a deletion of the last 40
nuclentides of exon 3 as a consequence of the creation of the
donor cryptic splice donor site at position < 380_381, Further-
mare, the absence of a band corresponding to the correctly spliced
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RNA splicing alteration causad by tie ¢ 3810 T and c 939+ 56 = C variants. A: Agarose gel analysis and sequences of the AT-PCR

products obtaned from cells transfected by pCl_WT3 and pCl_MT3. AT-PCR product from the wild-type minigene comesponded o the nomal
mANA of 58 nt {kand a), whereas the mutam minigene ¢339 + 56 = C genersted an abnormal mANA product of 493 ot where the exon 3 was
completely skpped (band b). The electrophoregram obtained after sequencing of the band b shows the exon 9-skipping. B: Agarose gel analysis
and sequences of the RT-PCR products obtained from cells transtectsd by pCl_WT3 and pCl_MT3. he wild-type minigene produced a correctly
spliced mRNA of 54 nt {band c|, whereas the mautant minigene produced o matre mANA of 554 nt, deleted from the last 40 nucleotides of exon
3 {kand d|. Nucleotde num bering reflects cONA numbesing sccording o jouwmal guidelines {wwiw hges.orgimutnomen).
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transcript showed that the o 3810 =T variant abalished in vitro
the physinlogical splice site-ofexon 3, and replaced it by a- new site
40bp ¥ inside the exon as predicted by in slico anabysis This
aberrant splicing would induce in cardiac cells a PTC at position
128, revealing the highly pathological impact on splicing of this
smonymous substitution, Among the sight motations identified
in this study, six were novel frameshift or splicing mutations that
reulted in the ahsence of Casg2 as a comequence of the
oocurrence of PTC that led either to nonsense-mediated mANA
decay (WMD) or protein degradation,

In family 1, we identified -a homozygous ¢320-2A5G
mittation in-a stll asymptomatic -yeareold child (patient IE4)
who was thus preventively trested by acebutalal, and then nadalal,
Clinical and genetic imestigations confimmed (PVT diagnosis in
individual T4 of fanily 2, sster of the proband. She showed
mumerous polymomphic ventricular extrasystoles on exercise stress
test and 24-hr Haolter recording and was homorygous for the
familial mutation ¢ 1014+ 1G=A. She s oumently treated by
nadole]l  #0mpiday, Cascade smening of famiy members
imvestigated in this seport identified sither nonmutation carriers
(=1} or sngle heterorygous mutation carriers (n= [&6), Clivical
irvestigations of the families showed that the presence of a single
heteroz ygous mutation could represent a potential susceptibility
for ventrdcular arrhythimias [[e La Fuoente et al, 200#; Postma
et al, 2002]. Indeed, individuals Bl and 12 in family 4
respectively, hetercaygous for the c54edelT and the c381C=T
mutations, had respectively premature ventricular contraction and
nomsustained ventricular tachycardia dudng stress test, On the
other hand, o abnormalities were detected in individual 0 of
the same family who also harbored the hetemmpous c3810=T
variation, undedying the complexity of correlating phenotype to
gnotype in CASQXlinked CPVT., When CPVT diagnosis is
suspected, genetic analysis is used along with dinical evaluation to
confirm CPVT diagnnsis and is therefore crucial for the screening
of the family presymptomatic members. When CASG2 varants
are identified in CPVT cases, predse evaluation of the patho-
genic ity of the variation is therefom esential to provide reliahle
genetic courselling. All mutations identified were in accordance
with an autmsomal recessive mode of inheritance; Although
apparently dominant forms of CPVT ssocated with CASQ2 hawe
been reported |Liu et al., 2008; Postma et al, 2002], our data
indicated that specific mutations can escape detection and that
extensive analysis of the tmnscript has to be performed whenever
posible, especially whin only one variant had been identified.
This will likely help 1o clrify the nature of the redessive or
dominant tmnsmision of CASQZ-associated CPVT and the
question of the variable penctrance of mutations Furthermore,
and because CASQE s the unique gene assciated: vt with
recessive forms of CPVT, we suggest that the screening of CA50)2
must be performed firg line in case of comsanguinity or of
docomented recessive inheritance, before the screening of RYR2,

In the presnt study, we found a prevalence of CASQ2
mutations of 7 among CPVT patients (5 out of 76 patients],
in line with the previous reports [Lin et al, 2007] To our
knowledge, only 13 CASQ2 mutations have been vet reported
(Supp. Fig 52). Eight were misense mutations, one a nonsnse
mutation, three were frame-shift deletions, and one was a splice-
ste  mutation. Nnti.ceah}y, truncating and splicing mutations
frequency appeared relatively high in our work (7 ot of 8),
wheteas missense mutations seemed predominant s far in the
literature, Mareover, this is the first repont of splicing abnorm-
dlities in CASG2 caused by an exonic synonymous substitution
(c3BIC=T) and an intropic vadation outside the consensas

HLUMARN MLUTATION, Vol 32, Ko 9, 959594, 1011

splice site (c939+5G>C). Substitutions affecting the fifth
nuclentide of ¥ splice site are the most common substitution
reported in the 5 splice site after substitution in the unvariant
dinudentide GT, suggesting an important role of this nuckotide
in the splicing process [Buratti et al, 2007]. Transhationally silent
vatiations are wsually dassified as allelic polymarphisms and are
considerad to be neatral, However, beside posible subtle effects
on tramlation efficiency owing to codon preference, these
varations can alter sp]lcmg as dernonstrated above. Tt is likely
that such mutations are generally undemeported, becanse tbe:.r
might be incorrecly asumed to be neutml polymorphisms that
do not deserve further characterization, Our study thewfore
illustrates the wsefulness of mitigene assay for chamcterzation of
vardants, especially for variants with no obvious consequences on
splicing and a cardiac-specific gene expression like CASCE2, when
mBMA iz not available,
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SUPPLEMENTAL DATA

Table S1. Clinical data €8ASQ2 probands

. Age at first Sporadic .
Family N Symptoms Treatment P Familial context
symptom cases
Cardiac arrest after emotion, ) . -
1 4 . L Yes Parents first cousins, origin turkey
Deceased during reanimation
Brother suddenly deceased at
. age 11, sister with positive stress
2 7 Syncope and seizure at effort ~ Nadolol + ICD
yneop test and Holter rhythm, parents
consanguineous, origin Algeria
S d sei t effort
3 3 yncop(.e and seizure at etto Nadolol 120 mg/d Yes None
or emotion
4 10 Recurrent syncope at effort or ~ Nadolol 240 mg/d Brother deceased after cardiac
emotion +ICD arrest at age 4
5 7 Reccurrent syncope, Cardiac ICD Yes None

arrest

Table S2. Predicted effect of the ¢.381C>T and®t8&>C variants by bioinformatics

Exon Variant

Prediction Score for natural donor

Software site ®

Predicted effect of the mutation

Reference  Variant
sequence sequence

Creation of a cryptic donor site at position 380_381

3 c.381C>T GeneSplicer 0 0 (score at 2.28)
NetGene2 0 0 Creation of a cryptic donor site at position 380_381
(score at 0.76)
ASSA 8.3 8.3 Creation of a cryptic donor site at position 380_381
(score at 9.5)
. Natural donor site abolished, activation of a donor splice
9 €.939+5G>C  GeneSplicer 9.84 0 site 73 bp downstream (score at 6.67)
NetGene2 0.93 0 Natural donor site abolished
ASSA 10.6 6.7 Natural donor site abolished, activation of a donor splice

site 73 bp downstream (score at 5.5)

