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Etude électrophysiologique de canalopathies
d’origine génétique causant des troubles du

rythme cardiaque

Résumé :

L'unité de recherche EA4612 de I'Université Claude Bernard Lyon 1 s'intéresse
a la physiopathologie des troubles du rythme cardiaque, en particulier au caractére
héréditaire des syndromes du QT long et de la fibrillation atriale. Nous avons étudié
deux mutations du géne hERG (Human ether-a-go-go related gene) et une mutation
du géne SCN5A (sodium channel, voltage gated, type V alpha subunit) découvertes
chez des patients hétérozygotes atteints d’'un syndrome du QT long ainsi que deux
mutations du géne HCN4 (hyperpolarization and cyclic nucleotide-gated channel type
4) découvertes par notre partenaire Chinois Yi-Qing Yang (Shanghai) chez des
porteurs hétérozygotes atteints de bradycardie sinusale et de fibrillation atriale.

Nous avons caractérisé les propriétés biophysiques des courants ioniques
résultant de l'expression hétérologue du gene d'intérét (muté ou non) dans des
cellules d'ovocyte de Xénope ou dans une lignée de cellules de mammifére (Cos-7).
Nous avons également testé la plausibilité des conséquences fonctionnelles de ces
altérations dans des modéles mathématiques pertinents de cellules cardiaques
ventriculaires ou sino-atriales.

En comparaison avec les propriétés de la protéine sauvage (notée WT), I'effet
de la mutation est analysé pour la protéine mutée exprimée seule mais aussi en
coexpression avec la protéine WT, ce qui s'apparente a la condition hétérozygote
des patients porteurs.

La mutation R148W du géne hERG exprimée dans des ovocytes de Xénope ne
change pas les propriétés d'activation, de désactivation et d'inactivation du courant
mais diminue le courant maximal de 29%. Dans un modéle de myocyte cardiaque
ventriculaire humain, ceci allonge la durée du potentiel d'action, ce qui pourrait
rendre compte du phénotype QT long des porteurs.

La mutation F627L du géne hERG se situe au centre du motif de sélectivité
ionique (GFG) de la protéine hERG et cause une perte de la sélectivité ionique du

courant, une perte de la propriété d'inactivation et une diminution importante de



sensibilité aux bloqueurs spécifiques Dofétilide et E4031. Ainsi, la présence du
groupement aromatique de la chaine latérale semble essentielle au maintien des
propriétés du canal.

La mutation Q1476R du gene SCN5SA provoque un gain de fonction d'une
composante lente du courant sodique portée par le canal Na,1.5. Dans un modéle de
cellule cardiaque ventriculaire humaine, nous montrons que la surcharge
intracellulaire en ions Na® qui en résulte aurait un effet protecteur vis-a-vis de
I'allongement de la durée du potentiel d'action ventriculaire, en opposition a I'effet
électrique direct du gain en courant qui allonge le PA.

La mutation D600E du gene HCN4 cause une accélération de la désactivation,
ce qui diminuerait la disponibilité du courant I; et pourrait causer une bradycardie. Par
ailleurs, la mutation abolit la réponse a la suppression de [I'adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) intracellulaire.

La mutation V501M du géne HCN4 cause une perte totale de courant a I'état
homozygote. A I'état hétérozygote, I'amplitude moyenne du courant mesuré est
certes identique a celle mesurée chez le WT mais on observe seulement 45% des
cellules transfectées qui expriment un courant HCN4 contre 71% pour le WT. De
plus, la mutation est responsable d’'un décalage négatif de 9 mV de la courbe
d'activation. Ces effets rendraient compte du phénotype bradycarde des patients

porteurs et de leur prédisposition a la fibrillation atriale.

Mots clés :

Electrophysiologie
Canalopathie
hERG

SCN5A

HCN4

Génétique
Mutation

Pharmacologie



Electrophysiological study of genetic channelopathies
causing disorders of heart rhythm

Abstract:

The EA4612 unit of the Université Claude Bernard Lyon 1 is interested by the
pathophysiology of heart rhythm disorders. The hereditary nature of atrial fibrillation
and long QT syndromes are among its concerns. We studied two mutations in the
hERG gene (Human ether-a-go-go related gene) discovered in Lyon in heterozygous
patients with long QT and two mutations in the HCN4 gene (hyperpolarization and
cyclic nucleotide-gated channel type 4) discovered by our Chinese partner Yi-Qing
Yang (Shanghai) in heterozygous carriers with sinus bradycardia and atrial
fibrillation.

We characterized the effects of these mutations on the biophysical properties of
ionic currents resulting from the heterologous expression in Xenopus oocyte cells or
in a mammalian cell line (Cos-7). We also tested the plausibility of functional
consequences of these alterations in relevant mathematical models of sino-atrial or
ventricular heart cells. Compared with the properties of the wild-type protein (WT),
the effect of the mutation is analyzed for the mutated protein expressed alone and
also in coexpression with the WT protein, which is comparable to the heterozygous
condition observed in patients.

The R148W mutation of the hERG gene does not alter the properties of
activation, deactivation and inactivation of the current expressed in Xenopus oocytes
but decreases the maximum current by 29%. In a human model of ventricular cardiac
myocyte, this causes a lengthening of the duration of the action potential, which may
account for the long QT phenotype.

The F627L mutation of the hERG gene is located in the center of the selectivity
filter (GFG) of the hERG protein and causes a loss of the ion selectivity of the
current, the loss of the property of inactivation and a significant decrease of
sensitivity to the specific blockers Dofetilide and E4031. Thus, the presence of this
aromatic amino acid appears essential to the maintenance of the properties of the

channel.



Mutation Q1476R in the SCN5A gene causes a gain-of-function of a slow
component of the sodium current carried by the Na,1.5 channel. In a model of a
human ventricular cardiac myocyte, we show that this causes an intracellular Na*
overload that likely dampens the lengthening of the action potential duration caused
by the direct electrical effect of the increased current.

The D600E mutation of the HCN4 gene expressed alone or with the WT causes
an acceleration of the deactivation, which would decrease the availability of the I;
current and cause bradycardia. Moreover, the mutation abolishes the response to the
depletion of intracellular cyclic adenosine monophosphate (CAMP).

The V501M mutation of the HCN4 gene causes a total loss of current at
homozygous state. At heterozygous state, the amplitude of the current is identical to
that measured in WT, but only 45% of the transfected cells expressed the HCN4
current, versus 71% for the WT. Thus, this phenomenon causes a significant loss of
current. Furthermore, this mutation is responsible for a negative shift by 9 mV of the
activation curve. These effects would explain the bradycardic phenotype of carrier

patients and their susceptibility to atrial fibrillation.
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1 Introduction générale

Le fonctionnement de la pompe cardiaque est assuré par une activation
synchronisée des cellules contractiles du cceur, les cardiomyocytes. Ceux-ci vont se
contracter en réponse a un stimulus qui se propage de cellules a cellules, le potentiel
d’action (PA), qui résulte de I'activation successive de différents courants ioniques
(Figure 1). La forme et la durée des PA sont différentes selon la région du cceur, du
fait d’'une organisation spatio-temporelle différente de ces courants. On différencie
alors les PA de type sinusal au niveau des cardiomyocytes du nceud sinusal ou du
nceud atrio-ventriculaire, des PA de type atrial dans les oreillettes et de type

ventriculaire dans les cardiomyocytes ventriculaires.

SCN5A

ICa,L l/ DHP receptor

J NCX

Iy Kir2.x

to.l r\ Kvd.2/4-3
Loz -

Iy, € HERG + MIiRP1
I, EvLQT1 + minK
I < TWIK

Figure 1 : Bases ioniques et moléculaires du potentiel d’action ventriculaire cardiaque.

Sa forme caractéristique résulte de multiples activations, imbriquées dans le temps, de courants
entrants dépolarisants et de courants sortants repolarisants. Les numéros correspondent aux
différentes phases du potentiel d’action :

0 : dépolarisation rapide, 1 : repolarisation transitoire ("notch"), 2 : plateau, 3 : repolarisation, 4 :

diastole (extrait de Haverkamp et al., 2000).



Le potentiel d’action des cellules cardiaques ventriculaires peut étre décomposé
en 5 phases :

Phase 0: correspond a une phase de dépolarisation de la membrane des
cellules, induite par I'activation principalement de canaux sodiques qui générent un
courant entrant d'ions Na* de grande amplitude (Ina). Durant cette phase, le potentiel
membranaire passe de -80 mV a une valeur qui se rapproche de celle du potentiel
d’équilibre du sodium (Ena+=+30 mV). Des canaux calciques y participent également
en générant un courant entrant d’ions calcium.

Phase 1: correspond a une phase courte de repolarisation précoce qui résulte
de la combinaison de linactivation des canaux Na® et de l'activation d’un canal
potassique qui va générer un courant repolarisant transitoire sortant (Ixyp), surtout
présent dans les cellules atriales.

Phase 2: correspond a la phase du plateau du potentiel d’action ou différents
courants ioniques repolarisants sont activés progressivement (courants Ik, et Ixs).

Phase 3: correspond a la phase de repolarisation membranaire due
principalement a I'activation des canaux potassiques responsables du courant Ik, et
du maintien des conductances Ik et Iks.

Phase 4 : durant cette phase le potentiel membranaire est maintenu a une

valeur négative constante (-80 mV) grace au courant potassique Ik;.

Chez les mammiféres, la fonction pacemaker du cceur, d'ou est généré
spontanément le potentiel d’action qui se propage de proche en proche, est localisée
au niveau d’'une structure trés spécialisée située au sein de la paroi de l'oreillette
droite, dans le sinus veineux, le nceud sino-atrial (NSA, ou nceud sinusal) (Figure 2).
Le potentiel d’action sinusal est particulier. Durant la diastole (phase 4 du PA), qui
correspond a la relaxation du myocarde, le potentiel membranaire n'est pas
maintenu a une valeur constante mais montre une lente dépolarisation diastolique
caractéristique due a l'activation de différents courants ioniques : les courants de

fond lpg, le courant pacemaker I et le courant calcique Ica,T.



Figure 2: Cceur et systéme de conduction.

L’influx électrique du coeur (potentiel d’action) est généré au niveau du nceud sinusal (SA node)
et se propage de cellule a cellule a travers les oreillettes et provoque leur contraction. L'excitation
atteint le noeud atrio-ventriculaire (AV node), passe a travers les faisceaux de conduction
interventriculaires puis les fibres de Purkinje en direction de la paroi ventriculaire ce qui aboutit a la
contraction des ventricules. Figure disponible a 'adresse http://www.besancon-

cardio.org/multimedia/ch01/ch01-conduction2.htm.

Le sujet de ce travail porte sur I'étude électrophysiologique de canalopathies
d’origine génétique causant des troubles du rythme cardiaque. L’allure et la durée du
potentiel d’action étant régulées par la densité des différents courants ioniques, mais
aussi par leurs cinétiques d’ouverture et de fermeture, toute modification de ces
courants peut potentiellement perturber I'excitabilité des cellules cardiaques.

De nombreuses mutations qui surviennent dans les génes codant pour des
canaux ioniques, ainsi que certains composés chimiques, peuvent altérer les
cinétiques et/ou les amplitudes des courants ioniques mis en jeu dans I'excitabilité
des cellules cardiaques.

Une modification de ces parametres peut étre a I'origine d’arythmies cardiaques
graves. Par exemple, un gain de fonction du courant sodique persistant ou une forte
diminution d’'un courant potassique peuvent entrainer un syndrome du QT long

(LQTS), qui peut prédisposer a la mort subite.



Ainsi, les études rapportées ici établissent un lien entre les mécanismes
moléculaires arrythmogénes des mutations et la pathologie identifiée chez les
porteurs, ce qui contribue a la prévention et au traitement personnalisé de ces

derniers.



2 Recherches bibliographiques

21 Bases ioniques du potentiel d’action

2.1.1 Couplage excitation-contraction

Severi et al. (Severi et al., 2012) proposent un modéle cellulaire d’'une cellule
cardiaque de mammifére ou figurent les différents compartiments cellulaires (incluant
le cytosol, 'espace sous-membranaire et le réticulum sarcoplasmique) ainsi que les
différents courants ioniques membranaires (Figure 3).

La contraction de la cellule cardiaque est initiée par une entrée de calcium a
travers les canaux lc, dépendant du voltage, qui s’ouvrent lors de la dépolarisation
faisant suite a l'arrivée du PA. L'augmentation de la concentration en calcium dans
'espace sous-membranaire est alors détectée au niveau du réticulum
sarcoplasmique (RS) situé a proximité. Ceci déclenche alors l'ouverture des
récepteurs a la ryanodine (RYR2) présents a la surface du RS, qui vont alors
décharger les réserves de calcium du RS vers le cytosol. La trés grande quantité de
calcium relarguée dans le cytosol déclenche le mouvement des myofibrilles ce qui
entraine la contraction de la cellule. Aprés la contraction, le calcium est ensuite
recapté par le RS via la pompe calcique SERCA afin d’étre a nouveau disponible

pour le cycle suivant (Fabiato, 1983).
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Figure 3 : La cellule cardiaque.
Représentation schématique des différents canaux et transporteurs ioniques présents dans une
cellule cardiaque. Extrait de Severi et al., 2012.

2.1.2 SCN5A et courant INa

2.1.2.1 Généralités

Les canaux sodiques voltage-dépendants sont responsables du courant
sodique entrant (Ina) des cellules excitables. |l a été enregistré et décrit pour la
premiére fois par Hodgkin et Huxley en 1952 (Hodgkin and Huxley, 1952). Dans le
ceeur, la protéine majeure du courant sodique est la sous unité a Na,1.5, codée par
le géne SCNSA. Ce géne a été cloné en 1992 (Gellens et al., 1992) et c’est trois ans
plus tard, que sa localisation sur le chromosome 3 (bande 3p21) a été identifiee
(George et al., 1995).

SCNb5A fait partie de la famille des 10 genes codant pour une sous unité a

particuliere d’'un canal sodique.



Dans la nomenclature actuelle, les différentes sous unités a des canaux
sodiques sont répertoriées de Na,1.1 a Na,2.1 et sont codées par différents génes
nommés SCN1A a SCN11A. Ces différentes sous-unités sont distribuées
inégalement dans les tissus de l'organisme et conferent aux différents canaux
sodiques des caractéristiques qui leurs sont propres.

On retrouve principalement les sous-unités Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.6 et
Na,2.1 au niveau du systéme nerveux central, les sous-unités Na,1.7, Na,1.8 et
Na,1.9 au niveau du systéme nerveux périphérique, Na,1.4 au niveau du muscle
squelettique et Na,1.5 au niveau du tissu cardiaque (revue de Catterall, 2014).
Cependant, de nombreuses études montrent que certains de ces canaux sont
exprimés de maniére significative en dehors de leur tissu spécifique. Ainsi on
retrouve des canaux dits « neuronaux », Na,1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.6 (Maier et al., 2002;
Westenbroek et al., 2013) et 1.8 (Yang et al., 2012), dans le tissu cardiaque
ventriculaire. Récemment, des études ont mis en évidence le caractére pathogéne
de mutations du géne SCN10A, codant pour la sous-unité Na,1.8, dans la survenue
du syndrome de Brugada (Hu et al., 2014; Behr et al., 2015).

Par ailleurs, il a été montré chez la souris que cette distribution des sous-unités
Na, differe non seulement selon le tissu mais aussi au cours du développement
(Haufe et al., 2005). Concernant SCN5A, on dénombre a ce jour une dizaine
d’isoformes créés par épissage alternatif (Schroeter et al., 2010). L’'isoforme SCN5A-
003 est la plus abondante au niveau du cceur humain adulte (Onkal et al., 2008). Elle
y remplace l'isoforme SCN5A-001, qualifiée de néonatale, quelques jours apres la
naissance. On trouve aussi l'isoforme SCN5A-001 au niveau du systéme nerveux

chez I'adulte.