4 Threshold for recognition of a donor site: GeneSplicer : 0,46 / NetGene2 : 0,5/ ASSA : 0
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Figure S1. Splicing minigene assay

A minigene splicing assay was performed to as$espdthogenic effect on exon 9 splicing of
the unknown intronic variant ¢c.939+5G>C of t6ASQ2 gene identified in patient 5. A wild
type minigene was constructed by the juxtapositibreference sequences of exons 8, 9 and
10 with 200 base pairs of the 5’ and 3’ intronemiking sequences of each exon (S1 panel A).
A ¢.939+5G>C mutant minigene was obtained by P@&Rdirected mutagenesis carried out
on the synthetic wild type minigene. The two mimgs were synthesized and cloned into
pUC57 by the Genscript company (Piscataway, USK)e pUC57 minigene plasmids were
subcloned into the expression vector pCineo (Prambtpdison, USA), leading to a wild

type minigene vector (pCl_WT9) and a mutant mingyeactor (pCl_MT9).

The effect of the synonymous ¢.381C>T variatioregan 3 splicing was also assessed using
a minigene assay (S1 panel B). The exon 3 withiBOhtronic 5’ and 3’ flanking sequences
was amplified from patient genomic DNA. Wild type.381C) and mutated (c.381T)
amplified sequences were isolated and subclonéekipCl_WT9 vector instead of exon 9 in
order to obtain two minigenes: one with the nuctenB81C (pCl_WT3) and one included

the mutation 381C>T (pCl_MT3).

The splicing minigene assay was performed by temtisig each minigene plasmid in HEK
293 cells (3.10 cells in single well of a six-well-plate) using G&n 500 transfecting

reagent according to the manufacturer’s protocat¢Ehedex, Souffelweyersheim, France).

Forty-eight hours after transfection, cells werdembed by trypsination and centrifugation.
The cell pellets were solubilized by addition ofuBO'RIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad,
USA) and total RNA was extracted. cDNA was thentlsggaized from 500ng to 1pug of RNA

followed by a targeted cDNA amplification obtainadth primers on both sides of the
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minigene sequence (Gamez-Pozo et al., 2007). Tipdifesdd fragments were separated on a
0.8% agarose gel and purified using Qiaquick gélaetion kit (Qiagen, Venlo, Holland). All

RT-PCR products were then fully sequenced.

Figure S2. Schematic representation of the 19 mousatletected iICASQ2 gene

Mutations reported in this work are written in balbaracters. * indicates the previously
found mutations also identified in this report. Bease mutations are indicated in the upper
part of the figure whereas nonsense, frameshift goliding mutations are indicated in the
lower part. The references for all mutations citesl already published are available at

http://www.fsm.it/cardmogcexcept c.546delT (Hayashi et al., 2009).
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Figure S1 Splicing minigeneassa

A
Xho! Miu t Safl Not [
Wild type exon 9 (sequence included in pCI_WT9)
€.93845G:C

Xhol Miui Sall Not [
Mutant c.939+5G>C (sequence included in pCl_MTS)

B
Xhol Miui Salf Not [
Wild type exon 3 (sequence included in pCI_WT3)
c.381C>T

Xhol Miul Sall Not

Mutant c.381C>T (sequence included in pCI_MT3)
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Figure S2. Schematic repreitation of the 19 mutations detecte(CASQ2 gene

p.Arg33Gin p.Glu177GIn p.Phe189Leu p.Asp307His
p.Tyr55Cys*  p.lLeu167His p.Lys206Asn p.Pro308Leu
— 1 {2tz 3] B f—Hsl E 10
c.62delA [
c97CsT ¢.320-2A>G c.532+1G=A c.737+1G>A c.939+5G>C c.1014+1G>A
€.339_354del16 c.546delT*
c.381C>T c.603delA
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Abstract

Catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia (CPVT) 13 an inherited
arrhythmogenic disease so far related to mutations in the cardiac ryanodine receptor (RIRD)
of the cardiac calsequestrin (C4507) penes. Because mutations in RIRY orin CA4507 are not
retrieved in all CPVT cases, we searched for mutations in the physiclogical proteins partners
of ByR2 and CSQ2 in a large cohort of CPVT patients with no detected mutation in these two
genes. Based on a candidate gene approach we focused our investigations on triadin and
junctin. two proteins that link RyR2 and CSQ2. Mutations in the triadin (TRDN) and in the
junctin (43PH) genes were searched in a cohort of 97 CPVT patients. We identified three
mtations in tnadin which cosegregated with the disease on a recessive mode of transmission
in two families. but no nmtation was found m uactin: Two TRDN mutations. a 4-bp deletion
and a nonsense mutation. resulted in premature stop codons; the third mutation a p.T39R
missense omation was further studied. Expression of the p. T39R mutant in COS-7 cells
resulted in intracellular retention and degradation of the mmtant protein. This was confirmed
after in vive expression of the mutant tnadin 1o tradin KO mice by viral fransduction.

In this work, we identified TRON as a new gene responsible for an autosomal recessive form
of CEVT. The mutations identified in the two families lead to the absence of the protein
thereby demonstrating the impeortance of triadin for the normal fonction of the cardiac caleinm

release complex i humans.
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Introduction

Catecholamunergic polymorphic ventricular tachycardia (CPVT; MIM #604772), a potentially
fatal cardiac arrhythoua, is a genetic disorder characterized by stress induced syncope and/or
sudden death in joveniles and young adults in the absence of stroctural alteration of the heart
(1.2). The two genes currently associated with CPVT. RIR. and CA50 . encode proteins
responsible for sarcoplanuc reticulum (SR calcinm release during cardiac nmscle contraction.
They belong to the macromolecular calcium release complex (CRC), composed mainly of
following proteins: the SE caleium release channel ryvanodine receptor (RyBE2): the
calsequestrin (CSQ2), which acts as a calcrum buffer inside the SE triadin and junctin. two
proteins that have beem mmplicated in anchorng calsequestnn to REyR2, at the terminal
cisternae of SE (3. 4). Mutations have been identified in RIR and C4507 in only 70 % of
the patients affected by CPVT, indicafing that other genes are wnvolved in this disease.
Therefore the genes encoding triadin or junctin, the two linkers between EyBE2 and CSQ2,
naturally appeared as interesting candidate genes for CPVT.

Triadin 1s a mmltiprotein family arising from the alternative splicing of a single TRIDN gene
(MIM 2603283) Iocalized on Chef and containing 41 exons (3). Two isoforms. Trisk 95 and
Trisk 51 are exclusively expressed in skeletal mmscle. A third one, Trisk 32 (also called CT1)
15 expressed mainly in cardiac muscle (6). Two triadin knock-cut (KO) monse models have
been developed. presenting with cardiac amhythnua and skeletal mmscle wealmess (7-9).
Therefore the presence of triadin seems essential for nommal cardiac and skeletal mmuscle
function.

Junctin. a 26 kDa protein expressed both in skeletal and cardiac muscle (10) (MIM 2600582),
is-an alternative splice product of the aspartyl-B-hydroxylase gene on Chu (45FH (11)). Two

junctin isoforms are expressed in human cardiac mwscle (12). Junctin 1s invelved in regulation
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of the calomum homeostazis. and deletion of junctin m 2 moose model remults m fatzl
avhythma (13)

Thiz study presents the moleculsr mvesngations peformed m a luge panel of well
charactenzed CPVT panents i which mutations m 2VE? and 4507 senes had been
excluded Pathophwsiclogical and climical comsequences of the mutstion: identified i the

TEDXN gene in two famules have been analyzed and will be discussed

Resulis

Clinfeal phenarype

The proband of Family 1 (ind II:1, Figume 1) erigmated from French West Indies. He was 2
two-year-old boy who expenenced syncope followed by cardiac amest after a shock while
plavins with bus T-vear-old brother Resting alectrocardiozram following cardiac resuscitation
showed pmmerous poivmorphic or bidmectional venmncmlzr extrz bears and mums of
polymorphic venticular tackyeardia (Supplementary Figure S1a). He died in the bospital 3
weeks followmg the mitial cardiac amest after a severe posf-anomic coms Thers was no
positive famaly history. The parents and the brother of the proband were conmndered 2z healthy
2z theo restme ECG, Holter recordmps and exercme stress tests did pot show any
aboommality.

Thae peobaed of Family 1 (md 112, Figue 1) ongmsted from Westers France He was 3 16-
vear-old man whe presented with recurvent syneopes st exercive since the infiney. Resting
EC( was sormal with no prolonsation of the QT imterval FExsreise testing showad numerous
bidirectional ventricular extra beats (Supplementary Figure S1b) The patient also presented
with proxmal muscls weakoess. CPFVT was also diagnosed 12 s duzygotic twin-brother (md

5
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II:3} after clinical examination They were both treated by nadolol 40 mg/day. a non selective
f-blocker. Clinical evaluation, Holter recording and exercise testing did not show any

abnormalities among other family members investigated (ind IT:1 and TIT-1).

Genetic analysis

Molecular analysis of TRDN gene 1 Family 1 identified a c.del53 56ACAG homozyzous
defetion in exon 2. This deletion of 4 ouclectides resulted in a frameshift in the amino acid
sequence from amino acid 18 leading to a premature termination codon (PTC) at position 31.
designed pDI18Af:*13 according to the momenclature proposed by the Human Genome

Vanation Society (14) (hitp:/fwww.hgvs.org/mutnomen/recs-prothtml). This nmfation was

identified at a heterozygous state in the three unaffected relatives tested (Figure la).
Haplotype analyses were performed in the family wsing polymorphic markers flanking the
TRDN gene (cen-D651712-D65970-TRDN-D651639-D65408-tel) and were suggestive of a
remote COMMOon ancestor

Molecular analysis in Family 2 revealed that the two affected individuals TI:2 and IT:3 were
compound heterozygous for a c 176C>G missense mutatton m exon 2 that led to the
substitution of a threomne by -an arginyl residue -at position 39 (p.T59R) and a c.613C=T
nonsense muiation in exen 8 that introduced a prematire termunation codon at position 205 in
the aniine acid sequence (p.Q205%). Unaffected mdividuals tested camed coe (ind IIT:1) or no
variant (ind I1:1) (Figure 1a).

In both families. the phenotype-genotype amalysis was in faver of a recessive form of CVPT.
The frameshift deletion c.del53 36del ACAG: p D18Af:*13 mdueing a stop codon i position
31 would result in deletion of the major part of the protein. and the production of a short

cytosolic peptide as the stop was located before the transmembrane helix (Figure 1b). The
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nonsense variation ¢ 613C-T; p.Q205* generated a stop codon in position 205, just before the
KEEE motif (15) located mn position 210-224 responsible for mteraction of Trsk 32 with
ExF2 and C50Q2 (16, 17). These two mutations resulting into a PTC were clearly pathogenic
becanse they would lead either to an absence of protein synthesis via nonsense mediated
mBNA decay (18). or to the production of a non functional protein. The p T59R vanation
affected a well conserved position in Trisk 32 and resulted in the introduction of a positively
charged amino-acid in the transmembrane domain of the protein. The deleterions effect of the
substitution within the transmembrane domain of this conserved threcnine at position 59 by

an arginine was less predictable and was thus forther studied.

Localization of the mutant p.T59R in a model cell line

The effect of the p. T39F. nutation on the behavior of Trisk 32 was first studied by expression
m the non pmscle COS-7 cell line, and analysis of the localization of the wild type (T32) or
mutant protein (T32-T59R) by confocal microscopy. When expressed in COS-7 cells the wild
type Trisk 32 was localized in the plasma membrane of 83% of the cells (Figore 2a, panel
PM) and in the endoplasmic reticulem for the remaining 17% of the cells (Figure 2a. panel
ER) (o=300 cells). The p.T39F. mutation induced the exclusive locahzation of Trsk 32 in an
intracellular compartment (100%. o=500 cells), identified as endoplasmic reticulum by co-
localization with the ER resident protein calnexin (Supplementary Figure 52a) This
cbservation was confirmed by differential mmmuncfluorescent labeling before and after
permeabilization of the cells (Figure 2b). Whereas Trisk 32 was labeled both on intact and
permeabilized cells. confirming its plasma membrane localization. the mutant Trisk 32-T50R
was accessible only after permeabilization thus indicating an intracellular retention. This

intracellular retention was “also confirmed by biotinylation of cell swface proteins

(Supplementary Figure 52b).
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Stability of the mutant Trisk 32-T59R in a model cell line

As a lower level of expression of Trsk 32-T39F. was observed in COS-7 cells compared to
the wild type Trnisk 32, the stability of the mptant protein was evaluated. After transfection in
COS5-7 cells, Trisk 32 and Trisk 32-T59E. appeared as a triple band of centered on 37kDa. due
to post-transiational medification  (glyvcosylation), as observed previously (19, 207).
Transfected cells were imcubated with cycloheximide (CHX), a protein synthesis inhibitor.
and the amounts of Trsk 32 and Trisk 32-T39R were analyzed by quantitative Westem
blotting after various incubation times. The relative amount of Trisk 32-T59R. decreased faster
than the relative amount of Trisk 32 (Figure 3a), indicating a faster firnover of the mutant
Trisk 32-T39R compared to the wild type Tnsk 32. This suggested that the abnormal
localization observed for Trisk 32-T39R could result in protein instability and degradation.
This degradation was further analyzed by proteazome inhibition by MG132. Proteasome
inhibition did not increase the total amount of the wild fype Trisk 32, but it raized the amount
of the mutant Trisk 32-T39R by 148% (Figure 3b). This showed that Trisk 32-T50R. was
targeted for proteasome- mediated degradation. Altogether results in COS-7 cells showed that
mutant Trisk 32-T59R was unable to exit ER after symthesis and was prone to degradation

most probably via the proteasomal pathway.