2.1.2.2 Structure protéique

Les canaux sodiques sont composés d’'une unique sous-unité a, qui forme la
partie principale du canal, associée a une ou plusieurs sous-unités [ régulatrices.
L’expression de la sous-unité a dans une cellule suffit a fabriquer des canaux
sodiques fonctionnels (Goldin et al., 1986). Les sous-unités 3, sont seulement des

sous-unités régulatrices (Isom et al., 1992, 1995).



La sous-unité a des canaux sodiques est constituée d’'une longue protéine
transmembranaire formée de 4 domaines homologues (DI a DIV) reliés par des
boucles intracellulaires. Chaque domaine contient 6 segments transmembranaires
nommeés S1 a S6 (Figure 4).

Les segments S4 contiennent les domaines qui sont sensibles a la variation du
potentiel membranaire (VSD ou voltage sensor domain). Ces segments, riches en
résidus chargés positivement (lysine, arginine), caractérisent les canaux ioniques
dépendant du voltage. Les modifications du potentiel membranaire sont percues par
ces segments qui vont alors se déplacer Iégérement au sein de la membrane. Il s’en
suit un changement de conformation du canal ionique qui entre alors dans une
conformation ouverte. Le déplacement des charges des segments S4 crée un
courant de faible amplitude appelé "courant de porte" (gating current).

Le pore du canal est constitué des segments transmembranaires S5, S6 et des
boucles extracellulaires S5-S6 (boucles P) des 4 domaines. La boucle intracellulaire
entre les domaines DIIl et DIV est impliquée dans le processus d’inactivation du

canal.

hNav1.5
DIl DIl DIV Extracellulaire
U U U U V \/ Intracellulaire
NP2 COOH

Figure 4 : Structure du canal Na,1.5.
Représentation schématique de la structure de la sous-unité o du canal Nay1.5 insérée dans la
membrane cellulaire. En trait gras les boucles extracellulaires S5-S6 (boucles P) et la boucle

intracellulaire entre les domaines DIll et DIV (extrait de Shinlapawittayatorn et al., 2011).



2.1.2.3 Caractéristiques biophysiques

Le courant Iy, S’active a partir d'un certain seuil de dépolarisation de la
membrane (~-60 mV), ce qui crée un influx entrant de sodium dans la cellule. La
dépolarisation induite par cette entrée d’ions va augmenter la probabilité d’ouverture
des canaux sodiques, ce qui accroit le niveau de dépolarisation et auto-entretien le
phénomeéne de dépolarisation rapide.

L’entrée massive de charges positives dépolarise trés rapidement la cellule,
puis les canaux adoptent rapidement un état non conducteur via le phénoméne
d’inactivation (quelques millisecondes aprées l'ouverture). Ceci se fait de maniere
dépendante du voltage ce qui favorise linitiation de la phase précoce de
repolarisation (Gellens et al., 1992). Dans les conditions physiologiques, aprés
I'inactivation, les canaux retournent a une conformation fermée afin de redevenir
disponibles pour une nouvelle activation.

Durant le potentiel d’action cardiaque humain, une petite fraction du courant
sodique persiste et n'est pas completement inactivée : c’est le courant sodique
persistant ou retardé (Ina, : Maltsev et al., 1998). Les canaux Na,1.8 contribueraient
a une partie de ce courant persistant dans les myocytes ventriculaires de souris
(Yang et al., 2012).

2.1.2.4 Pathophysiologies

Des mutations du géne SCN5A peuvent entrainer des troubles du rythme
cardiaque. Les mutations entrainant un gain de fonction (augmentation de
I'amplitude du courant persistant) sont associées au syndrome du QT long congénital
de type 3 (Wang et al., 1995; Ruan et al., 2009) alors que les mutations entrainant
une perte de fonction (diminution de I'amplitude de courant rapide) sont le plus
souvent associées au syndrome de Brugada et aux troubles de conduction (Chen et
al., 1998; Tan et al., 2001).



2.1.3 KCNH2 et courant Ik,

2.1.3.1 Historique

Le géne hERG (human ether-a-go-go related gene), aujourd’hui nommeé
KCNH2, dérive du géne eag (ether-a-go-go) qui a été isolé en 1994 chez la
drosophile grace a une analyse moléculaire de mutations affectant I'excitabilité
membranaire (Warmke et Ganetzky, 1994). Les auteurs ont découvert que certaines
mutations situées dans un domaine particulier qui définit une famille de génes,
appelé domaine eag (ether-a-go-go), entrainaient des mouvements involontaires des
pattes des drosophiles sous anesthésie a I'éther. L’étude a révélé que ce géne eag
codait pour une protéine qui s’assemblait pour former un canal responsable d’'un
courant potassique dépendant du voltage et rectifiant dans le sens sortant.

Le géne hERG a été isolé de I'hippocampe humain aprés criblage avec un
homologue du gene eag de la souris. Chez 'homme, il a été rapporté que le géne
code pour un canal potassique avec des propriétés de rectification entrante (Trudeau
et al., 1995).

2.1.3.2 Structure et synthése du canal hERG

Chez 'homme, le géne hERG est localisé sur le chromosome 7 (région q36.1),
mesure environ 33Kb, et code pour la sous-unité alpha du canal (1159 acides
aminés), appelée Kv11.1. Les sous-unités alpha s’auto assemblent pour former un
canal fonctionnel tétramérique (MacKinnon, 1991). Les sous-unités a sont
composeées de 6 segments transmembranaires (S1-S6) et des domaines N-terminal
et C-terminal intracellulaires (Figure 5).

Une analyse de la structure par cristallographie a haute résolution a montré que
le pore du canal est formé par les segments S5, S6 et la boucle extracellulaire S5-S6
(Long et al., 2007). Les segments S1-S4 forment le domaine sensible au voltage
(voltage sensor domain), qui réagit aux variations de potentiel pour moduler
'ouverture et la fermeture du pore du canal (Colenso et al., 2013). Entre le segment
S5 et I'hélice du pore (P-domain), on trouve le domaine « S5P linker » qui est une

hélice amphipathique d’environ 40 aa. (Torres et al., 2003).
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Le domaine N-terminal (env. 400 aa.) inclut le domaine Per-Arnt-Sim (PAS, aa.
26-135) composé d’hélices a et de feuillets B, dont la structure et le réle
physiologique ont été décrits par Morais Cabral et al. (Morais Cabral et al., 1998). Ce
domaine définit la famille des eag, et joue un réle trés important dans la désactivation
du canal. La délétion de ce domaine entraine une accélération trés importante de la
désactivation (Schonherr and Heinemann, 1996; Gustina and Trudeau, 2009).

Le domaine C-terminal (env. 490 aa.) contient le domaine cNBD (cyclic
nucleotide binding domain, env. 120 aa.) qui peut fixer TAMP cyclique (AMPc). L’effet
de 'AMPc reste trés mineur sur hERG, en diminuant légérement 'amplitude du
courant. Par contre, I'effet de TAMPc est potentialisé par la présence de sous-unités
accessoires de hERG (Sanguinetti et al., 1995; Cui et al., 2000).

A voltage sensor pore
A

outside

Figure 5 : Structure du canal potassique hERG.

A. Topologie prédictive d’'une simple sous-unité a du canal hERG. PAS : Domaine Per-Arnt-
Sim, cNBD : domaine de liaison des nucléotides cycliques, Prox-N : domaine proximal N-terminal,
Distal-C : domaine distal C-terminal, S5P : lien entre domaine S5 et pore. B. Structure fonctionnelle en

tétramere. Figure extraite de Perrin et al., 2008.

Tout comme les autres protéines destinées a étre exportées a la membrane
plasmique, TARNm (Acide RiboNucléique messager) est transcrit dans le noyau des
cellules et est traduit en protéine dans le réticulum endoplasmique (Figure 6). Les
peptides synthétisés se replient sous 'action de différentes protéines chaperonnes et
s’assemblent en dimeres par des interactions entre les domaines N-terminaux, puis
les diméres s'assemblent en tétraméres (Tu and Deutsch, 1999). A ce stade, on

parle de sous-unité immature (core glycosylated). Sur un western blot, cette forme
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correspond a une bande de 135 KDa. Les tétraméres sont ensuite transportés dans
I'appareil de Golgi ou ils subissent une étape complémentaire de glycosylation pour
former une protéine mature de 155 KDa (fully glycosylated). La séquence protéique
de hERG contient six sites consensus de N-glycosylation (Zhou et al., 1998). Les
canaux matures sont ensuite exportés a la membrane des cellules. Les protéines
hERG matures ont une demi-vie d’environ 10 heures. Lorsqu’elles arrivent en fin de
vie, ou suite a une stimulation biologique, comme une diminution du potassium
extracellulaire, les protéines seront dirigées vers la dégradation par les lysosomes ou

par les protéasomes (Guo et al., 2009; Robertson, 2009).

nucleus mRNA ;
synthesis
mRNA l
ER folding &
assembly
WT
Core-glycosylated

Protein (135kD) 155 kD —
135kD —

Golgi complex

glycosylation

mature protein
(155kD)

—— Degradation

Plasma membrane

Figure 6 : Synthese, maturation et dégradation de la protéine hERG.

Apres avoir été synthétisée dans le noyau, la protéine est exportée dans le réticulum
sarcoplasmique pour y étre repliée puis dans I'appareil de Golgi ou elle subit une étape
supplémentaire de glycosylation. Les canaux fonctionnels sont ensuite exportés a la membrane.

Figure extraite et modifiée de Perrin et al., 2008.

Le géne hERG contient deux sites alternatifs d’initiation de la transcription et
trois sites alternatifs de terminaison (Vandenberg et al., 2012). Ainsi, par épissage
alternatif, il existe 5 variants de la sous-unité alpha de hERG (Figure 7). Le canal

hERG fonctionnel (Kv11.1 dans la nomenclature actuelle) est constitué d’un
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hétérotétramére composé de ces différents variants de sous-unité a (Lees-Miller et
al., 1997; London et al., 1997). Des petites sous-unités beta accessoires (codées par
les génes KCNE1 et KCNE2) peuvent s'associer aux tétraméres pour moduler le
fonctionnement du canal (McDonald et al., 1997; Abbott et al., 1999).

KONH2-1a  mecceddiideecdielif leceececesceedfediedece o
KONH2-1b  mpectitdilidll<<p

KONH231 i

KCNH2-1a-USO il il feccccecceeeececcdffeccheecs ] <
KCNH2-1b-USO ol

Figure 7 : Structure génomique des différents variants de sous-unité a de hERG.

La présence de deux sites alternatifs d’initiation de la transcription et de trois sites alternatifs de
terminaison permet la synthése de 5 formes différentes de la protéine. Les régions 5’UTR et 3’UTR
sont représentées en rouge et les régions codantes en bleu. Figure extraite de Vandenberg et al.,
2012.

2.1.3.3 Propriétés biophysiques du canal hERG

Une étude des propriétés électrophysiologiques du courant hERG a montré
gu’elles sont trés similaires a celles du courant lx;, un courant potassique rectifiant
retardé retrouvé dans les cardiomyocytes. Le géne hERG coderait donc pour la
sous-unité majeure du canal responsable du courant Ik, (Sanguinetti et al., 1995). Ik,
est la composante rapide du courant potassique qui a pour rble d’initier la
repolarisation des cellules cardiaques (Sanguinetti and Jurkiewicz, 1990).

Le canal hERG évolue entre trois états conformationnels (fermé, ouvert,
inactivé) en fonction de la différence de potentiel entre l'intérieur et I'extérieur de la
cellule (Figure 8). Le canal passe de l'état fermé a I'état ouvert lors de la
dépolarisation puis s’inactive tres rapidement. Lors de la repolarisation, le canal
retourne a une conformation fermée en passant trés brievement par un état ouvert.

Schématiquement, on dit que I'ouverture (activation) et la fermeture (désactivation)
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du canal sont médiées par les mouvements de la « porte d’activation ». L'inactivation

est médiée par une autre porte, appelée « porte d’inactivation ».

slow (AV) fast (AV)

Closed

Figure 8 : Changements d'état du canal hERG.

Inactivated

Le canal hERG est schématisé sous les 3 états : fermé, ouvert et inactivé. La transition entre
ces 3 états est dépendante du voltage. HERG est caractérisé par une activation lente et une

inactivation rapide. Figure extraite de Vandenberg et al., 2012.

Contrairement aux autres canaux potassiques qui sont caractérisés par une
activation rapide et une inactivation plutoét lente, hERG est caractérisé par une
activation lente (entre plusieurs centaines de millisecondes et quelques secondes) et
une inactivation dépendante du voltage qui est trés rapide (quelques ms). La
combinaison de ces deux propriétés uniques du courant hERG lui permet de jouer
son réle tres important dans la repolarisation cardiaque, en déterminant la durée de
la phase du plateau du potentiel d’action. Le maintien du plateau est crucial pour
permettre la libération de calcium du réticulum sarcoplasmique afin de déclencher la

contraction cardiaque.

2.1.3.3.1 Activation et désactivation

La porte d’activation des canaux potassiques est formée par une interaction
entre I'hélice localisée dans le domaine S6 de la protéine et la boucle S4-S5, ce qui
bloque le pore dans I'état fermé (Thouta et al., 2014). Pour I'ouverture du canal lors
de la dépolarisation, I'hélice de la porte d’activation va se tourner vers I'extérieur, ce
qui dilate le pore et permet ainsi le passage des ions. Lors de la repolarisation, le

canal se referme lentement (désactivation).
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Dans les canaux dépendant du voltage, 'ouverture (ou la fermeture) de la porte
d’activation est régulée par le VSD qui va détecter les modifications du potentiel de
membrane. Au niveau du domaine S4 de hERG, on trouve 6 acides aminés basiques
localisés entre les positions 525 et 538 qui joueraient un réle trés important dans la
détection du potentiel de membrane (Subbiah et al., 2004). En fonction du potentiel
de membrane, ces acides aminés chargés font déplacer le domaine S4 au sein de la
membrane. Ce déplacement de charges peut étre mesuré, c’est le courant de porte
(Aggarwal and MacKinnon, 1996). Il semblerait que les mouvements du segment S4
soient responsables d’'un changement de conformation de la boucle S4-S5 qui
permettrait 'ouverture du canal.

Les courants de porte mesurés pour hERG montrent une constante de temps
plutét rapide, ce qui est en accord avec la vitesse d’activation (Piper et al., 2003).

Le domaine N-terminal du canal hERG joue un rdle important dans le
processus de désactivation. Des études ont montré que la suppression de ce
domaine induisait une accélération importante de la désactivation (Schonherr and
Heinemann, 1996; Gustina and Trudeau, 2009). Cette séquence peptidique stabilise
le canal dans sa conformation ouverte en interagissant avec la boucle S4-S5 (Wang
et al., 2000).

2.1.3.3.2 Inactivation et levée de I'inactivation

Le phénoméne d’inactivation des canaux potassiques voltage-dépendants peut
résulter de deux mécanismes moléculaires différents : inactivation de type N ou de
type C (Baukrowitz and Yellen, 1995). L'inactivation de type N est en général plus
rapide, avec une constante de temps de l'ordre de quelques millisecondes. Elle
résulte de 'occlusion du pore par le domaine N-terminal qui vient s’y replier. On parle
de mécanisme « ball and chain ». L’inactivation de type C est plus lente et résulte de
changements conformationnels de la partie extracellulaire du canal, ce qui peut
bloquer le passage des ions. Concernant hERG, son inactivation serait analogue au
type C, mais plus rapide que celle des autres canaux Kv.

La voltage-dépendance de l'inactivation n’est pas encore trés bien connue. Des
études suggérent qu’elle serait paralléle a celle de I'activation avec mise en jeu du

domaine S4 (Piper et al., 2003). D’autres données suggérent un phénoméne
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complétement indépendant. Deux acides aminés (Ser620 et Ser631) joueraient un
réle critique dans [linactivation en [I'abolissant complétement (S620T) ou en
déplagant fortement (S631A) la variable d’inactivation vers des potentiels plus
dépolarisants (Ficker et al., 1998).