Stabilitv and localization of the mutant Trisk 32-T59R after in vive expression

The behavior of the mutant Trisk 32-T59F. was forther studied after re-expression m triadin
KO mouse. The triadin KO mouse, a mouse line deveid of any triadin isoform. has been
previcusly shown to present both cardiac arthythmia (8) and muscle wealmess (9). Vimses
(AAV2YO, which preferentially target the heart in adult mice (21, 22)) were developed to

induce in vive expression of the wild type and mutant Trisk 32 proteins in the heart of triadin
8
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KO mice. One menth after systemic mjection of the viral vectors, the cardiomyocytes were
isolated and characterized by different methodological approaches. The mBNA expression
levels studied by semi-quantitative RT-PCR of the wild type Trisk 32 and the mutant Trizk
32-T39R were similar (Figure 4a). showing that the mutation did not affect transcript stability.
In contrast, the determination of the protein expression levels by quantitative Western blot on
cardiomyocytes homogenates (Figure 4b) showed that no mmtant protein could be detected in
any of the 6 transduced mice, whereas the transduced wild type Trisk 32 was detected 1n all
the mice (Figure 4b and Supplementary Figure 53). This difference in expression was
cenfirmed by immunofiuorescence labeling on fixed cardiemyocytes (Figure 5). In wild type
cardiomyocytes (Figure 5. panels a-c). Trsk 32 presented a typical dyad labeling, a sow of
dots co-localized with EyR2. In the tnadin KO cardiomyocytes (Figure 5, panels d-f). Trsk
32 labeling was absent and EyE2 labeling was not modified. After transduction of Trisk 32 or
Trisk 32-T39R in the triadin KO mice. only the transduced wild type Trisk 32 was detected.
in the dyads of cardiomyocytes. where it perfectly colocalized with BEyE2 (Figure 5. panels z-
1) while the trapsduced mutant Trisk 32-T59R. was not detectable (Figure 5, panels j-1). This
suggests although the mBNA of Trisk 32-T39R is expressed i the cardiomyocytes of the

mice, the protein 15 absent.

Discussion
Catecholamunergic polymorphic ventricular fachycardia is a life-threateming inheritable
dizease that predisposes young individuals with normal cardiac structure to cardiac arrest. Pre-
symptomatic genefic screeming 15 of major importance for CPVT families, since life-saving
preventive treatments are available. Therefore the identification of causative mufations
constitutes a major issue for CPVT families. Up to now, two genes have been involved in this

dizease. They encode proteins which constifute the core of the cardiac calcim release
9
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complex: BEyR2 in the dominant forms of CPVT and CSQ2 in the recessive forms. However,
almost 1/3 of the patients remained without an idennfied molecular defect. In the present
work, we searched for mutations in other genes m a panel of 97 CVPT patients without
mutations in the IR and C4507 genes. We focused our screening on triadin and junctin
which are the physiclogical partners of ByR2 and C5Q2 in the calciom release complex. No
mutation was identified i juocting whereas 3 mutations were identified in tnadin The
charactenization of the physiopathelogical mechanisms 1z of vppermost importance for a
better understanding of the disease and for the development of new therapies, as the current
therapies are not fully satisfying (1) Along this line, we searched for the functional
consequences of the TRON mutations. Two of these mutations resulted in a premature stop
codon, and the corresponding proteins are most probably not produced as a consequence of
WNMD (18). Thus we focused our investigation on the third mutation. the missense p. TS9R.

To study the consequences of this muptation. we analyzed the localization and the stability of
the mutant protein in COS-7 cells and in cardiomyocytes. All the experiments we petformed.
either in transfected COS-7 cells or 1n cardiomyocytes from tnadin KO muce transduced in
vivg, showed that the p.T39R mutation resulted in instability of the protein. leading to its
degradation. It would be interesting in this context to assay the ability of blockers of ER
quality control or of molecular chaperones to restore the folding of Trisk 32 —T59E. and its
correct targeting instead of its degradation, as done for c-sarcoglycan mutations m Limb
Girdle Muscular Dystrophy type 2D (23, 24). The likely absence of protein as a result of the
mztation in patient’s heart could only be forther confirmed by Western blot on a cardiac
biopsy. which was not available. As the two other mutatiens (p.D18Af5*13. homozygous
mutation 10 Family 1 and p Q205 compound heterozygous muiation associated to p. T39R
Faouly 2) most likely resulted in the absence of protein, all the affected patients m this study

can be considered as natural tnadin KO cases. The severe CPVT phenotype observed in these
10
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patients thus highlights the role of triadin i the regulation of the calcium release during
cardiac contraction. In addition, the identified mmiations mapped to a region of the TRDN
gene which is common to all triadin isoforms including the skeletal mmscle Trisk 93 and Tnsk
51. Thus, these 3 mutations would alzo lead to an absence of triadin in the skeletal muscle.
This would give a possible explanation for the associated muscle weakness that was climcally
observed in individual II:2 i Famuly 2. The affected patient in Family 1 died so young (2
vears) that muscle weakmness couldn't have been detected, but it could be envisaged that CPVT
related to triadin mwtation systematically affect both cardiac and skeletal mmscle. Therefore,
when a CPVT patient presents also with a moderate muscle weakness, screening of TRON
gene should be performed at first. In this context. the tnadin KO mouse 15 a good model to
study the consequences of tnadin deletion in human. as it presents with the same disease
hallmarks: mmuscle weakness (9) and cardiac arthythnua induced by f-adrenergic stimulation
(8). Different mechanisms have been proposed to explam the cardiac arthythmia resulting of
RYR? or CA502 mutations (2, 75). Among the possible mechanisms, one 1s related to the
dissociation of FEBP12.6 from BEyE2 in the case of RIR. mutation, which would result in a
leaky Ca" channel (26). This mechanism could be envisaged for the tnadin deletion resulting
from the mutations identified in the present study, as it has been proposed in the triadin KO
mouse that triadin ablation could impair FKBP12/ByR1 interaction in skeletal mmsecle (27).
Such a hypethesis should nevertheless be confirmed in the heart for FEBPI12.6/RyR2
interaction. Another mechanism proposed as a result of CAS0” mnfations 1s a reduction in the
amount of C5Q2 or in the calcinm binding capacity of the mutant CSQ2: Such a mechanism
could also be proposed in the case of the identified triadin mutations. as a CSQ2 reduction has
been observed in tadin KO mounse heart (2). Therefore the triadin mutations identified in the
present smdy, and the characterization of the triadin KO mice lines performed previously (8.

9) confirmed the hypothesis that CPVT counld be more generally the result of a functional
11
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defect in the calcium release complex (2. 28). Cnur stody clearly showed that mutations in the
TRDN gene are responsible for CPVT in buman and 15 therefore a gene to systematically
investigate when screening familial CPVT. Nevertheless. the absence of mutation in RIR”.
CAS02. A5FH and TRDN in the 94 remaining patients of this cohort points to the imitation
of the gene candidate approach. To search for other genes that might be involved, a large
scale screeming shonld be performed in these patients. Finally, this paper descnbed for the
first time an mvolvement of the TRDN gene in human pathology. and interestingly. althongh

this gene encodes for cardiac and muscle triadins, the pathology is mainty a cardiac one.

Alaterials and Methods

Ethics Statement

Investizations of patient population reported 1o the paper received a formal approval from the
Eegional Medical Ethucal Committee (Comiteé de Protection des Personnes, CHU de Saint-
Etienne; France). All procedures uvsing animals were approved by the Instituticnal ethics
committee and followed the guidelines of the Naticnal Fesearch Council Guide for the care

and use of laboratory animals.

Clinical evaluaton of probands

The patient population consisted in 97 CPVT probands carefolly characterized after clinical
examination and electrocardiographic records. Referred to the clinical centres for syncope
with or without seizures, or cardiac arrest. they have been diagnosed on the basis of typical

polymorphic ventricular arthythmia recorded on 12-lead ECG. and after 24-hour Holter ECG

12
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and exercise stress test. Family members were evaluated at least by resting ECG, and when

possible a 24-hour ECG Holter recordings and exercise stress test were performed.

Genetic Analysis

Blood samples used for genetic evaluation were obtained after a written informed consent was
signed by patients according to the French regulation for genetic studies. Molecular screening
of RIR and C4507 genes has been performed as described before (29). Screening of the two
junctin isoforms was performed by sequencing the 6 exons (IWM_02164.4) comresponding to
the longest isoform. Molecular analysis of the TRDN gene was performed by sequencing all
the exons that encode the cardiac human isoform Trisk 32. Becanse of the larse number of
triadin transcripts described in the cardiac tissue origimating from different species (19, 30-31)
without the experimental evidences for the existence of the cormresponding proteins, we first
characterized the human Trisk 32 sequence both at the cDNA and at the protein level using
boman cardiac tissue (Supplementary Figore 54 and Supplementary methods). The presence
of the corresponding protein was confirmed wsing an antibody developed against the specific
C-terminal ‘end of the identified sequence (Supplementary Figmre S4c). The sequence of
boman Trisk 32 identified in this study 15 accessible in GenBank database under accession
ouber JN900469. Primers sequences used for molecular investigation of the TRDN and
ASPH genes are listed in Supplementary Table 1. Family members were screened for the
mutation(s) 1dentified in probands. A panel of 300 control chromosomes was screened for

each novel variant reported in this study.

Plasmids. viruses and antibodies

Page 14 of 33
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Full length ¢<DMA coding for rat Trisk 32 (zccession mummber EMBL AJS12276), with ot
wnthout ¢. 1 T6C G mutahion, correspondng o p. T39R change in the protem, was mseried into
peDNA3 1 (Imvitrogen, Cergy Pontoise, France) for cell tansfection. or m pZac2.1 for AAV
development. The rat Treck 32 nucleonde sequence used m this srady has 84% identity with
the buman seguence and 92% winh the mouse sequence, and waz chosen becamse of the
svailability of efficient snnibodies (29) developed in differsnt species and pecessary for the
double immunofluorescent labeling. All viruses were engimeersd and produced by the Penn
Vector Core (Philadelphia, USA). Two mcombinant adenc-associated voruses of serobype 179,
encoding respectively the WT and the mutant TSOR-Trizk 32 were nied m thes study: AAV.
Tnak 32 and AAV-Tnsk 32-T35E All the manszenes were under the control of 2 CMV
promoter.

Rabbit anti-RyR antibodies have been describad previously (30), as well 25 rabbit anti-peptids
antibodies agamnst the N-termunal end of tnadms (31), and ant-pephde annbodie: agamst the
rat Tresk 32 C-termunal end (29), developed in rabbit or gumea pig. We alio used anti-peptide
anhbodies apmnct the mouse Trizk 32 (9) and an anh-EyE developed in punea pg by
immunization with the C-terminal peptide of RyR1. as described before (37) The rabbu

pelyelonal antibedy to calnexin (SPA-B60) iz from Stresspen (Vietona, Canada).

Cell culiure, trantfection and treatment

CO5-7 eells were culured m DMEM  supplemented with 0% FBS and 1%
penicilhn/strepiomyem (Imvtrogen. Cergy Pontorse, France). Cells were tznsfected numng
Exgen 300 (Euromedex. Mundolzheim France) for 28 hour: for immunoflucrescent labeling
expenments and for 10 b for Western blot analyus after cyclobhexamude (CHID) or MGI132

treatment.

14
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For triadin stability experiment. transfected COS-7 cells were treated with 50 pg/ml of CHX
for 0-6 b or with 50 phd MG132 for 6 b or with 0.2% DMSO for 6 h {control). Cells were
then lysed with RIPA buffer (25 mM Trs pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodivm
deoxycholate, 0.1% 5DS). centrifuged and proteins in the supernatant were precipitated by

chioroform/methancl for further analysis by quantitative Western blot.

Immunoflucrescent labeling on COS-7 cells and on cardiomyocytes

Transfected COS-7 cells were fixed erther 6 min in cold methanol at -20°C, or 10 min in 4%
paraformaldehyde (PFA). For detection of Trsk 32 at the cell surface, cells fixed with PFA
were incubated with a guinea pig antibody against the C-terminns of rat Trisk 32 After
permeabilization with 0.05% sapomin. cells wese incubated with a rabbit antibody against the
N-terminns of rat Trisk 32 and then with secondary antibodies against both species.

Primary cardiomyocytes were seeded 1h on laminin-coated glass coverslip, fixed 15 min in
4% PFA. permeabilized for 30 nun in PBS- 0.5% Trton X100, then saturated 1h in PBS —
0.1% Triton X100- (.5% BSA — 2% goat serum. and incubated with primary antibodies.

The cells were observed under a LEICA SPE confocal mucroscope.

Mice and in vive ransduction

Triadin KO mice developed on C37B16 background were described previously (9). Two
months old tniadin KO male muce (19-24g) were anesthetized with Xylazne (10pg/g) and
Eetamine (100pg/g). and mjected with 2.10" viral genome copy diluted m 100pl of 150mM

NaCl by a single injection in the tail vein.