Lors de la repolarisation, I'inactivation est levée ce qui crée un courant de
grande amplitude qui contribue a terminer la repolarisation cardiaque. On appelle ce
phénomeéne, la levée de l'inactivation (Figure 9).

Le processus d’inactivation voltage-dépendante du canal hERG lui confere sa
propriété de rectification entrante. Lorsqu’on dépolarise, le courant hERG augmente
en amplitude jusqu’a un maximum atteint vers 0 mV, puis diminue progressivement
donnant a la courbe I/V (courant en fonction du voltage) une allure en cloche
caractéristique de hERG (Sanguinetti et al., 1995; Trudeau et al., 1995) (Figure 10).

+m

Figure 9 : Courant hERG enregistré dans des cellules CHO en réponse a un potentiel d’action.

Durant la repolarisation du premier potentiel d’action, le courant augmente, suite a la levée de
l'inactivation, puis diminue car le gradient électrochimique diminue. A la fin du premier potentiel
d’action, la quasi-totalité des canaux sont restés dans un état ouvert. Ainsi, une Iégére stimulation va

induire un large courant qui va tres vite s'inactiver. Figure extraite de Vandenberg et al., 2012.
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Figure 10 : Allure caractéristique du courant hERG.

A. Tracé du courant obtenu en réponse a un créneau de voltage dépolarisant de 4 secondes.

B. Courbe I/V en fonction du potassium extracellulaire. Figure modifiée de Sanguinetti et al., 1995.

2.1.3.3.3 Modélisation du courant hERG

Wang et al. ont proposé différents modéles mathématiques rendant compte de
I'activation du courant hERG (Wang et al., 1997). Le meilleur, en adéquation avec les
données, suggére que les canaux hERG passent successivement par 3 états fermés
différents, avec des constantes de temps qui leur sont propres, avant d’étre dans un
état ouvert, puis dans un état inactivé.

A partir de cet état inactive, les canaux peuvent retourner directement dans une

configuration fermée ou bien passer brievement par un état ouvert (Kiehn et al.,
1999) (Figure 11).

800
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time (ms)

Figure 11 : Modéle multi-états du canal hERG.

Modéle rendant compte des cinétiques du courant hERG. Figure modifiée de Kiehn et al., 1999.
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21334 Sélectivité ionique

Le canal Kv11.1 est un canal trés sélectif au potassium par rapport au sodium
(pK/pNa > 100/1) (Sanguinetti et al., 1995).

Les alignements de séquence de la région du pore des canaux potassiques ont
révélé la présence d’'une séquence hautement conservée : la séquence GYG. Dans
les canaux eag et notamment dans le canal hERG, le résidu tyrosine (Y) est
remplacé par un résidu phénylalanine (F). Les travaux d’Heginbotham et al.
(Heginbotham et al., 1992, 1994) ont montré que cette séquence GYG (ou GFG)
jouait un réle tres important dans la sélectivité ionique du canal et permettait ainsi a
hERG d’étre plus perméable au potassium qu’au sodium. Cette séquence, appelée

filtre de sélectivité est située en amont du domaine S6 juste au-dessus du pore.

21.3.3.5 Pharmacologie

Le canal hERG fixe un trés grand nombre de molécules chimiques de
différentes classes et structures. Par exemple, il peut étre bloqué par de faibles
concentrations d’ions tels que le césium ou le barium (IC50 = 0,6 mM) (Trudeau et
al., 1995), ou bien par des molécules beaucoup plus grosses comme le dofétilide
(IC50 = 3,9 nM (Carmeliet, 1992)) ou l'inhibiteur spécifique E4031 (IC50 = 7,7 nM
(Zhou et al., 1998)). Toutes les molécules qui peuvent bloquer hERG sont
potentiellement arythmogénes. Ainsi, depuis 1997, 'une des recommandations des
agences de sécurité du médicament (Agence européenne des médicaments) est de
tester systématiquement l'effet de toute molécule en cours de développement
préclinique sur le canal hERG.

Il semblerait qu’au moins deux acides aminés localisés dans la cavité du pore,
joueraient un role fondamental dans la fixation des différentes molécules. Des
expériences de mutagénése dirigée en résidus alanine ont révélé que la tyrosine
Y652 et la phénylalanine F656, toutes les deux localisées au niveau du domaine S6,
et uniques aux canaux eag/erg, étaient responsables de la haute affinité de

nombreuses molécules (Mitcheson et al., 2000a).
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2.1.3.4 Les altérations du courant hERG

Des modifications de la séquence nucléotidique de hERG, dues a des

mutations, peuvent engendrer des dysfonctionnements du canal ionique.

L’amplitude et les cinétiques du courant dans les myocytes cardiaques sont

déterminées par trois paramétres: le nombre total de canaux présents a la

membrane plasmique, la probabilité d’ouverture de chaque canal ainsi que la

conduction unitaire de chaque canal.

Des mutations de hERG (ou bien certaines molécules chimiques) peuvent avoir

pour effet de diminuer (perte de fonction) ou d’augmenter (gain de fonction)

'amplitude du courant. A ce jour, plus de 800 mutations ont été référencées chez

différents patients (données personnelles). On peut classer ces mutations en 4

catégories selon leur effet (Delisle et al., 2004):

classe 1: entraine une anomalie de la synthése de la protéine. De
nombreuses mutations entrainent I'apparition d’'un codon stop prématuré et
conduisent a la formation d’'une protéine tronquée qui peut étre plus ou
moins fonctionnelle en fonction de la position du codon stop (Teng et al.,
2004; Christe et al., 2008; Gong et al., 2011; Stump et al., 2013).

classe 2 : entraine une altération du repliement et/ou de I'adressage des
protéines a la membrane plasmique. Une grande majorité des mutations qui
sont pathologiques, le sont a cause de ce défaut (Sanders and Myers,
2004). Les protéines sont correctement synthétisées mais ne suivent pas le
processus de maturation et sont retenues dans le réticulum ou dans
I'appareil de Golgi. Sur un western blot, on observe alors principalement une
seule bande de 135 KDa (January et al., 2000; Anderson et al., 2006;
Gianulis and Trudeau, 2011).

classe 3: entraine un dysfonctionnement de la probabilité d’ouverture du
canal. Certaines mutations peuvent induire des modifications des cinétiques
ou de la voltage-dépendance de l'activation, de la désactivation ou de
I'inactivation du canal (Bian et al., 2004; Chevalier et al., 2007; Wynia-Smith
et al., 2008).

classe 4 : entraine un dysfonctionnement de la perméabilité du canal. Il a

eté décrit des mutations qui altéraient la sélectivité ionique du canal ou bien
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leur conductance (Lees-Miller et al., 2009; Es-Salah-Lamoureux et al., 2011;
Amoros et al., 2011).
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2.1.4 HCNA4 et courant I

L’activation du courant It (funny current) est 'un des mécanismes majeurs du
pacemaker des cellules cardiaques du nceud sinusal qui entraine leur dépolarisation
lente afin d’initier le potentiel d’action qui se propage ensuite au reste du cceur
(DiFrancesco et al., 1986). C’est un courant qui s’active lors de I'hyperpolarisation.
Un courant similaire (ly), aussi activé par I'hyperpolarisation, a été décrit dans
différents types de neurones (Pape, 1996).

2.1.4.1 Historique

Le courant I; a été découvert dans le nceud sino-atrial en 1979 (Brown et al.,
1979), mais c’est dans les années 1990 que le premier clone du canal a été proposé
(Santoro et al., 1998). Les études suivantes ont montré qu’il existe en fait quatre
isoformes du géne codant pour plusieurs sous-unités alpha formant une nouvelle
famille de canaux ioniques, activés par I'hyperpolarisation: HCN1 a HCN4
(hyperpolarization-activated cyclic nucleotide gated channels), ayant des propriétés
et une régionalisation tissulaire différentes. Dans le coeur des mammiferes, les
isoformes HCN1, HCN2 et HCN4 sont exprimées dans le NSA, I'atrium, le noeud
atrio-ventriculaire et le systéme de conduction His—Purkinje (Shi et al., 1999; Ludwig
et al., 1999; Moosmang et al., 2001). La quantification des ARNm (Chandler et al.,
2009) montre qu’au niveau de latrium droit, les isoformes HCN4 et HCN2
prédominent avec respectivement 64% et 24% des ARNm HCN totaux. Au niveau du
NSA, ce sont les isoformes HCN4 et HCN1 qui sont les plus abondantes
(respectivement 84% et 14% des ARNm HCN totaux).

L’isoforme HCN4 est la composante majeure du courant de pacemaker I, alors
que les isoformes HCN1 et HCN2 jouent un rdle mineur dans les conditions

physiologiques.
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2.1.4.2 Structure

D’aprés leur séquence, les canaux HCN ont été classés comme appartenant a
la superfamille des canaux potassiques voltage-dépendants (Kv) et des canaux
activés par les nucléotides cycliques (cyclic nucleotide-gated channels : CNG).

Le géne hHCN4, localisé sur le chromosome 15q24-25, code pour une protéine
de 1203 acides aminés qui va s’assembler en tétrameére pour former le canal
fonctionnel. La protéine HCN4 est aussi capable de s’assembler en hétérotétraméres
avec des sous-unités codées par les génes HCN1, HCN2 et HCN3 (Much et al.,
2003).

Chaque sous-unité posséde six segments transmembranaires (S1 a S6) dont le
segment S4 contient des résidus aminés chargés qui détectent le potentiel
membranaire (domaine voltage-sensor). Le domaine du pore est constitué des
segments S5 et S6 et de la boucle S5-S6 (Figure 12). Tout comme les canaux
potassiques voltage-dépendants, les canaux HCN possédent une séquence GYG
dans le domaine du pore, qui leur confére leur sélectivité ionique. Au sein de leur
domaine C-terminal, on retrouve un domaine cNBD, homologue a celui des canaux
CNG, qui est relié au segment S6 par un domaine formant une hélice a, le C-linker
(env. 90 aa.).

Des sous-unités régulatrices peuvent interagir avec les canaux HCN pour
moduler leur fonctionnement, comme la protéine MiRP1 codée par le géne KCNE2
(Yu et al., 2001; Gravante et al., 2004; Michels et al., 2008).

Les protéines HCN4 synthétisées dans le réticulum endoplasmique subissent
une étape de maturation (N-glycosylation) trés similaire a celle des protéines hERG
(voir chapitre 2.1.3.2), avant de pouvoir étre exportées a la membrane et former un
canal fonctionnel (Much et al., 2003). Sur un western blot, on identifie alors deux
bandes : 'une a 145 KDa et 'autre a 155 KDa.
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Figure 12: Structure de la protéine HCN4.

La sous-unité a de HCN4 est composée de six domaines transmembranaires (S1 a S6), d’'une
extrémité N-terminale et d’une extrémité C-terminale, toutes deux intra-cytoplasmiques. Le domaine
C-terminal comprend le C-linker et le cNBD (cerclé en pointillés rouges) qui est capable de fixer
I'AMPc. Figure extraite de Herrmann et al., 2007.

L’alignement des séquences des différentes isoformes HCN montre une trés
haute conservation (>80%) de la région du « core » (domaines transmembranaires +
cNBD), alors que les séquences nucléotidiques des domaines N- et C-terminaux
difféerent largement (Figure 13). Il a été suggeéré que ces régions terminales étaient
responsables des différences observées dans les propriétés biophysiques de

chaque isoforme (Viscomi et al., 2001).
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Figure 13 : Séquences nucléotidiques des sous-unités HCN1 a HCN4 humaines.

Alignement des séquences primaires des 4 isoformes humaines de HCN. En vert, les acides

Baruscotti et al., 2005.
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2.1.4.3 Propriétés biophysiques

Le courant HCN4 est caractérisé par une activation par hyperpolarisation, de
lentes cinétiques d’activation et de désactivation, une double perméabilité sodique et

potassique et une forte modulation par ’TAMPc.

21.4.31 Activation et désactivation

Comme les autres canaux voltage-dépendants, HCN4 posséde un domaine
sensible au voltage (acides aminés chargés localisés dans le segment S4). Lors de
I'hyperpolarisation, le mouvement du segment S4 dans le champ électrique exerce
une action en tirant sur la boucle S4-S5 qui vient alors interagir directement avec la
porte d’activation localisée au niveau du segment S6 (Chen et al., 2001; Prole and
Yellen, 2006). Le canal va ainsi s’ouvrir et permettre une entrée de potassium et de
sodium qui dépolarise la cellule. Cette dépolarisation va ensuite désactiver le canal

qui revient a sa conformation de repos.

21.4.3.2 Sélectivité ionique

Bien que le motif GYG localisé dans le domaine du pore soit une caractéristique
des canaux potassiques, il a été montré que le canal HCN4 était pourvu d’une
perméabilité mixte au sodium et au potassium (pNa/pK = 0,27) avec un potentiel
d’inversion mesuré entre -10 et -20 mV (DiFrancesco, 1981). Il a été suggéré que
I'extrémité interne du pore du canal HCN4 serait bien moins rigide que celle des
autres canaux potassiques, ce qui pourrait expliquer le passage des ions sodium, de

taille plus importante que les ions potassium (Giorgetti et al., 2005).

21433 Modulation par le systéme nerveux

autonome

Chez les mammiféres, la région du nceud sinusal est richement innervée par

des fibres du systéme nerveux autonome qui exercent un contrdle direct sur I'activité
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pacemaker. La stimulation sympathique, via les récepteurs (3 adrénergiques, éléve la
fréquence cardiaque alors que la stimulation parasympathique, via les récepteurs
muscariniques, l'abaisse.

La participation de la modulation du courant I; au contréle du rythme est causée
par des variations de concentration en AMPc intracellulaire. L’adrénaline va stimuler
la synthése d’AMPc, via l'activation de I'adénylate cyclase, ce qui exerce un effet
chronotrope positif en induisant un décalage de la courbe d’activation vers des
potentiels plus positifs (DiFrancesco et al., 1986). Ce décalage peut aller jusqu’a 10
ou 15 mV en fonction de la concentration en AMPc (DiFrancesco and Tortora, 1991;
Milanesi et al., 2006).

L’AMPc entraine aussi une accélération de I'activation et un ralentissement de
la désactivation (Duhme et al., 2012). Ces différents mécanismes concourent a
augmenter le courant Is entrant et donc a augmenter la pente de dépolarisation lente
des cellules du noeud sino-atrial. Les potentiels d’action sont générés plus
rapidement et la fréquence cardiaque est accélérée. L’action opposée de la
stimulation muscarinique passe par une inhibition de la synthése en AMPc
(DiFrancesco and Tromba, 1988).

Le mode d’action de 'AMPc a été étudié, et il semblerait qu’il exerce son action
seulement par fixation directe sur le canal et non via des phosphorylations de
certains acides aminés du canal (DiFrancesco and Tortora, 1991). La fixation de
'’AMPc entraine un changement de conformation des extrémités C-terminales qui
stabilisent la conformation ouverte du canal.

Une étude récente (Lolicato et al., 2014) a mis en évidence la présence d'un
site de fixation aux dinucléotides cycliques, une classe émergente de seconds
messagers chez les mammiféres, au sein du domaine C-linker de HCN4. La fixation
de ces molécules va contrer la régulation des canaux HCN4 par 'AMPc et réduit
ainsi la fréquence cardiaque jusqu’a 30%.

I a été montré que 'AMPc, en concentration saturante, peut favoriser la
tétramérisation des domaines cytoplasmiques C-terminaux des canaux. Il semblerait
que les domaines cNBD exercent une inhibition tonique sur le pore du canal, qui
serait levée par leur changement de conformation et leur assemblage en tétrameére.

Ceci tend alors a augmenter le courant ¢ (Lolicato et al., 2011).
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21434 Pharmacologie

Le blocage spécifique du courant Iz est une approche directe pour diminuer la
fréquence cardiaque sans avoir d’autres effets cardiovasculaires collatéraux.