Cardiomyocytes preparation

15
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One month after vims injection the hearts of transduced KO mice. of non transduced KO mice
of of WT littermate mice were collected and cardiac ventricular myocytes were enzymatically
dissociated as previously reported (35). Briefly. mice were enthanized by cervical dislocation,
the heart rapidly excised and retropradely perfused at 37°C for 6-8 min with a modified
tyrode solution (in mM: NaCl 113, KC14.7. KH;PO. 0.6. Na;HPO; 0.6, M50, 1.2, NaHCO;
12, KHCO; 10. HEPES 10 Taurine 30. pH =7.4) containing 0.1 mg/ml liberaze (Roche.
France). Isclated cardiomyocytes were then transferred to the same solution, free of enzyme,

containing ImM CaCla.

RI-PCR

mBENA expression levels in fransduced cardiomyocytes were determined by semi-quantitative
reverse iranscription polymerase chain reaction (RT-PCR). Briefly. total RINA was exiracted
from isolated cardiomyocytes using TRIzol Reagent and Purelink BINA Mini Eit (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France). First strand ¢cDNA was synthesized from 500ng of total RINA nsing
specific primer mixes followed by cDINA amplification. Primer sequences were as follows: rat
Trisk 32 forward, 5-AGCCAAAGAAACTCCGAAAA 3" reverse, 3-TCCAGTGGC
CGTATGTACTTC-3" mouse GAPDH: forward 3-CGTGCCGCCTGGAGAAAC-3]
reverse, 3-TGGGAGTTGCTGTTGAAGTCG-3". Equal amounts of cDNA were used in each

reaction sanxple.

Western blot

Cardiomyocytes or transfected cells were homogemized by 13 s senication at 0°C i presence
of 1mM DFEP and 200uM PMSF as proteases inhibiters. One hundred pg of cardiomyocyte
homogenates were analyzed by quantitative Western blot analysis as descrbed previously (9).

with antibodies against rat Trisk 32 (207 or mouse Trisk 32 (9). Secondary antibodies vsed for
16
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Western blot were labeled with HEP (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Immmunotech
S5.A 5., Marseille, France). The quantification was performed with a Chemidoc and the

Cheantity One software (BioRad, Mares la Coquette, France ).

Statistics

Statistics were performed uvsing either Fisher's test (Fig.2a and 3a) or Mann and Whitney's

test (Fig.3b) on Prism 4.0 software (GraphPad, San Diego, TUSA).

17
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Lesends to Fizures:
Figure 1: Triadin mutations in twre CPVT families

{a) Pedizrees of the two CPVT famubes. Filled squares wdicated affected indrviduals and half
filled symbol: mdividuals beterozygou: for a mutabon The proband i each Famuly is
mdicated by the black ammow. The ganotyps for sach individual concermung the idennfied
mutation 13 mndicated a3 follow: "+" o the presence of the mutstion and "-" in the absence of
the mutstion. (5) Membrane topology of cardiae isoform of tiadin, Trisk 32, in the
sarcoplasmec retculom membrane with the locabization of the 3 1demnfied mutztons. The
"EFEE" region 15 the mtevaetion domain with EyR? and C5Q2 Tnsk 32 has 3 C-tenmimal

specific remon from amomo-acad 264 to 286,

Figure 2: Trisk 32 and Tritk 32 - TSR cell localizations are different

() Trisk 32-T59R 45 located caly at the sndoplasmic reticultim. whereas Trsk 32 &= mainly at
the plasma membrane. Wild type Tnsk 32 (T32) and mutant Tnzk 32-T39R (T32-T59R) were
wansfected in COS5-7 cells, and their localmation analyzed by imprumofluorescent labehng.
Typical Trsk 32 Isheline at the plasma membrane (PM) or in the endoplasmic reticolum (ER)
are shown Bar 20um The histogram shows the percentape of mansfected cells exhibiting
Fu (W) or ER (O) labelng, for 3 torl of 500 tansfected cells from 3 different experiments.
#u8p.00,001, Fizhei's wst comparison of T32- ve T3IZTIR- mansfectad cells (B)
Imunofiuorescent [abeling oo wntact or permeabihzed cells shows mtracellular retenbon of
Trnsk 32-T39R. Transfected cells were fixed without permesbthzaton and staned with an
antibody directed agamst the C-terminal end of Tnsk 32, which 15 extracellular when the
protemn 1z mn the plzsma membrane (Jeft pemels, “mtmet™) Afterwards. cells were

pemeabibmed and stamed with an antibody dwected agmmst the MN-termuna! end of Tnsk 32,

15

Page 26 of 3]

252




Page 27 of 33

R - TR TR TR Y

Human Molecular Genetics

which 1= eyiosahe when the protean 1 1n the plasma membrane or 10 the renculnm membrane

(nght panals, “permeabiized™). Bar: 20pm

Fizure 3: The mutant protein Trick 32-T39R is desraded faster. via the proteazome
{a) Trak 32.T59R iz demaded faster m the cowse of protemn synthens mhibetion. Wild nype
Trisk 32 (T32) and mutast Trazk 32-T59R (T32-T59R) were first transfected m CO5-7 calls.
Transfected cells were then incubated with cycicheximine (CHN) to block protein svnthesis
for the mdicated time Cells were collected and analyzed by quannisive Western blot with
specific antibodies to evaluate the amousnt of protein. The cwrves thow the guantficanon from
4 sxpenments of the amount of each protmia (T32 -e- and TI1-TH9R -[1.) compared to iz
mitial amount ***p-0 001, F-test comparizon of the two curves, based on decay and plateau
parameters. (b} Inhibition of the proteasome raises the amount of the mutant protein Trisk 32-
TSR Twenty bours after ransfection, the cells were menbated dunmg 6 b with either DMSO
alone for contrals (lames "-") or 50 pM MG132 10 block proteasome (lanes "+7) The cells
were then collected and anahyzed by quantitative Western blot with specific antibodies The
top panel shows a typical Western blot the bottom bistopram (B DMSO: [0 MGI32) is 2
quantification (mean = SEM) from } expenments *pa005 Mann and Whitney test
companson of DM50- v, MG132- treated cells.

Fizure 4: Stabiliny analvzes of transeript: and proteins after in vive expreszion in triadin
KD wmice

(3} The mutant transcript is present af similar levels as the wiald-tvpe one. Meszenger RNAsS
were punfied from 1solated cardiomvocytes of transdoced muce. Afier reverse transeniphon,
the eDMNAs were erther durectly used or diluted 10 or 100 times before the PCR amphification

of Trsk 32 (T32) and GAFDH. PCR products for Trisk 32 and GAPDH amplification wers
i
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expected respectively at 250 bp and 136 bp. The PCR. primers for GAPDH were designed to
co-amplify possible contaounating genomic DNA 2= a 220 bp fragment. which was met
observed (b) The mutant protem Trisk 32-T59K was not detectable. Westemm blot analysis of
100 g of cardionyoryvies homopenates from contral WT mouse. with mouse-specific anti-
Tk 32 snnbody (firs lane). or 100pg of cardwenyoryies from 3 Tnak 32- nansduced monse
(second lame), or Trsk 32-T39R-mansduced mouse (thurd lase) with rat-specific ant-Tnsk 32
antibody. Trisk 32 appears a: multple bands (273) centered on 37kDa, the higpher bands, the
glveasviated forms of Trisk 32, being 1w lower amount and vizble m cormelation with the

miensity of the signal. a5 descrnbed before (6, 207

Figure : Immunoflusrescent analvsis of Trick 32 in fzolated cardicmrocyres.

Cardiomyoeyte: were molated from 2 wild rype mouse (WT). 2 madin KO mouse (EO). 2
tadn ¥0 mowse tansduced with mt Trnsk 32 (KO + T32) apnd 3 miadm KO moute
transduced with rat Tnsk 32.T59R (KO + T32-TS9R). They were libeled with ancbodies
aguinst mouse Trisk 32 and RyR (panels 3-f) or against rat Trizk 32 and RyR (panels g-1), In
all cardismyocyvies, RyR labeling i typical of a dyvad labaling showing aligned rows of dots,

a5 observed in the inserts. Bar: Jum

7
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Abbreviationy:

CHX, evelobexumide; CPVT, Catecholaminergic polvmorplue ventmcular tachyoardia, CRC,
caleium release complex: C50Q). calsequestrn: ER. endoplasmic reticulum: KO, knock out
PFA. paraformaldebyde: PM, plasms membrane: PTC, premamre termmanon codon: RyE

rvanodine receptor; SE sarcoplismie reticulum; WT, wnld type.
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Immunofleorescant anabysis of Trisk 32 in iso=ted cardiomyocytes
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Supplementary material

Supplementary methods:ldentification of human Trisk 32

We have previously cloned all the triadin isoforexpressed in rat (20, 36). Using sequence
homology between rat and human, we previously cahe human skeletal muscle triadin
isoform Trisk 51 (5). As the human cardiac isofdrrisk 32 sequence has not been identified,
we used a similar strategy to clone the human TB&KWe used the specific sequence of rat
Trisk 32 to search for homologies in the humM&DN gene. We identified a human sequence
in the triadin gene with significant homologiesthe specific sequence of rat Trisk 32. This
sequence was localized immediately at the end o &(Figure S4, panel a). This new exon
specific of Trisk 32 was named exon 8bis. To furthemonstrate the presence of the Trisk 32
MRNA in human cardiac tissue, we amplified the faligth coding sequence by RT-PCR
using a reverse primer in the genomic sequenceridedcabove in combination with a
forward primer in the *t exon of the triadin gene. Control human cardianyga was obtained
from the tissue bank "Myobank-AFM" (Institut de Mggie, Paris). Total RNA was
extracted using Trizol (Invitrogen, Cergy PontoiSence) and cDNA was synthesized from
500ng of RNA with an oligo-dT, and amplified witlnet triadin specific primers. The
amplified transcript product with an expected safel1230bp was then bidirectionnally
sequenced using the primers used for PCR ampiditatThe corresponding protein
contained 286 amino acids. This 286 amino-acidgeprosequence was different in its
specific C-terminal part from the putative 297 amatids long isoform described in
nucleotide databases (ENSG00000186439), but pexssenhigh homology with rat, rabbit
and dog protein sequences. The alignment of theri@htal specific sequence of Trisk

32/CT1 in different species is presented in supplaal Figure I, panel b. To confirm the

261




presence of the corresponding human protein, aisowvere raised against the C-terminal
specific end of human Trisk 32, as described bef88. These antibodies were assayed in
Western blot on control human cardiac muscle, dmed dignal was compared to the one
obtained with an antibody against the N-terminal ehttiadin (33) which reacts with all the
triadin isoforms identified up to now (Figure S4anel c). The antibody against the N-
terminal end of triadin recognized a double bandtered on 37kDa, corresponding most
probably to Trisk 32 and its glycosylated form, @sserved previously in dog and rabbit
cardiac muscle (19, 30). In agreement with canirgtisestudies showing the presence of
only one cardiac protein isoform (19), there wasstmo evidence for the presence of
additional triadin isoforms at different moleculaass in human heart. The antibody against
the specific C-terminal end also recognized two baatdhe very same 37kDa size, that most
likely correspond to Trisk 32 and its glycosylatedm, as observed with the anti-N-terminal
antibodies. Therefore, the sequence that we hargifgd is translated into a protein which

is most probably the major if not the only cardiaadin in human heart.

36. Marty I, Thevenon D, Scotto C, Groh S, Sainngret al. (2000) Cloning and

characterization of a new isoform of skeletal mesdhdin J Biol Chem 275: 8206-8212
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Supplementary Table | :Primers for PCR amplification

The primers used for the amplification of triadi@ad junctin's exons, and intron-exon
boundaries are listed in the following table. Thee of the amplified fragment is indicated.
The primers used to identify Trisk 32 by amplificat of the full length cDNA are named
T32 FL.

(a) Triadin's primers

Exon Primers (5'-3") Forward Primers (5'-3') Reverse (Sblg;a
1 AGAGGCAAAGTTCAACAGGACAAC GCTCCTAAATCCACTTCTCAGATE 347
2 CAGGTTCAGCACTCATATAGTCAGTGTT CTTGACCCAAGTGCTCATTTGAAT 398

3-4 CGCAAAAAATTGTAGCCAGGAGA TTTGAACCATGCTGAAAACCAA 1493

5 TGACAACATAGCTCTGTCTATTAAATG ACACAAAAATGTATATCTAAA TGAAGAAT | 375

6 TGCCGTGCAAACATCTCCTC TGCGTGGTCATCTAAAATCTGAATG 2
7 GCTTGCTAAGTCTTAATGCCTAGA CAAATATCCAACTATCTGTTACCQA 358
8-8b | TTTCTTCCCTCTTTCTTTTCCA GATTTCGGATGCTACCTCCA 34
T32 FL| TGCAGAGGAGAGGCAAAGTT GATTTCGGATGCTACCTCCA 1230

(b) Junctin's primers

Exon Primers (5'-3") Forward Primers (5'-3") Revere (Sblg;a
2 AGTTTGTAGTCAGGTCCAATTTCAG AGTCAGTATCTCCAGGAGTTCAAA 348
3 AGGAGTTTATTTCCTGCACTACTTC CTATTGAGAACCACTGAAAGGCHAT 500
4 TCTGAGTAGATCTATGCTTTGACTG CCATAATGGGAAATTGGTCCTA 298
5 ACACTGCTTTGCAGGATTAAAAGAG CTACCGTTAAAATATGCATGGGAC 684
6 GTGAAGTTGGTTAAATCATAGGCTG AAGCAAGACCCAAAAGCAATAG 398
7 TGCACCTATTTTTAGCCACCA TGTTTTTACATTTAGAAGTATGAGACG 717
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Legends supplementary figures

Figure S1:Electrocardiogram of the probands

(a) Typical resting electrocardiogram of Ind llof Family 1, recorded at hospital after
cardiac arrest showed frequent runs of bidirection@olymorphic ventricular tachycardia.