Le canal est bloqué par le césium extracellulaire a faible concentration (0,1-5
mM) (Denyer and Brown, 1990), mais ni par le baryum a 2 mM ni par le
tétraethylammonium (TEA) a 20 mM, deux bloqueurs classiques des canaux
potassiques (Ludwig et al., 1999).

L’ivabradine (Procoralan®; Laboratoires Servier) est le premier membre de la
famille des bradycardisants, bloqueurs de Iz, approuvé par '’Agence Européenne
d’Evaluation Médicale en 2005 pour le traitement de I'angine de poitrine et de
I'insuffisance cardiaque. De grandes études multicentriques sur plusieurs milliers de
personnes (BEAUTIFUL, SHIFT) ont montré un effet bénéfique de la prise
d’'ivabradine chez des patients atteints de dysfonction ventriculaire gauche, de
maladie coronaire ou encore d’insuffisance cardiaque (Fox et al., 2008a, 2008b;
Swedberg et al., 2010).

Le blocage spécifique de It par l'ivabradine a été démontré en 1996 avec une
IC50 de 2,8 uM (Bois et al., 1996). D’autres études situent I'lC50 entre 0,5 et 4,5 yM
(Bucchi et al., 2002; Thollon et al., 2007; Postea and Biel, 2011).

Son mécanisme d’action a été étudié (Figure 14). L’ivabradine doit d’abord
passer a travers la membrane cellulaire, car elle ne peut bloquer les canaux HCN
que depuis le compartiment intracellulaire et seulement lorsque le pore est ouvert

lors de I'’hyperpolarisation (Bois et al., 1996).
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Figure 14 : lvabradine et canaux HCN.
A. Structure moléculaire de I'ivabradine. B. Mode d’action de l'ivabradine sur les canaux HCN.

L’ivabradine va diffuser dans les cellules a travers la bicouche lipidique. Le blocage se fait seulement

du coté intracellulaire lorsque le canal est dans un état ouvert. Figure extraite de Postea et Biel, 2011.

Une étude de mutagénése dirigée a montré l'importance des résidus aminés
Y506, F509 et 1510, localisés au niveau du segment S6 de la protéine, dans le

blocage des canaux HCN4 par l'ivabradine (Figure 15) (Bucchi et al., 2013).

CLOSED

DOCKING
CAVITY

Figure 15 : Site de fixation de I'lvabradine.
Une modélisation moléculaire en 3 dimensions présente le site de fixation de Iivabradine sur le

canal HCN4 fermé ou ouvert. Figure extraite de Bucchi et al., 2013.
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21435 Pathophysiologie

Les études des canalopathies reliees a HCN4 montrent que les mutations
créant une perte de fonction du courant I, soit par un défaut d’adressage des
protéines a la membrane, soit par une altération des propriétés biophysiques du
canal, sont associées a des troubles du rythme cardiaque, en particulier a une
bradycardie sinusale (Verkerk and Wilders, 2015). Une étude d’association de genes
sur prés de 60 000 individus a réecemment mis en évidence que HCN4 pourrait étre
un géne candidat a la survenue de la FA (Ellinor et al., 2012).

A ce jour, un peu moins de 30 mutations de HCN4 ont été décrites chez
'homme, et potentiellement associées a des pathologies cardiaques telles que des
dysfonctionnements du nceud sinusal, des épisodes de FA, des cardiomyopathies
ventriculaires avec non-compaction et des blocs atrio-ventriculaires (Figure 16 et
Tableau 1).

G482R
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G480R\\
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388218
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intracellular
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Figure 16 : Mutations du géne HCN4.
Vue d'ensemble et position des mutations de HCN4 identifiées chez différents patients et
répertoriées dans la littérature a ce jour. Figure modifiée de Verkerk and Wilders, 2015. Les losanges

verts symbolisent les deux mutations étudiées dans notre travail.
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2.2 Troubles du rythme cardiaque et canalopathies

Les canalopathies sont I'ensemble des pathologies qui ont un rapport direct avec un
dysfonctionnement des canaux ioniques.

La durée et lallure du potentiel d’action cardiaque résultent de changements
d’amplitude des courants ioniques a travers les différents canaux présents dans la
membrane. Des modifications du fonctionnement de ces différents canaux peuvent conduire

a la genése d’'un potentiel d’action potentiellement pathogéne.

2.21 Le syndrome du QT long

Le syndrome du QT long (SQTL) se traduit par un allongement de la distance entre les
ondes Q et T (intervalle QT) sur 'ECG, qui correspond a une augmentation de la durée du
potentiel d’action ventriculaire (Figure 17). On parle de SQTL lorsque l'intervalle QT corrigé

(QTc) est supérieur a 440 ms, selon la formule de Bazett (en ms):

QTc = intervalls @7 oy I'intervalle RR est exprimé en secondes.

v intervalle RR

Figure 17 : ECG caractéristique d'un QT long.
Exemple d’ECG d’un patient présentant un syndrome du QT long. Figure extraite de Zareba and

Cygankiewicz, 2008.

Ce syndrome peut prédisposer a la survenue d'activités électriques aberrantes (post-
dépolarisations précoces ou retardées) ou méme les provoquer (Figure 18). Celles-ci
peuvent engendrer des torsades de pointes qui, lorsqu'elles évoluent en une fibrillation

ventriculaire, peuvent causer une syncope parfois irréversible, a l'origine de cas de mort
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subite. La prévalence du SQTL est estimée entre 1:3000 et 1:5000 dans la population

générale (Zareba and Cygankiewicz, 2008).
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Figure 18 : Syndrome du QT long et post-dépolarisations.

A. lllustration présentant un allongement de lintervalle QT dans le SQTL. B : Une augmentation de la
durée de la phase de plateau du potentiel d’action peut entrainer la survenue d’arythmies ventriculaires (post-

dépolarisations).

Le SQTL peut étre soit congénital lorsqu’il est la conséquence de différentes mutations,
soit acquis par I'activité de certaines molécules extrinseques (Mitcheson et al., 2000a).

Le SQTL congénital, reconnu depuis plus de 50 ans, posséde deux phénotypes
cliniques distincts : le syndrome de Jervell et Lange-Nielsen avec un QT long qui est associé
a une surdité congénitale et celui de Romano-Ward (Jervell and Lange-Nielsen, 1957;
Romano et al., 1963; Ward, 1964).

Il existe aujourd’hui 15 formes de SQTL congénital, classées en fonction du géne mis en
cause (Tableau 2) (Mizusawa et al., 2014). Le plus souvent, ce sont des génes qui codent
pour des canaux ioniques ou pour d’autres protéines qui interagissent avec ces canaux.
Certaines agissent sur I'homéostasie intracellulaire des ions calcium.

Des tests génétiques sont maintenant disponibles pour identifier la présence d’une
mutation et peuvent aider directement au choix des thérapies. La cause la plus commune de
SQTL d’origine génétique est la présence d’une mutation sur les génes KCNQ1 (LQT1, ~50%
des cas), KCNH2 (LQT2, ~40% des cas) ou SCN5A (LQT3, ~5% des cas).
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Tableau 2 :

Les différentes formes de syndrome du QT long congénital et leurs génes associés

Formes Geénes impliqués Références
SQTL 1 | Sous-unité alpha du canal potassique rectifiant retardé (Wang et al., 1996)
lent (KCNQ1)
SQTL 2 | Sous-unité alpha du canal potassique rectifiant retardé (Curran et al., 1995)
rapide (KCNH2)
SQTL 3 | Sous-unité alpha du canal sodique (SCN5A) (Wang et al., 1995)
SQTL 4 | Protéine d’ancrage des canaux, Ankyrine B (ANKB) (Mohler et al., 2003)
SQTL 5 | Sous-unité béta MinK (KCNE1), qui s’assemble avec (Schulze-Bahr et al., 1997)
KCNQ1
SQTL 6 | Sous-unité béta MiRP1 (KCNEZ2), qui s’assemble avec (Abbott et al., 1999)
hERG
SQTL 7 | Canal potassique codé par le géne KCNJ2 (Kir2.1) (Plaster et al., 2001)
SQTL 8 | Sous-unité alpha du canal calcique Cav1.2 codé par le (Splawski et al., 2004)
géne CACNA1c
SQTL 9 | Composante du complexe dystrophine-cavéoline 3 (Vatta et al., 2006)
codée par le géne CAV 3
SQTL 10 | Sous-unité béta Na,B4 (SCN4B) du canal sodique (Medeiros-Domingo et al., 2007)
SQTL 11 | Protéine d’ancrage de la kinase A au KCNQ1 : AKAP9 (Chen et al., 2007)
SQTL 12 | Protéine régulatrice de SCN5A : SNTA1 (Ueda et al., 2008)
SQTL 13 | KCNJ5 : protéine Kir3.4 (Yang et al., 2010)
SQTL 14 | CALM1 : Calmoduline 1 intervenant dans la (Crotti et al., 2013)
signalisation calcique
SQTL 15 | CALM2 : Calmoduline 2 intervenant dans la (Crotti et al., 2013)
signalisation calcique
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L’allongement de la phase de plateau du potentiel d’action peut favoriser la survenue
d’arythmies cardiaques graves. Chez les patients diagnostiqués SQTL, il est important de
prévenir le risque de survenue des arythmies. Le plus souvent, on prescrit aux patients des
agents B-bloquants qui diminuent le risque de survenue d’arythmies lors de différents stress
(exercice, émotion...) (Moss et al., 2000). On peut aussi supplémenter les patients en
potassium en cas d’hypokaliémie. Il a été montré qu'une augmentation modérée de la
concentration sanguine en potassium permet de corriger les anormalités de repolarisation
dans le SQTL (Compton et al., 1996). Une concentration élevée en potassium extracellulaire
raccourcit le potentiel d’action en stimulant les canaux hERG, dont la conductance est
augmentée par le potassium extracellulaire (Guo et al., 2009). Dans le cas de patients a trés
haut risque (QTc > 500 ms), on peut décider d’'implanter un défibrillateur cardiovasculaire
(Zareba et al., 2003).

2.2.2 Le syndrome du QT court

Plus réecemment, il est apparu que, comme avec le QT long, un raccourcissement de
I'intervalle QT pouvait aussi jouer un role trés important dans la survenue d’arythmies et de
morts subites. Une étude analysant les enregistrements Holter de 6693 patients a révélé que,
paradoxalement, un raccourcissement (<400 ms), aussi bien qu’un allongement (>440 ms) de
I'intervalle QTc est associé, de fagon similaire, a la survenue de morts subites (Algra et al.,
1993).

Le syndrome du QT court (SQTC) est défini par un intervalle QTc raccourci, inférieur a
320 ms sur I'électrocardiogramme (Viskin, 2009) et peut étre accompagné ou non par des
symptémes cliniques secondaires a des arythmies atriales ou ventriculaires.

Aujourd’hui, des mutations sur 5 genes différents ont été associées au SQTC, et par
conséquent, on dénombre aujourd’hui 5 formes de SQTC (Tableau 3). Le SQTC peut aussi
étre acquis par la prise de certaines molécules qui raccourcissent l'intervalle QT (Shah et al.,
2010) ou bien par d’autres facteurs tels que I'acidose, I'hyperkaliémie, I'hypercalcémie,
I'hyperthermie...

La prévalence d’'un QT inférieur a 350 ms varie de 0,01 a 0,3% en fonction de la

population étudiée (Moriya et al., 2007).
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Tableau 3 : SQTC congénital et génes associés

Formes Geénes impliqués Références

SQTC 1 Sous-unité alpha du canal potassique rectifiant retardé | (Brugada et al., 2004)
rapide (KCNH2)
SQTC 2 Sous-unité alpha du canal potassique rectifiant retardé | (Bellocq et al., 2004)
lent (KCNQ1)

SQTC 3 Canal potassique codé par le géne KCNJ2 (ou Kir2.1) (Priori et al., 2005)

SQTC 4 Sous-unité du canal calcique de type L CACNB2b (Antzelevitch et al., 2007)

SQTC 5 Sous-unité du canal calcique de type L CACNA1C (Antzelevitch et al., 2007)

L’approche thérapeutique concernant les patients avec un SQTC inclut I'implantation
d’'un défibrillateur cardiovasculaire et une pharmacothérapie. L'implantation du défibrillateur
cardiaque reste de loin la meilleure intervention pour prévenir des risques d’événements

cardiaques (Schimpf et al., 2005).

2.2.3 La fibrillation atriale

La fibrillation atriale (FA) est I'arythmie cardiaque chronique la plus répandue. Elle fait
partie des troubles du rythme supra-ventriculaires. Elle correspond a une désynchronisation
électrique des cellules myocardiques auriculaires, ce qui aboutit a une contraction rapide et
irréguliére des oreillettes cardiaques. La vidange du sang de l'oreillette vers le ventricule est
alors moins efficace, le sang peut stagner dans l'oreillette et des caillots sanguins peuvent s'y
former et augmenter les risques thromboemboliques.

La FA peut étre qualifiée de paroxystique, lorsque I'épisode dure moins de 7 jours, en
général moins de 48h, et se termine spontanément ; de persistante lorsqu’elle dure entre 1
semaine et 1 mois et se réduit de maniére spontanée ou sous traitement ; ou de permanente

quand elle dure plus d’'un mois.
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2.2.3.1 Epidémiologie

La FA a été décrite chez 'homme en 1906 par Arthur Cushny et Charles Edmunds
(Cushny and Edmunds, 1906), et représente aujourd’hui un probléeme de santé publique
majeur. En effet, on estime que 1 a 2% de la population générale est touchée par la FA
sachant que sa prévalence augmente avec 'adge (<0,5% entre 40 et 50 ans ; de 5 a 15% a 80
ans). Plus de 6 millions d’européens souffrent de cette pathologie et sa prévalence devrait au
moins doubler dans les 50 prochaines années du fait du vieillissement de la population (Go et
al., 2001; Stewart et al., 2001).

La fibrillation atriale est associée a une augmentation du risque de déces, de crise
cardiaque, d’insuffisance cardiaque et d’autres événements notamment thromboemboliques.
Ainsi, la FA augmente de 5 fois le risque d’accident vasculaire cérébral et il est estimé qu’un
sur cinq d’entre eux peut étre attribué a cette arythmie. La FA entraine une diminution des
capacités physiques des patients et réduit leur qualité de vie. Bien qu’elle soit souvent
associée a des symptdmes bien précis comme des palpitations, des vertiges ou encore des
syncopes, une grande proportion de patients est asymptomatique.

De trés nombreux facteurs prédisposant a la FA entrent en jeu, tels que I'age,
I'nypertension, la bradycardie, I'insuffisance cardiaque, les cardiomyopathies, lI'obésité, le
diabéte, les dysfonctions thyroidiennes, 'apnée du sommeil... (Figure 19). Cependant, dans
10 a 15% des cas, aucune pathologie associée n’est diagnostiquée. On parle alors de
fibrillation atriale isolée (Brand et al., 1985).

Il existe enfin des facteurs génétiques prédisposant a la fibrillation atriale qui peuvent se
transmettre de génération en génération. Plusieurs mutations sur différents génes ont été
identifiées comme étant des facteurs indépendants de risque de fibrillation atriale (Tableau 4)
(Benjamin et al., 2009; Body et al., 2009; Ellinor et al., 2010; Macri et al., 2014).
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Interrelations entre les différents facteurs qui gouvernent la survenue de la fibrillation atriale chez un

individu. Figure extraite de Nattel, 2011.

Tableau 4 : Génétique et FA.

Genes | Chromosomes | Variants Functional consequences

Inherited mutations

KCNQ1 11pl5 S140G, V141M Gain-of-function effect on Iy, currents

KCNE2 21q22 R27C Gain-of-function effect on Iy, currents

KCNJ2 17q23-q24 Vo3I Gain-of-function eftect on Ig; currents

KCNE3 L1ql3-ql4 R53H Unknown

KCNI12 7q35-q36 NISSK Gain-of-function effect on Iy, currents

KCNES Xq22.3 L65F Gain-of-function effect on Iy,

KCNAS 12p13 E375X, T527M, A576V, E610K Loss-of-function effect on Iy, currents

ABCC9 12p12.1 T15471 Retention of adenosine-triphosphate-induced
inhibition of K* current

SCNS5SA 3p2l MIB75T Gain-of-function effect on Iy, currents

D1275N, N1986K Loss-of-function effect on Iy, currents

SCNI1B 19q13.1 R85H, D153N Loss-of-function effect on Iy, currents

SCN2B 11q23 R28Q), R28W Loss-of-function effect on Iy, currents

GJAS 1q21.1 P88S, M163V, G38D, A96S Dominant ncgative cffect on gap junctions

NPPA 1p36-p35 c.456-457delAA Shortened action potential duration and
effective refractory period

RYR2 1q43 p-Asn57-Gly91 Defects in calcium ion handling

TBXS 12q24.1 p-Glv125Arg Enhanced DNA binding and activation of both
the NPPA (ANP) and Cx40 promoter

NUPI155 5pl3 R391H Inhibitation of the export of Hsp70 messenger
RINA and nuclear import of Hsp70 protein

Somatic murations

GJAS 1q21.1 P88S, M163V, G38D, A965 Dominant negative effect on gap junctions

GJA1 6q22-q23 c.932delC Dominant ncgative cffect on gap junctions

Liste non exhaustive des mutations ayant été rapportées comme causales pour la fibrillation atriale.

D’aprés Xiao et al., 2011.
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2.2.3.2 Mécanismes de la FA

De nombreux dysfonctionnements cardiaques peuvent induire un remodelage structurel
du muscle cardiaque. Au niveau de l'oreillette, une prolifération cellulaire, une différenciation
des fibroblastes en myofibroblastes ou bien la mise en place d’'une fibrose peuvent entrainer
des hétérogénéités dans la conduction électrique, ce qui peut faciliter ou bien perpétuer la
FA.

Le plus souvent, la fibrillation auriculaire est associée a une diminution de la durée du
potentiel d’action atrial et de sa période réfractaire, période durant laquelle des potentiels
d’action ne peuvent normalement pas étre déclenchés (inactivation des canaux sodiques).
L’'impulsion électrique peut donc retourner sur des zones de conduction déja activées par la
méme stimulation, et créer des circuits de réentrée.

L’existence de foyers ectopiques auriculaires a aussi été décrite comme un mode de
genese d’arythmies (Figure 20) (Nattel, 2002).

Figure 20 : Modéle conceptuel de la mise en place et du maintien de la fibrillation atriale.
En a, la FA est déclenchée par I'existence d’un foyer ectopique. En b, elle est générée par un circuit de

réentrée. En ¢, la FA est maintenue par de multiples circuits de réentrée. Figure extraite de Nattel, 2002.

Le déclenchement du trouble du rythme est maintenant vu comme ['association de
difféerents éléments déclencheurs (trigger) et d'un substrat favorable au maintien de
'arythmie. Le rdle des veines pulmonaires dans linitiation de la fibrillation auriculaire est
maintenant bien identifié. Elles peuvent étre le site d’initiation (gachette) d’une tachycardie
atriale rapide favorisant la transition vers des circuits de réentrée (Haissaguerre et al., 1998).

Une fois la FA établie, une série de changements des propriétés électriques et
structurales du myocarde peut par la suite fournir un substrat qui peut maintenir I'arythmie.
On dit que la FA entraine la FA (Wijffels et al., 1995).
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2.2.3.3 Traitement

Un pouls irrégulier doit toujours étre une suspicion de FA, mais un enregistrement ECG
est nécessaire pour la diagnostiquer.

Le traitement médical actuel de la FA repose sur des approches pharmacologiques ou
non pharmacologiques qui visent a rétablir un rythme sinusal normal (cardioversion), et a
réduire les risques de récidive.

Les moyens thérapeutiques les plus utilisés sont les médicaments anti-arythmiques de
type amiodarone ou flécainide, ou bien le choc électrique externe ou endocavitaire
(défibrillateur).

En cas d’échec, ou bien lorsqu’un foyer ectopique ou un circuit de réentrée a été mis en
évidence, on peut procéder a des techniques d’ablation. La plupart des fibrillations
auriculaires proviennent de foyers d'activation situés a proximité de l'arrivée des veines
pulmonaires dans l'oreillette gauche : l'isolement électrique des veines pulmonaires par voie
endocavitaire (ablation par radiofréquence) permet de diminuer trés sensiblement le risque de
récidive par rapport au traitement anti-arythmique classique (Haissaguerre et al., 1998).

Dans tous les cas, il faut prévenir des risques de complications thromboemboliques en

prescrivant aux patients des anticoagulants.
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3 Matériels et méthodes

3.1 Modeéles d’expression utilisés

3.1.1 Ovocytes de Xénope

3.1.1.1 Justification du modeéle

Les ovocytes de Xénope constituent un trés bon modeéle pour I'étude des canaux
ioniques. La justification de leur utilisation en électrophysiologie ainsi que leur caractérisation
ont été décrites trés exhaustivement par Dascal (Dascal, 1987). Tout d’abord, ce sont de
grosses entités (environ 1,3 mm de diamétre), ce qui facilite 'approche et la pénétration des
électrodes pour le voltage-clamp. Leur grande taille permet aussi de pouvoir leur injecter
relativement facilement diverses substances. Leur deuxiéme avantage est qu’ils ont la
capacité de synthétiser des protéines exogénes en réponse a une injection dARNm. On peut

ainsi leur faire exprimer les différents canaux ioniques que I'on veut caractériser.

3.1.1.2 Préparation des ovocytes

Une femelle Xenopus laevis est anesthésiée avec 1,5 mg/mL de tricaine (Sigma) et
deux ou trois lobes ovariens sont prélevés par chirurgie. Les ovocytes sont ensuite
défolliculés par une incubation de 2 heures a 20°C dans un milieu sans calcium (96
mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7,6) contenant 2 mg/mL de collagénase
(Sigma). Les ovocytes sont ensuite rincés et stockés dans une solution diluée de milieu de
Leibovitz (Gibco) enrichie de 15 mM d’HEPES, 1 mM de L-glutamine et de 50 pg/mL de
gentamicine (pH 7,6) a 18°C. Seuls les ovocytes de stades V et VI sont sélectionnés et

injectés avec 'ARN messager.
3.1.1.3 Injection des ovocytes
Trois conditions sont réalisées: une premiére ou les ovocytes sont injectés

avec seulement de 'TARNm codant pour la protéine WT, une deuxiéme ou l'on injecte de

'’ARNmM codant pour la protéine mutée et une troisieme ou les ovocytes sont injectés avec un
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mélange des deux ARNm afin de reproduire la condition hétérozygote. Les expérimentations

en voltage-clamp ont lieu 3 a 5 jours suivant 'injection (Chahine et al., 1992).

3.1.2 Cellules de mammiféres

3.1.2.1 Cellules COS7

Les expérimentations en patch-clamp ont été réalisées principalement sur des cellules
Cos-7. C’est une lignée cellulaire de type fibroblaste, dérivée de cellules du tissu rénal de
singe vert (Gluzman, 1981). Elles ont la particularité d’étre des cellules qui se cultivent assez
facilement. Elles ne possédent que trés peu de courants ioniques endogénes et sont
capables d’exprimer une fonction qui leur est apportée par transfection d’'un plasmide qui
contient un ou plusieurs genes d’intéréts. De plus, ce sont des cellules de mammiferes.
Toutes ces caractéristiques en font un modéle d’étude trés apprécié particulierement en

électrophysiologie.

3.1.2.2 Cellules TSA 201

Les cellules TSA201 sont une bonne alternative aux cellules Cos7. Elles dérivent des
cellules HEK293 (human embryonic kidney) et expriment de fagon stable I'antigéne T SV40.
Cette lignée est utilisée dans de nombreuses études fonctionnelles d’expression et est
rapportée comme produisant une trés grande quantité de protéine recombinante.

3.1.2.3 Culture cellulaire

Les cellules sont cultivées dans un milieu composé de DMEM (Dubelcco’s modified
eagle medium, Eurobio) supplémenté de 5% de SVF (sérum de veau foetal, Eurobio) et 1%
d'un mélange de streptomycine et pénicilline. On peut monter jusqu’a 10% de SVF si I'on veut
avoir une multiplication cellulaire plus rapide. Les cellules sont maintenues dans une étuve a
37°C et 5% de CO..

Tous les 3 ou 4 jours, les cellules sont repiquées. Pour ce faire, le milieu de culture est
éliminé par aspiration, puis on procéde a deux ringages successifs au PBS 1X. Les cellules
sont décollées avec un volume d'une solution de trypsine-EDTA (0,25% de trypsine-0,53 mM

EDTA) dans du PBS. On laisse agir la trypsine quelques minutes en plagant la flasque dans
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I'étuve, tout en suivant régulierement le décollement au microscope. Lorsque les cellules sont
parfaitement décollées de la flasque, on ajoute immédiatement 5 volumes de milieu
préchauffé dans la flasque pour stopper I'action de la trypsine. Le contenu de la flasque est
ensuite centrifugé a 900 rpom pendant 4 minutes. Le surnageant est ensuite éliminé puis on

resuspend les cellules dans du milieu de culture avant 'ensemencement.

3.1.2.4 Transfection

Pour réaliser les transfections, on ensemence des boites de Pétri de 35 mm a raison de
100 000 cellules par boite. Les cellules seront transfectées 3 jours plus tard, le temps qu’elles
atteignent une confluence d’au moins 50%.

La méthode de transfection utilisée est la méthode au phosphate de calcium. Le principe
est de favoriser la formation des cristaux de phosphate de calcium qui vont piéger plusieurs
molécules de plasmides que l'on veut faire exprimer par les cellules. Ces cristaux sont
internalisés par les cellules, qui peuvent ainsi transcrire puis traduire les plasmides en
protéines.

Les plasmides utilisés contenant les génes des canaux d’intérét ont été construits par le
personnel du laboratoire du Pr Mohamed CHAHINE (Québec).

Dans chaque condition de transfection, les cellules sont cotransfectées avec le plasmide
pIRES-CD8. La molécule CD8 est un marqueur présent normalement a la surface de certains
lymphocytes T. Cette molécule, qui est alors exprimée par les cellules, nous permet de
localiser les cellules transfectées grace a lutilisation de billes magnétiques enrobées
d’anticorps anti-CD8.

Pour la transfection, les plasmides des génes d’intérét sont mélangés dans 100 pL
d’'une solution de CaCl, 250 mM préalablement filtrée avec un filtre d’acétate de cellulose a
0,2 um puis stockée a -80°C. Ce mélange est ensuite déposé goutte a goutte dans 100 uL
d’'une solution de HEBS 2x (en mM : 274 NaCl, 40 Hepes, 12 Dextrose, 10 KCIl et 1,4
NayHPO,4, pH=7,05 ajusté avec du NaOH, filtré a 0,2 um, et stocké a -80°C). Aprés un délai
de 20 minutes, juste avant de déposer la solution obtenue goutte a goutte sur les cellules, on
change le milieu de culture avec un milieu plus riche en SVF (10%).

Le lendemain, les cellules sont repiquées puis on ensemence de nouvelles boites de 35
mm dans lesquelles les expérimentations de patch-clamp auront lieu les trois jours suivants

(j2 a j4 apreés la transfection).
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3.1.2.5 Localisation des protéines canal par immunomarquage

Des cellules Cos-7 transfectées sont ensemencées sur des lamelles de 20 mm de cété
déposées au fond de boites de Pétri de 35 mm a raison de 400 000 cellules par boite. Les
cellules sont maintenues a I'étuve pendant 48 h. Chaque boite est ensuite rincée 3 fois avec
1 mL d’une solution de PBS + 1 mM Ca?*, avant de fixer les cellules dans une solution & 4%
de paraformaldéhyde pendant 15 minutes. Les lamelles sont a nouveau rincées avec 1 mL de
PBS + 1 mM Ca®', puis immergées dans une solution de blocage (PBS + 1 mM Ca*", 0,1%
triton X100, 0,1% BSA) pendant 20 minutes. Une goutte de 20 pyL de dilution d’anticorps
primaire est déposée sur un parafilm. La lamelle est retournée sur la goutte, la face portant
les cellules vers le bas est alors au contact d’un film liquide d’épaisseur uniforme.

Aprés une nuit a 4°C, les lamelles sont rincées 3 fois 10 minutes dans un bain de
solution de blocage, avant d’étre mises en contact avec 20 pyL d’un anticorps secondaire
marqué par un fluorophore pendant 1 heure. Les lamelles sont ensuite rincées 4 fois 10
minutes dans un bain de solution de blocage puis 2 fois 5 minutes dans du PBS + 1 mM Ca?".
On réalise une coloration au bromure d’éthidium afin d’identifier les noyaux des cellules, en
plongeant les lamelles 10 minutes dans une solution concentrée a 1 ug/uL. Les lamelles sont
une derniére fois rincées 2 fois 5 minutes dans une solution de PBS + 1 mM Ca?* puis
montées sur une lame avec une goutte de milieu de montage (Fluoromount (Sigma)). Elles
sont enfin lutées au moyen d’un vernis a ongles transparent.

Les lames sont maintenues a 4°C jusqu’a lI'observation sur un microscope confocal a

fluorescence (Leica SP5 X).

3.1.2.6 Quantification des protéines par Western Blot

Des boites de Petri de 35 mm sont ensemencées par des cellules transfectées par le
gene d’intérét a 100 000 cellules. Deux jours plus tard, les cellules sont rincées au PBS puis
lysées par 100 uL de tampon Ripa (en mM : 150 NaCl, 1,0% NP-40 ou Triton X-100, 0,5%
sodium deoxycholate, 0,1% SDS (sodium dodecyl sulphate), 50 Tris, pH 8,0). La lyse se fait
sur la glace pendant 30 minutes.

Les lysats sont soniqués puis dosés avant d’étre utilisés pour les western-blots.

Les protéines sont d’abord dénaturées par un chauffage a 95°C pendant 5 minutes. Puis

la migration se fait en présence de SDS aprés dép6t de 20 ug de chaque échantillon dans les
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puits d’un gel contenant 10% de polyacrylamide. Enfin, les protéines sont transférées sur une
membrane.

Les membranes sont d’abord saturées avec une solution de TBS + 0,1%Tween + 5% de
lait en poudre, avant d’étre incubées avec les anticorps primaires (dilués selon les
préconisations des fabricants) pendant toute une nuit a 4°C. En paralléle, on incube les
membranes avec un anticorps de souris anti-tubuline dilué au 1/1000.

Le lendemain, les membranes sont rincées 3 fois 10 minutes dans du TBS puis
incubées avec les anticorps secondaires pendant 1 heure a température ambiante. Les
membranes sont ensuite rincées 3 fois 10 minutes dans du TBS puis imbibées d'une solution

d’ECL, avant d’étre révélées au contact d'un film photographique.

3.2 Techniques électrophysiologiques

3.2.1 Mesures en voltage-clamp a double électrode

La technique de voltage-clamp en configuration cellule entiére sur les ovocytes requiert
I'utilisation de deux électrodes insérées dans l'ovocyte. La premiére microélectrode est
utilisée pour mesurer la différence de potentiel avec I'électrode de référence, et la seconde
sert a délivrer le courant afin de maintenir le potentiel a une valeur voulue (Figure 21).

Les électrodes sont étirées de fagon a obtenir une résistance en série inférieure a 1 MQ
et sont remplies d’'une solution contenant 3 M de KCI.

Le potentiel de membrane des ovocytes est imposé par un amplificateur Warner OC-
725 (Warner Instrument Corp., Hamden, CT, USA) et les protocoles de voltage sont générés
par le logiciel pCLAMP version 9 (Axon Instruments).