(b) Electrocardiogram of Ind I:2 of Family 2, reded during exercise test. Numerous

bidirectional extra beats can be observed.

Figure S2:Intracellular retention of the mutant protein Trisk 32-T59R

(@) Trisk 32 T59R is retained in endoplasmic rdtiou The intracellular compartment in
which Trisk32-T59R is retained is identified as goldsmic reticulum by double
immunofluorescent labeling with antibodies agaifgsk 32 (green) and against calnexin
(red). Bar 20pum

(b) Trisk 32 is accessible to cell surface biotatigdn, while the mutant Trisk 32-T59R is not.
Twenty-hour post-transfection, COS-7 cells wereheadswith PBS and cell surface proteins
were biotinylated using Sulfo-NHS-SS-Biotin reagdithermo Scientific) according to
manufacturer’s protocol. After biotinylation, cellgere lysed with RIPA buffer and lysates
were incubated with streptavidin-agarose beadsrd®jeto bind biotinylated- plasma
membrane proteins. Plasma membrane (PM) fractiativen separated from intra-cellular
(IC) fraction before SDS-PAGE and Western blottifigne shift in the molecular weight
observed for Trisk 32 in the PM fraction was preate and was due td\-
hydroxysulfosuccinimide (NHS) ester groups still bduo thes-amines of lysine residues of

Trisk 32 after SDS-PAGE.
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Figure S3:Western blot analysis of all transduced mice

Trisk 32 was detected in all the Trisk 32-transduceice, but never in Trisk 32-T59R-

transduced mice. Cardiomyocyte homogenates wepampe from seven Trisk 32-transduced
mice (lanes 1-7) and six Trisk 32-T59R-transduceden{lanes 8-13), and analyzed by

Western blot with the antibody against rat-Trisk 32.

Figure S4 :Human cardiac triadin isoform Trisk 32

(a) Schematic representation of splicing eventsuiman triadin isoforms. Exclusion of exon
8bis during the splicing leads to the formationtloé longer skeletal muscle (SK) specific
isoforms, Trisk 51 and Trisk 95. When exon 8bism@uded, as it contains a TGA stop codon
and an AATAAA polyadenylation signal, a shorter tein of 286 amino acids is produced.
This protein has a specific C-terminal end, encdaedxon 8bis.

(b) Alignements of the specific C-terminal endsToisk 32 (also called cardiac triadin 1:
CT1) identified in different species. The peptideresponding to the last 12 amino-acids of
human Trisk 32 (underlined in the human sequendt) an additional Tyrosine at its N-
terminal end was used to produce the anti-TriskC32rminal antibodies, as described before
(34).

(c) Western blot analysis of human Trisk 32. Thiggg of human normal cardiac muscle
homogenate were loaded in each lane of a 5-15%aatige gel, and assayed in Western Blot
with antibodies directed against the N-terminal ehttiadin, common to all isoforms or with
the anti-human Trisk 32 antibody specific of theée@ninal sequence described above. Both

antibodies recognized a double band centered oD&7k
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Figure S2.
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Figure S3.
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Figure S4.
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b Specific C-terminal extremities of Trisk 32 / CT1 in different species
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Résumé

La Tachycardie Ventriculaire Polymorphe Catéchotargique (TVPC) est une pathologie
rythmique héréditaire rare et sévere, responsablenal® subite chez le sujet jeune. Les
mutations des geneRYR2 et CASQ2 sont associées respectivement a une transmission
autosomique dominante et récessive de la maladiecabal calcique RyR2 et la protéine
chélatrice du calcium Casqg2 sont situés dans leutéin sarcoplasmique (RS) ou ils
participent au complexe de relachement calciqueQ)CRssentiel a 'homéostasie calcique
cardiaque. L’analyse deYR2 et CASQ2 chez 214 probands ayant présenté une TVPC nous a
permis d’identifier respectivement des mutationgzclt5 et 11 probands. Deux cas de
mosaiques germinales et somatiques ont été identifans le genBYR2. Deux mutations
d’épissage du gen@ASQ2 ont été validées a l'aide de minigenes. Chez %iémta négatifs
pour RYR2 et CASQ2, nous avons décidé de rechercher des mutatiotoideprotéines du
CRC (la triadine, la junctine et FKBP12.6) en sémamt les genes correspondants. Nous
n‘avons retrouvé aucune mutation de la junctineggenFKBP12.6. En revanche, nous avons
identifié trois mutations de la triadine: une mick@létion et une mutation non-sens entrainant
un codon stop prémature, ainsi qu’une variatiorxfsens, dont la caractérisation a l'aide de
modeéle animal et cellulaire a montré qu’elle ema#iune dégradation massive de la protéine.
Les mutations du gen€RDN seraient associées a une absence de triadinénantraine
dysfonction du CRC, a l'origine des arythmies obées. En conclusion, nos résultats
confirment queRYR2 est le géne majeur impliqgué dans la TVRIASQ2 étant rarement
impliqué; et nous rapportons, pour la premiére,faies mutations du geneERDN en
pathologie humaine, associée a une forme autosemaya de TVPC.

Abstract

Catecholaminergic polymorphic ventricular tachycar@@PVT) is a rare and severe inherited
arrhythmogenic disorder, responsible for sudderirdeayoung patients. It is a genetically
heterogenous pathology with an autosomal dominamb fassociated with mutations of the
RYR2 gene, and a recessive form associated with mogataf the CASQ2 gene. The
ryanodine receptor RyR2 is a Cahannel, and the calsequestrin Casq2 is the majoium
storage protein, located in the sarcoplasmic rietawf the cardiomyocytes. They belong to
the calcium release complex (CRC) that plays araknble in excitation-contraction
coupling. In this work, we report the identificatiof RYR2 and CASQ2 mutations in 75 and
11 CPVT probands, respectively. We identified twases of germline and somatic mosaicism
in RYR2. Two splicing mutations o€ASQ2 have been validated using a splicing minigene
assay. We searched for mutations among 97 CPVT pdsbaegative foRYR2 andCASQ2,

in three candidate genefRDN, ASPH andFKBP1B, encoding three proteins of the CRC. We
did not identify any mutation oASPH and FKBP1B genes. However, we found three
mutations in theTRDN gene, encoding the cardiac triadin: a microdefetia nonsense
mutation, both leading to a premature stop codond,aamissense mutation. We demonstrated
that the missense mutation induces a drastic rieauof the protein in cellular and animal
models. All the three mutations would thus be assed with the absence of triadin, leading
to dysfunction of the CRC, and arythmias. In cosida, our results confirm th&YR2 is the
major gene implicated in CPVT, an@ASQ2 rarely implicated. Moreover, we report
mutations of th&’lRDN gene for the first time in pathology, as a thiehg associated with a
rare autosomal recessive form of CPVT.