Les enregistrements électrophysiologiques se font a température ambiante (20°C) sur
des ovocytes maintenus dans une petite chambre perfusée par une solution de Ringer (en
mM : 116 NaCl, 2 KClI, 1,8 CaCl,, 2 MgCl,, 5 HEPES (pH 7,6 avec NaOH)). Les données sont
analysées par le logiciel ClampFit 8 et grace a des programmes écrits au laboratoire dans
I'environnement MATLAB.
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Figure 21 : Mesure en voltage-clamp a double microélectrodes.

Un ovocyte de Xénope est placé dans une chambre perfusée puis deux électrodes sont délicatement
insérées a travers la membrane grace a des micromanipulateurs. La premiére électrode mesure le potentiel
interne de l'ovocyte alors que la deuxieme est utilisée pour délivrer le courant afin de maintenir un certain

potentiel. Figure extraite de Goldin, 2006.

3.2.2 Mesures en patch-clamp

Les expérimentations sur les cellules Cos-7 en culture se font en voltage-clamp en
configuration de cellule entiére. Cette configuration permet d’enregistrer 'ensemble des
courants de la cellule.

Cette technique consiste a mettre en continuité électrique une micropipette de verre
(environ 2 - 3 MQ de résistance interne) remplie d'une solution ionique de composition
définie, avec l'intérieur d'une cellule vivante (Figure 22). La différence de potentiel électrique
entre l'intérieur (micropipette) et I'extérieur de la cellule (électrode de référence) est mesurée
en continu et maintenue a une valeur souhaitée en injectant un courant électrique, via la
micropipette, qui s’oppose au courant qui traverse les canaux ioniques (déplacement des
ions).

Le principe repose sur l'utilisation de la loi d'Ohm U=R*l, ou U est la tension, R la

résistance et | le courant. En mode voltage-clamp, la tension est maintenue constante et le
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courant | est mesuré. Les modifications de | dépendent directement de la conductance
(G=1/R), qui dérive des propriétés du canal. En mode current-clamp, on mesure le potentiel

membranaire en imposant un courant continu.

current 1' 2

—0

output signal (V)

Vemd |

amplifier
sensing electrode P

Ag/AgCl wire

bath
electrode

glass capillary

K

K-selective
channel

Figure 22 : Patch-clamp en configuration cellule entiére.

Une électrode (pipette de verre) est amenée au contact de la membrane plasmique de la cellule. Une
Iégére aspiration a travers la pipette va permettre de « casser » le morceau de membrane sous I'électrode, ce
qui met en continuité l'intérieur de la pipette avec le cytoplasme. La méme électrode sert a mesurer le voltage et

a injecter le courant nécessaire pour maintenir le voltage a une valeur imposée.

On dispose d’'un amplificateur de patch-clamp (BioLogic RK300, Biologic, Meylan,
France) connecté via un convertisseur analogique-digital et digital-analogique (Digidata 1200,
Axon Instruments, Foster City, California) a un ordinateur PC fonctionnant sous Windows
3.11.

Les mesures sont faites sur des cellules dont le milieu de culture est remplacé par une
solution de Tyrode (en mM : 145 NaCl, 5 KCI, 2 MgCl,, 1CaCl, et 10 HEPES, pH 7,4 ajusté
avec NaOH).

Les électrodes utilisées sont fabriquées en étirant un capillaire de verre de 1,5 mm de
diamétre externe grace a une étireuse verticale (List Medical, L/M-3P-A). On réalise un
double étirement reproductible de fagon a obtenir des électrodes avec une résistance interne
comprise entre 2 et 3 MQ. Les électrodes sont remplies avec une solution de pipette dont la

composition peut varier en fonction des expérimentations.
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Différents protocoles standards de voltage sont appliqués sur les cellules, en fonction
des caractéristiques du courant ionique que l'on cherche a étudier, grace au logiciel
CLAMPEX (version 6.04, Axon Instruments). Toutes les expérimentations sont réalisées a
température ambiante (22°C). Les tracés obtenus sont exploités au moyen du logiciel
Clampfit (version 6.04, Axon Instruments), de différentes routines programmées sous le
logiciel MATLAB, (voir 3.2.1.3) et du logiciel Origin 7. (OriginLab Corp., Northampton MA
USA).

3.2.3 Analyse mathématique des courants

Les analyses sont pour la plupart réalisées au moyen de routines écrites au laboratoire
sous I'environnement MATLAB (The MathWorks Inc.). Les enregistrements en réponse a un
protocole donné sont lus a partir des fichiers binaires *.abf créés par le logiciel PClamp au
moyen de la fonction abfload.m écrite et mise a disposition par Harald Hentschke (2004).

Les mesures simples a un temps donné ainsi que I'évaluation des décours d'activation,
de désactivation et d'inactivation dans des fenétres de temps prédéfinies sont programmeées
pour permettre une analyse semi-automatique d'un grand nombre de fichiers de données de
plusieurs séries expérimentales. De méme l'analyse des résultats de ces mesures (courbes
courant-voltage, courbes d'activation etc...) est programmée. Cette automatisation des
mesures et analyses garantit une absence de biais lié a I'utilisateur et permet de répéter les
analyses d'un grand nombre de tracés en un temps minimal lorsque les conditions de
I'analyse sont modifiées.

Les cinétiques de variation temporelle des courants sont évaluées par ajustement de
fonctions multi exponentielles. Les caractéristiques des courbes d'activation et d'inactivation a
I'état stable sont évaluées par ajustement d'une fonction de Boltzmann éventuellement élevée
au carré ou au cube. Ces ajustements de fonctions se font au moyen des routines
appropriées disponibles sous MATLAB, utilisant 'algorithme d'optimisation de Levenberg-
Marquardt (Marquardt, 1969).

Les résultats (mesures individuelles, moyennes, sd, SEM, n) sont produits sous forme
de tableaux directement utilisables sous un logiciel tableur comme Origin v7 que nous
utilisons pour la mise en forme des figures finales.

Les équations et formules utilisées pour l'analyse des données sont décrites dans

chacun des manuscrits et publications fournis en annexe.

50



4 Résultats

4.1 La mutation Q1476R du géne SCN5A entraine une surcharge sodique due

a une augmentation du courant persistant

Article : Sodium overload due to a persistent current that attenuates the
arrhythmogenic potential of a novel LQT3 mutation

Adrien Moreau, Andrew D. Krahn, Pascal Gosselin-Badaroudine, George J. Klein,
Georges Christé, Yohann Vincent, Mohamed Boutjdir, Mohamed Chahine

Article publié dans Frontiers in Pharmacology (2013)

4.1.1 Introduction

Ce travail a été réalisé afin d’étudier I'effet de la mutation Q1476R, remplacement d’un
résidu glutamine par un résidu arginine a la position 1476, localisée sur le géne SCN5A
codant pour le canal sodique Na,1.5. Cette mutation a été identifi€¢e chez une femme de 34
ans atteinte d’'un syndrome du QT long. Plusieurs membres de la famille de la patiente
présentent aussi un phénotype de SQTL (Figure 1 de Moreau et al., 2013).

L’exploration biophysique de ce mutant a été réalisée par la technique du patch-clamp en
I'exprimant dans une lignée de cellules de mammiféres, les cellules tsA201. Les effets
caractérisés in vitro ont été introduits dans un modéle mathématique de myocyte ventriculaire
humain (Tusscher et al., 2004) afin de caractériser les effets de cette mutation sur la

cinétique du potentiel d’action.

4.1.2 Résultats et discussion

Le résidu Q1476 est un acide aminé hautement conservé entre tous les canaux
sodiques. Il est localisé dans la séquence nucléotidique de la porte d’inactivation du canal.

L’étude en patch-clamp a révélé un décalage positif de 6,5 mV de la courbe d’inactivation

a 'état stable qui a pour conséquence directe d’augmenter le courant de fenétre de 3 fois

(Figures 3 et 5 de Moreau et al., 2013). De plus, cette mutation est responsable d'une
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augmentation de la fraction persistante du courant sodique qui passe de 0,36 + 0,08% du

courant au pic pour le WT contre 0,74 + 0,11%, pour le mutant.
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Figure 23 : Modélisation de I'effet de la mutation Q1476R du gene SCN5A sur le potentiel d’action.

A. Depuis I'état stable a 1 Hz dans le modéle WT (a), le modéle a été changé pour le modéle muté
hétérozygote WR et le prochain potentiel d'action enregistré (b). Sous stimulation maintenue a 1 Hz, la durée du
PA s'est ensuite raccourcie (c, enregistré a I'état stable). B. Les effets sur la durée du PA mesurée a 0,5, 1 et
1,5 Hz sont résumés dans le panneau de droite. L'effet électrique direct apparait grandement atténué par

I'élévation de [Na']; liée a I'activité, spécialement aux fréquences basses.

La modélisation des effets de cette mutation (Figure 23 et Figures 7 et 8 de Moreau et al.,
2013) a montré dans un premier temps que la mutation induisait immédiatement une
augmentation de la durée des potentiels d’action (APD90 = 587 ms (trace b) pour le mutant
contre 454 ms pour le WT (trace a)). Cependant, lorsqu’on laisse le modéle atteindre I'état
d’équilibre, 'augmentation du courant persistant induit par la mutation entraine peu a peu une
augmentation de la concentration intracellulaire en sodium (12,92 mmol/L vs 11,94 mmol/L en
WT). Cette surcharge sodique active alors la pompe Na/K ATPase mais surtout 'échangeur
Na-Ca qui vont avoir tendance a raccourcir la durée du potentiel d’action et donc a modérer
I'effet d'allongement du QT de la mutation (APD90 = 513 ms). Néanmoins, cette surcharge va
entrainer une augmentation de la concentration intracellulaire calcique et prédisposer a des
post-dépolarisations liées a la surcharge du réticulum sarcoplasmique.

Cependant, lorsque le modéle simule une bradycardie (0,5 Hz), la durée du potentiel

d’action reste trés élevée méme a l'état stable. Lors d’une tachycardie modérée (1,5 Hz),
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l'effet lié a la surcharge modérée en sodium intracellulaire va limiter I'effet direct

d'allongement du potentiel d'action causé par le gain de courant dépolarisant.

4.1.3 Conclusion

Cette étude a montré que les effets biophysiques de la mutation Q1476R (augmentation
du courant de fenétre et du courant persistant) peuvent exposer les porteurs a des arythmies
survenant préférentiellement durant le repos. Toutefois, la surcharge sodique entrainée par la
mutation va modérer I'effet direct du gain de fonction et ainsi prévenir la survenue d’arythmies
séveéres pour des fréquences cardiaques lentes et intermédiaires. Cependant la surcharge en

Na® peut aggraver l'effet de la mutation en conditions de tachycardie.

4.1.4 Publication
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torsades de pointes. An increased persistent Nat current is known to cause a Ca?*
overload in case of ischemia for example. Such increased Na™ persistent current is also
usually associated to the LQT3 syndrome. The purpose of this study was to investigate the
pathological consequences of a novel mutation in a family affected by LQTS. The impact
of biophysical defects on cellular homeostasis are also investigated. Genomic DNA was
extracted from blood samples, and a combination of PCR and DNA sequencing of several
LQTS-linked genes was used to identify mutations. The mutation was reproduced in vitro
and was characterized using the patch clamp technique and in silico quantitative analysis.
A novel mutation (Q1476R) was identified on the SCN5A gene encoding the cardiac Na™
channel. Cells expressing the Q1476R mutation exhibited biophysical alterations, including
a shift of SS inactivation and a significant increase in the persistent Na™ current. The
in silico analysis confirmed the arrhythmogenic character of the Q1476R mutation. It
further revealed that the increase in persistent Na™ current causes a frequency-dependent
Na*t overload in cardiomyocytes co-expressing WT and mutant Nay1.5 channels that, in
turn, exerts a moderating effect on the lengthening of the action potential (AP) duration
caused by the mutation. The Q1476R mutation in SCN5A results in a three-fold increase
in the window current and a persistent inward Na™ current. These biophysical defects
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INTRODUCTION

In cardiomyocytes, action potentials (AP) ensure the propagation
of excitation and the triggering of contraction. AP characteristics
are directly related to the activity of voltage-gated sodium (Na™),
calcium (Ca®t), and potassium (K*) channels (Amin et al,
2010). After a slight depolarization, voltage-gated Na™ channels
(Nay1.5), encoded by the SCN5A gene, activate, which leads to an
inward Na™t flow followed by a fast depolarization (Gellens et al.,
1992). The AP is composed of a maintained depolarization, the
“plateau” phase, followed by a final repolarization. The depolar-
ization at the plateau is supported by a slowly decaying inward
calcium current, background inward currents, and a persistent
sodium current. The plateau is also supported by a delay in the
onset of repolarizing potassium currents. The late activation of
these potassium currents ensures final repolarization and causes

the membrane potential to return to the diastolic level after about
400 ms. The maintenance of action potential duration (APD) is
critically related to the balance between depolarizing currents
and repolarizing currents, so that an increase in depolarizing
current(s) or a decrease in repolarizing current(s) will increase
APD and, consequently, the QT interval of the electrocardiogram
(ECQ).

Long QT syndrome (LQTS) includes a congenital abnor-
mality of cardiac repolarization that causes syncope and sud-
den death (Huang et al., 2011). This hereditary cardiac disease
manifests as an increase in the QTc¢ value over 450 ms on 12-
lead ECGs, which points to an increase in the duration of
ventricular APs. Under optimal conditions, QTc prolongation
can induce ventricular tachyarrhythmia called forsade de pointes
(TdP), which can degenerate into lethal ventricular fibrillation.
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To date, mutations in thirteen genes have been identified as
causing 13 types of LQTS (LQT1-13) (Schwartz et al., 2012)
and are divided into three major groups: (1) mutations in
genes encoding voltage-gated channels [KCNQI (LQT1), KCNH2
(LQT2), SCN5A (LQT3), KCNj2 (LQT7), KCNJ5 (LQT13)],
(2) mutations in genes encoding subunits regulating voltage-
gated channel [KCNEI (LQT5), KCNE2 (LQT6), SCN4B (LQT
10)], and (3) mutations in genes encoding channel interact-
ing proteins [ANKB (LQT4), KCNE!I (LQT5), KCNE2 (LQT6),
CAV3 (LQT9)].

SCN5A gene mutations can lead to several inherited cardiac
diseases such as LQT3, Brugada syndrome (BrS) (Moreau et al.,
2012), progressive cardiac conduction defect (CCD), sinus node
disease, and dilated cardiomyopathy (DCM) (Amin et al., 2010;
Gosselin-Badaroudine et al., 2012). In LQT3, a gain-of-function
mediated by the appearance of a persistent current usually char-
acterizes Na™ channel mutations. The persistent Na™ current has
previously been shown to induce Ca?* overload (Tang et al.,
2012). Indeed, in hypoxia condition, the persistent Nat cur-
rent is increased and have been identified as a predominant
cause of the deleterous Ca’>* overload (Tang et al., 2012). Such
phenomenon could be important in the development of LQT3
syndrome and would be driven by the activation of Nat/H™
and Nat/Ca?*t exchangers. These exchangers are predominantly
implicated in the Ca’*, Nat, and pH regulation. However,
most mutations in KT channels or their regulatory subunits
cause a loss-of-function characterized by a dominant negative
effect. These biophysical defects lead to AP prolongation, creat-
ing a substrate for the development of ventricular arrhythmias
(Schwartz et al., 2012).

The purpose of our study was to investigate the impact of a
mutation causing LQTS in a patient and her family members
using an in vitro heterologous expression system, the voltage-
clamp technique, and in silico analysis. The biophysical investi-
gation of the mutation in tsA201 cells revealed a positive shift in
steady-state (SS) inactivation that results in an increased window
current associated with the presence of a persistent Na* current,
which would explain the link between the mutation and LQTS in
the family members. Furthermore, in silico experiments revealed
that the persistent Na* current induces an increase in the intracel-
lular Na™ concentration. This causes an increase in repolarizing
currents that shortens APD, counterbalancing the direct effect
of the gain-of-function caused by the mutation and potentially
benefitting the patient.

METHODS

CLINICAL EVALUATION

The proband and her family members underwent a detailed clin-
ical and cardiovascular examination, including a 12-lead ECG,
a determination of hemodynamic parameters, and laboratory
blood tests. Echocardiography was used to exclude any structural
heart disease. The QT interval was measured in lead II or V5 of
the ECG and was corrected for the heart rate (QTc) using Bazett’s
formula. Exercise testing was performed to detect QT adaptation
to heart rate changes, which is known to predict the genotype
and direct therapy in LQTS (Schwartz et al., 2001; Wong et al.,
2010).

The investigation conformed to the principles set out in the
Declaration of Helsinki and was approved by the local institu-
tional ethics committees on human subject research. The partici-
pants provided written informed consent prior to the study.

GENOTYPING

The samples were sent to Genaissance Familion® (New Haven,
CT, USA) for genetic testing of inherited cardiac syndromes.
Genomic DNA was extracted and was amplified by PCR.
Templates of the target exons, splice junctions, and flanking
regions of KCNQI (LQT1), KCNH2 (LQT2), SCN5A (LQT3),
KCNEI (LQT5), KCNE2 (LQT6), CACNAI1C (LQTS, exons 8 and
9), CAV3 (LQT 9), SCN4B (LQT 10), AKAPY (LQT 11, exon 18),
and SNT12 (LQT 12) were generated and genotyped.

MUTAGENESIS

Mutant Na,1.5/Q1476R was generated using QuickChange
TM site-directed mutagenesis kits according to the manu-
facturer’s instructions (Stratagene, La Jolla, CA, USA). The
hNa, 1.5/mutants were constructed from WT channels (NCBI
accession number: M77235) using the following mutagenic sense
and antisense primers (mutated sites are underlined):

1. 5-CAACTTCAACCAACGGAAGAAAAAGTTAGGG-3'
2. 5-CCCTAACTTTTTCTTCCGTTGGTTGAAGTTG-3'

Mutant and the wild-type (WT) Nay1.5 in a pcDNA3 construct
were purified using Qiagen columns (Qiagen Inc., Chatsworth,
CA, USA).

TRANSFECTION OF THE tsA201 CELL LINE

TsA201 is a mammalian cell line derived from human embry-
onic kidney HEK 293 cells by stable transfection with SV40
large T antigen (Margolskee et al., 1993). The tsA201 cells were
grown in high glucose DMEM supplemented with fetal bovine
serum (10%), L-glutamine (2 mmol/L), penicillin (100 U/ml),
and streptomycin (10 mg/ml) (Gibco BRL Life Technologies,
Burlington, ON, Canada) and were incubated in a 5% CO,
humidified atmosphere. The cells were transfected using the
calcium phosphate method (Margolskee et al., 1993), with the
following modification to facilitate the identification of indi-
vidual transfected cells: the cells were co-transfected with an
expression plasmid for a lymphocyte surface antigen (CD8-a)
(Jurman et al., 1994). The human Na* channel f; subunit and
CD8 were constructed in the piRES vector (piRES/CD8/f;). With
this strategy, transfected cells that bind beads also express the
B1-subunit. cDNA (51g) coding for the WT or mutant Na™
channel a-subunit and 5ug of piRES/CD8/f; were used. For
the patch clamp experiments, 2 to 3-day-post-transfection cells
were incubated for 5min in a medium containing anti-CD8-a
coated beads (Jurman et al., 1994) (Dynabeads M-450 CD8-a).
Unattached beads were removed by washing. The beads were pre-
pared according to the manufacturer’s instructions (Dynal A.S.,
Oslo, Norway). Cells expressing surface CD8-a fixed the beads
and were visually distinguishable from non-transfected cells by
light microscopy.
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PATCH CLAMP TECHNIQUE

Macroscopic Na™ currents from tsA201-transfected cells were
recorded using the whole-cell configuration of the patch clamp
technique (Hamill et al., 1981). Patch electrodes were made from
8161 Corning borosilicate glass and were coated with HIPEC
(Dow-Corning, Midland, MI, USA) to minimize their capaci-
tance. Patch-clamp recordings were made using low resistance
electrodes (<1 M£), and a routine series resistance compensa-
tion by an Axopatch 200 amplifier (Axon Instruments, Foster
City, CA, USA) was performed to values >80% to minimize
voltage-clamp errors. Voltage-clamp command pulses were gen-
erated by microcomputer using pCLAMP software v10.0 (Axon
Instruments). Na™ currents were filtered at 5kHz, digitized at
10kHz, and stored on a microcomputer equipped with an AD
converter (Digidata 1300, Axon Instruments).

SOLUTIONS AND REAGENTS

For whole cell recordings, the patch pipette contained (in
mmol/L): 35 NaCl, 105 CsE, 10 EGTA, and 10 Cs-HEPES. The pH
was adjusted to 7.4 using 1 N CsOH. The bath solution contained
(in mmol/L) 150 NaCl, 2 KCl, 1.5 CaCl,, 1 MgCl,, 10 glucose, and
10 Na-HEPES. The pH was adjusted to 7.4 with 1 N NaOH. The
recordings were made 5 min after establishing the whole cell con-
figuration to allow the current to stabilize and to permit adequate
diffusion of the contents of the patch electrode. All the recordings
were made in the following order: I/V curve, SS inactivation, and
recovery from inactivation. Experiments were carried out at room
temperature (22-23°C).

In silico analysis and AP modeling

The Priebe and Beuckelmann (1998) (PB), the Iyer et al. (2004)
(IMW) model and the Ten Tusscher et al. (2004) (TNNP) mod-
els were considered as possible alternatives to represent human
ventricular myocyte (Priebe and Beuckelmann, 1998; Iyer et al.,
2004; Ten Tusscher et al., 2004). A comparison of these models
was done by Ten Tusscher et al. in 2006 and it showed that the
TNNP model was the most pertinent to reproduce the effects of
IKr and IKs block on the human ventricular AP duration (Ten
Tusscher et al., 2006). We considered it as a valid model to address
changes related to LQT conditions. Besides, rather than using
Markov models, this model is based on Hodgkin—Huxley equa-
tions, which are easy to adjust to known experimental data (Fink
and Noble, 2009).

Thus, the in silico analysis was performed with the Ten
Tusscher et al. (2004) model (Ten Tusscher et al., 2004), using the
tentusscher_noble_noble_panfilov_2004_a.cellml file, ran in the
COR environment (Peter Garny, http://cor.physiol.ox.ac.uk/).

Changes from the original set of equations are described in the
Appendix.

When we attempted to modify the activation and inactiva-
tion parameters of the Na™ current (INa) in the original TNNP
model, instabilities were found, which could not be resolved.
Thus, the mathematical equations used for activation, inactiva-
tion, and recovery from inactivation of INa were taken from a
stable guinea-pig ventricular cell model adjusted for 37°C (Pasek
et al., 2008). However, the processes were accelerated two-fold
(the time constants were reduced two-fold). This was done to

allow the model to reproduce the experimentally observed Na*
currents when we ran, in the model set for room temperature, the
same voltage-clamp protocols as used in our in vitro experiments.

To adapt to the formalism of the Na™ current (INa) calcu-
lation that uses m?®, the measured values of the SS apparent
activation variable measured in tsA201 cells were fitted with the
following equation: min¢ = [1/(1 + exp((Vin — Vh)/k))1°, which
yielded values of V}, = —59.1mV and k = —7.9mV for WT and
Vh = —56.8mV and k= —8.7mV for Q1476R. This explains
why these values of V}, and k were different from those calcu-
lated by fitting a simple Boltzmann function to data measured in
tsA201 cells (Table 1).

Lastly, 5.5mV was added to V}, and 0.5mV to k to account
for the difference in temperature given that the experiment was
conducted at room temperature whereas the model was designed
to work at 33°C, such that Vj; = —59.1 +5.5andk = —7.9 + 0.5
for WT and V}, = —56.8 + 5.5 and k = —8.7 + 0.5 for Q1476R.

The SS inactivation functions were hjnr = 1/(1 + exp((Viy —
Vh)/k)), where Vi, = —92.0 + 5.5 and k = 4.4 for WT, and V}, =
—86.1 + 5.5 and k = 4.3 for Q1476R. In addition, 5.5 mV was
added to V}, to account for the difference in temperature.

This adjustment of the kinetic parameters was derived from
the detailed analysis of the effects of temperature on the activation
and inactivation kinetics of Nay1.5 channels by Nagatomo et al.
(1998). It reflects a change in temperature from 23 to 33°C. A lin-
ear extrapolation to 37°C could have been done. Nevertheless, no
differences should be observed as these corrections would apply
to both WT and mutated fast INa model equations.

The modeling of the heterozygous condition is based on the
assumption that, in the carrier, both the WT and the mutated
genes would lead to the presence of equal amounts of each cor-
responding channel protein. Thus, half of the fast Na™ current
is characterized by the parameters of the WT channels while the
second half is characterized by the parameters of the Q1476R
channels.

The persistent part of the fast Nat current was initially absent
in the TNNP model. A persistent current was added that would
not inactivate but that would activate and deactivate following

Table 1 | Biophysical properties of Na, 1.5/WT and Q14767R.

WT (n = 13) Q1476R (n = 14)

Peak current (pA/pF) —739.1 +73.1 —690.8 +69.9
Persistent current (% | Na™) 0.36 +£0.08 0.74 £ 0.11*
Activation Vij2 (mV) —47.9+1.2 —46.3+1.1

k (mV) -56+1.2 —-6.5+0.4
Inactivation V2 (mV) -92.0+1.3 —85.5+0.4*

k (mV) 4.4 +£0.1 43+0.1
Recovery from fast A 99.9 +0.05 98.7 £ 1.1
inactivation Tau 2.7+0.1 22403

V1,2, Mid-point for activation or inactivation.
k, Slope factor for activation or inactivation.
*Difference between Na, 1.5/\WT and Na, 1.5/Q1476R (p < 0.05).
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the same equations as the fast Na™ current (see equations in the
Appendix).

Initially, the model was run with the basic set of values of vari-
ables and constants as used in the TNNP 2004a model, except for
the formulation of INa, as described above. The APDg, was mea-
sured as the time between upstroke and 90% repolarization from
the highest level of the plateau. No attempt was made to readjust
the APDy at SS at 1 Hz, which was increased from 322 ms in the
original TNNP model to 454 ms for our WT settings.

Voltage-clamp testing was performed using MATLAB to show
that the basic properties of the fast INa current, the persistent Na™
current and the window current, adjusted for room temperature,
matched those of the WT and mutated currents as determined
in the expression experiments when using the same protocols
and measurement procedures in the presence of a realistic series
resistance (not shown).

Based on our previous modeling experience with a persistent
INa (Christe et al., 2008), it was necessary to allow the model to
stabilize with a small amount of persistent INa before increasing
the persistent INa until reaching at most one-third of the frac-
tion of the fast peak INa observed in expression experiments. This
was the maximal amount of persistent INa tolerated by the het-
erozygous mutation model in order to ensure that a stable AP was
generated at 1 and 1.5 Hz.

DATA ANALYSIS AND STATISTICS

The electrophysiological data were analyzed using macros
in Clampfit (pCLAMP v10.0, Molecular Devices) and cus-
tom programs written using MATLAB (The MathWorks Inc.).
Data are expressed as means + sem (standard error of the
mean). Statistical comparison were performed using an unpaired
Student’s t-test or One-Way Anova with Bonferroni post-hoc
test in Sigma plot (Jandel Scientific software). Differences were
deemed significant at a P-value < 0.05.

RESULTS

CLINICAL CHARACTERISTICS OF THE INDEX PATIENT AND THE FAMILY
MEMBERS

A 34-year-old female was assessed, in the context of a family
history of sudden death, for a remote history of syncope after
awakening to answer the telephone. Her sister had experienced a
series of similar episodes at age 14 and had subsequently collapsed
at rest and could not be resuscitated. The autopsy did not reveal
a cause of death. A maternal cousin and grandaunt also experi-
enced sudden death (Figure 1A). The resting QTc of the proband
ranged from 450 to 485 ms and shortened to 422 ms at peak exer-
cise. The echocardiogram was normal. Nadolol 40 mg once daily
and mexiletine 200 mg twice daily were initiated. While mexile-
tine shortened the QTc (Figure 1B), it was discontinued before
reassessment because of side effects. We identified an A-to-G base
change at nucleotide position 5300 in exon 25 on the SCN5A
gene by PCR and DNA sequencing. The base change led to a
glutamine (Q)-to-arginine (R) substitution at residue 1476. The
Q1476 residue is in a region of the SCN5A gene/Nay1.5 pro-
tein in Na™ channels (Figure 2A) that has been extraordinarily
highly conserved throughout evolution, from humans to zebra
fish (not shown). Another highly conserved glutamine (Q1475,
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FIGURE 1 | Family pedigree and 12-lead ECG of the proband. (A) Family
pedigree. Subjects II-2 and 11-2 and IlI-3 with the LQT3 phenotype (black
circle and square), the arrow indicates the proband. (B) Twelve-lead ECG.
Baseline ECG in the proband, demonstrating a long isoelectric ST segment,
followed by a deferred T was with normal morphology. The second ECG
represents a repeat ECG after 2 doses of 200 mg of mexilitine. The ECGs of
her affected and unaffected daughter are also presented. Voltage scale:
0.5mV/large square, time scale: 0.2 s/large square.

Figure 2A) was located upstream from the Q1476 residue. The
mutation occurred in an important region of the Na™ channel
known as the inactivation gate (Figure 2B). An H558R polymor-
phism was associated with the novel Q1476R mutation. The four
children of the index patient were examined and presented QTc
values of 414, 444, 480, and 502 ms. Three of them underwent an
exercise test and their QTc values went from 444 to 442 ms, 480 to
500 ms, and 502 to 522 ms, respectively. The two who presented
with borderline QTc prolongation were subsequently confirmed
to be carrying the Q1476R variant. The index patient remained
free of symptoms during the 5-year follow-up period.

BIOPHYSICAL CHARACTERIZATION

We investigated whether the novel mutation caused an alter-
ation of the biophysical properties of the Na,1.5 Na®™ chan-
nel that would explain the clinical phenotype of the index
patient. Macroscopic Na™ currents were recorded from tsA201
cells expressing either WT (Nay1.5/WT) or mutant channels
(Nay1.5/Q1476R) co-transfected with the regulatory B;-subunit
(see Methods for more details) (Figure 3A). The mutant Na™
channel current exhibited no significant shift in the current-
voltage (I/V) relationship, and the current density was similar
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acid alignments of the region between transmembrane domains [1S6
and VST (lll-IV linker) showing in red that glutamine 1475 and
glutamine 1476 are highly conserved in human voltage-gated sodium
channels. The IFM inactivation particle is displayed in red. (B) Schematic
representation of the Nay1.5 channel structure displaying voltage

LFIGVIIDNFNQOKKKFGGQDIFMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPOKPIPRPGNKFQGMVFDFVTRQVFDI
LFIGVIIDNFNQOKKKFGGQDIFMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPQKPIPRPANKFQGMVFDFVTKQVFDI
LFIGVIIDNFNQOKKKFGGQDIFMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPQKPIPRPANKFQGMVFDFVTRQVFDI
LFIGVIIDNFNQOKKKLGGKDIFMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPOKPIPRPONKIQGMVYDLVTKQAFDI
LFIGVIIDNFNOOKKKLGGQDIFMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPQKPIPRPLNKYQGFIFDIVTKQAFDV
LFIGVIIDNFNQOKKKFGGODIFMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPOKPIPRPLNKIQGIVFDFVTQQOAFDI
LFIGVIIDNFNQOKKKLGGODIFMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPOKPIPRPGNKIQGCIFDLVTNQAFDI
LFVGVIIDNFNQOKKKLGGQDIFMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPQKPIPRPLNKFQGFVFDIVTRQAFDI
LFIGVIIDNFNQQQOKKLGGQDIFMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPQKPIPRPLNKCQGLVFDIVTSQIFDI

Sk kdkkdkdokdkdh ok kR ek ek ok ke ko ko kR ko Kk ko

Inactivation gate containing IFM motif (DIII-DIV linker)
Q1475 (FHM) highly conserved amino acid.
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sensitive domains, the segments forming the pore domain, and the
inactivation gate. Q1475 and Q1476 are also indicated. The missense
mutation of one these two amino acids leads to several pathologies,
depending on the channel impacted. The mutation of Q1475 in Na,1.1
causes familial hemiplegic migraine (FHM), whereas the mutation of
Q1476 in Na,15 causes LQT3 syndrome.

to that of the WT channel (WT: —739.1 & 73.1 pA/pF, Q1476R:
—690.8 + 69.9 pA/pF) (Figure 3B, Table 1). This result is based
on the measurement of the peak current which is defined as
the maximal absolute current obtained with the stimulation pro-
tocol (see Figure3 legend). This peak current corresponds to
the value where the global conductance reaches its maximum.
A small persistent Na™ current was recorded. The persistent
Na™ current was investigated using a 400 ms two-pulse pro-
tocol, and it was measured as mean of the current between
100 and 350 ms. The magnitude of this persistent current was
significantly (p < 0.05) different from that recorded from WT
channels at —30mV (0.36 4= 0.08%, n = 13 for WT channels,
0.74 £ 0.11%, n = 14 for mutant channels) (Figure 3C, Table 1).
SS activation (Gv) and inactivation curves were also studied
(Figure 3D, Table 1). The Gv curve of the mutant Na™ channel
showed no significant shift (p = 0.340 for Vi, and p = 0.081 for
the slope factor). However, there was a 6.5mV (p < 0.05) shift
in the SS inactivation curve toward more positive voltages for
the Q1764R mutant channel (Vi/; Na,1.5/Q1476R = —85.5 &+
0.4mV,n = 14vs. V12 Nay1.5/WT = —92.0 £ 1.3mV, n = 13).
The slope factor was not significantly affected (p = 0.544). The
mutation did not induce any significant changes in the time
course of the Na™ current decay or the recovery from inactivation
(Figure 4).

The overlap of SS activation and inactivation of Na* channels
defines a range of voltages (i.e., window) where Nat channels
open, resulting in an inward Na™ current that could potentially
depolarize the resting membrane potential and increase myocyte

excitability. The Q1476R mutation induced an increase in the
overlap of Na™ channel activation and inactivation by shifting
the inactivation to more positive potentials. This shift tended to
expand the window and thus, the fraction of permanently acti-
vated channels. Figure 5A shows the predicted window currents
of the WT and Q1476R mutant Nay1.5 channels. The Q1476R
mutation produced a ~7-fold increase in the Na,1.5 window
current, suggesting that more channels had reopened within the
window region. Figure 5B shows the increase in the window cur-
rent together with the increase in the perisistent component,
suggesting that QI476R had a higher probability to open at
voltages ranging from —140 to +-20 mV.

The persistent Na™ current can be attributed to the Nay1.5
channel as it was blocked (0.06 & 0.06%, n = 5) by 10 uM of
tetrodotoxin, a Na™ channel blocker (Figure 6). Mexiletine was
seen to be efficient to treat the patient. The effect of this class
I B antiarrhythmic was thus tested on the persistent Nat cur-
rent. 50 LM of mexiletine importantly reduced the persistent Na*
current (0.09 & 0.03%, n = 5) (Figure 6).

IN SILICO CHARACTERIZATION OF THE CHANGES INDUCED BY THE
HETEROZYGOUS MUTATION Q1476R

The in silico characterization incorporates the heterozygous
aspect of the mutation. This model is used to observe the effects
of the mutation on several parameters including AP, Na* window
current INa (the large inward current surge simultaneous with
AP upstroke is largely off scale), persistent Na™ current (INap),
Nat and Ca?* intracellular concentrations (Na; and Ca;). As a

58

www.frontiersin.org

October 2013 | Volume 4 | Article 126 | 5



Moreau et al.

Sodium overload attenuate LQT3 arrhythmias

A Na,1.5/Q1476R
A5mV
-100
B 450 c
300
50 4
V (mV)
-100 -80 . . 60 80
—e— Na 1.5WT — NEASWT
—— Na 1.5/Q1476R <
i —e— Na/<1.5/Q1476R N g
12 ]
3
= 100 ms
w0l =
D
1.0 4
+80 A
w 081 ; A5mV
£ v -100
o 2140 fge-------oo
5 0.6 140 50 ms
o
-]
8 500 ms
S 0.4 m  [nactivation qo T A
E ® Activation A <> o
S —— Na,1.5/WT 410mv ' :
2] — Na,1.5/Q1476R 40|
0.0 -
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20
V (mV)
FIGURE 3 | Biophysical characterization of Nay1.5/WT and the in red. (D) Voltage dependence of SS activation (circles) or
Q1476R mutant channels. (A) Representative whole-cell current inactivation (squares) for the WT (black) and Q1476R (red) Na,15
traces of the WT (left) and Q1476R (right) channels. Currents were Nay1.5 channels. A standard Boltzmann function was used to fit
elicited using a voltage-clamp protocol where depolarizing pulses activation curves and to obtain the Vi, and given in Table 1
were applied for 50ms from —100 to +80mV in 5mV increments [G(V)/Gmax = 1/(1 +exp(—=(V — V4,2)/k)l. Inactivation currents were
(see protocol in inset). The zero current corresponds to the basal obtained by applying conditioning pre-pulses to membrane potentials
line shown at the beginning of each trace. (B) After normalization to ranging from a holding potential of —140 to —10mV for 500ms in
cell capacitance, current-voltage (I-V) relationships were constructed 5mV increments and were then measured using a 4-ms pulse to
for the Nay1.5/WT (n=13, black) and Q1476R (n= 14, red) channels. —30mV at each step (see protocol in inset). The recorded
(C) Representative current traces obtained after a —30mV inactivation values were fitted to a standard Boltzmann equation
depolarizing pulse showing INap. The Nay1.5/WT channel trace is (V) /lnax = 1/(1 + exp((V — V4,2)/k)) + Cl to obtain the values given
depicted in black while the Na,1.5/Q1476R channel trace is depicted in Table 1.

rule, model simulations were conducted for at least a 2000 s cell
lifetime to ensure that SS in all variables was reached.

With 1-Hz stimulations, at SS, the WT model shows an APDg
of 454 ms and a Na; of 11.94 mmol/L (central column, trace a,
in Figure 7A, and Table 2). The model was then changed to the
heterozygous condition (denoted as WR), with half of the INa
current being WT and half being Q1476R. The first AP obtained
in the WR condition had an APDy, of 587 ms (trace b) without
appreciable change in Na;. Both Na™ window current and INap
amplitudes were increased when the mutation was introduced

5

(2nd and 3rd panels from the top, respectively, central column
of Figure 7A). This was consistent with estimates computed from
the voltage-clamp data (Figure 5). The difference is that the mag-
nitude of the mutation-induced increase in the window current
and in the INap as evaluated in the heterozygous model was
two-fold less than that reported in Table 1, since, in the WR
model, only half of the current is of the mutated type. When
running this heterozygous model to SS (trace c), Na; expect-
edly increased, reaching 12.92 mmol/L, while APDg shortened
to 513 ms. The diastolic Ca; and Ca; transients were also increased
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FIGURE 4 | Time constants of inactivation and of recovery from
inactivation. (A) Curves representing the time constant of inactivation as a
function of the voltage for the WT and Q1476R channels. A two-exponential
function was used to fit the inactivation curves observed on whole cell
current traces: | = Afast (6Xp[—(t — K)/Ttast]) + Asiow (EXPL—(t — K)/Tslow]
+C), where Agqst and Agjow are fractions of recovery of the fast and slow
components, tis time, and k is the delay factor for activation or inactivation.
Trast aNd Tglow Were obtained from the equation from —50 to +20 mV for
the Na, 1.5/WT and Q1476R channels. (B) Recovery from fast inactivation of
the WT (black) and Q1476R (red) channels. Curves were obtained using the
two-pulse protocol shown in the inset. The pulses (+30 mV) induced
maximal activation, and the time interval between pulses represents the
time needed to obtain a re-activation. The recorded recovery from
inactivation values were fitted to a single exponential equation

[A*(1 — exp(—x/1) + C)] to obtain the values given in Table 1.

(Figure 7A, lower panel, central column and Table 2). The instan-
taneous APDg lengthening by 29% due to changing from WT to
WR condition was reduced to 13% vs. WT when the WR model
reached SS. Most of the lengthening was thus counterbalanced
by changes that occurred during regular stimulations for longer
periods (typically 2000 s).

The same simulations were conducted at 1.5Hz until SS
(Figure 7A, 3rd column, and Table 2). APDgy and Naj, respec-
tively stabilized at 392 ms and 13.59 mmol/L for WT (trace a).
After the switch to the WR model, the first AP (trace b) had
an APDgy of 471 ms (Na; remained unchanged). After reach-
ing SS (trace c), APDgg shortened to 436 ms and Na; increased
to 14.57 mmol/L. At SS, the diastolic Ca; and Ca; transients
had increased in the WR model. The increases were larger than
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FIGURE 5 | Na, 1.5/WT and Q1476R window currents. (A) The window
current is defined as the overlap between activation and inactivation. The
window current was obtained using the following equation: (1/(1 +
eXp((VW/Zachann — V)/Kactivation)) x ((1 — o+ exp((V — VW/Zmactivat'\on)/
Kinactivation)) + C). (B) The INap component was added to the window
current of the WT or the Q1476R channel.

those seen at 1Hz (Figure 7A, lower panel, 3rd column and
Table 2).

To test the effect of bradycardia, the stimulation rate was
lowered from 1Hz to 0.5Hz. At SS, the WT model had
a longer APDgy (558ms) and a lower Na; (9.84 mmol/L)
than at 1Hz. In the WR model at 0.5Hz, APDyy and Na;
reached SS values of 705 ms and 10.95 mmol/L (Table 3), while
the diastolic Ca; and Ca; transients decreased (Figure 7A,
Ist column, lower panel and Table3). To determine the
effect of changes in Na; on APDgy, changes in Na; were
applied instantaneously to the model in several settings
(Figure 7B).

In the WT model, from SS at 1 Hz, setting Na; to its value at SS
at 0.5Hz produced an APDg, of 542 ms (Figure 7B, left panel).
This was comparable to the SS APDg at 0.5Hz when Na; was
not imposed (558 ms). Likewise, when SS Na; was imposed in
the WR model at 0.5 and 1 Hz, the APDgs of the next AP were
respectively 683 and 515 ms, vs. 705 and 513 ms at SS when Na;
was not imposed (left panel of Figure 7B and Table 3). At 1 Hz,
in WR model under SS, changing Na; to WT SS value produced
APDyg of 582 ms. This value is close to that of the first WR AP
(APDgg of 587 ms). Then, changing to WT produced APDyj of
451 ms which is similar to SS WT APDyg of 454 ms (middle panel
of Figure 7B and Table 1). At 1.5 Hz (Figure 7B, right panel and
Table 2), APDy, produced by changing Na; values were very close
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FIGURE 6 | Effect of Nat channel blockers on the INap.

(A) Representative current traces obtained after a —30 mV depolarizing
pulse showing INap before and after drug treatment. The Na, 1.5/Q1476R
traces are depicted in black while the traces after treatment are shown in
red for mexiletine (50 wM, left) and blue for TTX (10 wM, right). (B)
Histogram of INap. The INap accounted for 0.36 = 0.08% (n = 13, red
column) of the peak current for WT channel and 0.74 £ 0.11% (n = 14,
orange column) for Q1476R channels (*p = 0.015 when compared to WT
channels). The treatment with 50 M of mexiletine or 10 uM of TTX,
respectively reduced the INap to 0.09 + 0.03% (n = 5, green column,
**p =0.002) and 0.06 + 0.06% (n = 5, gray column, ***p = 0.001). After
treatment, no differences were observed with WT channels. “#" indicate
statistical differences when compared to WT channels, “x" indicate
statistical differences when compared to Q1476R channels.

to those in the original simulations at SS. Thus, applying solely
Na; changes reproduced most of the APDg( decrease observed at
SS.

In the TNNP 2004 model, the only two ion transfer mecha-
nisms that depend on Na;j are the Na™-K* pump (INaK) and
the Nat-Ca?*t exchanger (INaCa) (Ten Tusscher et al., 2004).
Their activity increase when Na;j is increased. In Figure 8A, the
two upper panels are a repeat of the first and third panels from
the top in the middle column of Figure7. The lower panel
of Figure 8A is new and reports the time course of the INaK
and INaCa currents during an AP. There was a large immediate
increase in the duration of the first AP recorded after switching
the model to the WR condition (Figure 8A upper panel, com-
pare traces a and b). This was a direct effect of the increase in
the conductance of the INap (middle panel, blue vs. black trace).
The magnitudes of the INaK and the INaCa exchanger currents
followed the changes in the membrane potential (compare blue
and black traces in the lower panel). We further stimulated the
model at 1 Hz until SS. The APDg( shortened (Figure 8A upper
panel, trace c, orange line). While the changes in INap magnitude
just followed the changes in membrane voltage values (orange vs.
blue trace, middle panel), the magnitudes of both the INaK and
the INaCa currents increased (orange vs. blue trace, lower panel).
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The increase in the INaK current was small compared to the 30%
increase in the magnitude of the INaCa exchanger current.

As seen in Figure 7, there was a concomitant raise in the dias-
tolic Ca; and in the Ca; transients in tandem with the increase in
Na; when the stimulations were applied until SS. To isolate the
effect of the increase in Na;j, we started with the WR model sta-
bilized at 1 Hz and instantaneously changed Na; to that of the
SS WT model (Figure 8B, black to blue traces). The model was
then instantaneously returned to the WT model (Figure 8B, blue
to orange traces). The changes in APDgy, INaK, and INaCa were
comparable to those in Figure 8A. This indicates that, when Na;
was increased, the reverse mode of INaCa provided the main
increase in the outward current that caused the shortening of the
APDy.

A possible contribution of the increase in window current in
the effects of the mutation was tested in the model at steady-
state at 1Hz. The diastolic membrane voltage in the WT situa-
tion was —85.9mV and the threshold for stimulation was 21.4
pA/pE, whereas in the WR situation, they were —85.5mV and
20.8 pA/pF, respectively. Thus, there was a 0.4mV depolariza-
tion and a 2.8% decrease in stimulation threshold. Further, when
the window current of the WR model was made identical to that
in the WT model, by suppressing any changes in steady-state
activation and inactivation curves, the diastolic membrane volt-
age was —85.7 mV and stimulation threshold 21.3 pA/pFE. Thus,
although slightly, the window current appeared to increase cell
excitability.

DISCUSSION

We biophysically characterized a novel LQT3 mutation (Q1476R)
found in a previously symptomatic 34-year-old female with a
classic LQT3 ECG phenotype. The Q1476 residue is a highly
conserved amino acid in all Na® channels (Figure 2) through-
out evolution, from humans to zebra fish. Interestingly, a second
highly conserved Q residue (Q1475) (Figure 2) was found imme-
diately upstream from Q1476. These two residues were located in
the inactivation gate upstream from the IFM motif. Given their
location, they are likely to play a role in the inactivation process.
Moreover, the Q1489H missense substitution on SCNIA encod-
ing the Nay1.1 neuronal voltage-gated Na™ channel (the Q1475
homolog in Nay1.5) is highly expressed in the central nervous
system, including the retina, and is found in patients with famil-
ial hemiplegic migraine (FHM, Figure 2B) (Vahedi et al., 2009).
Unfortunately, no biophysical characterization has been reported
for this mutation. We can speculate that a gain-of-function due to
this mutation may be the cause of FHM.

The present paper provides support for the concept that the
increase in the window current and the increase in the TTX sensi-
tive persistent current due to the LQT3 mutation (Q1476R) cause
LQTS. This is consistent with all studies indicating that muta-
tions in SCN5A causing LQTS are related to a gain-of-function
(Schwartz et al., 2012).

The treatment with 50 uM of mexiletine importantly reduced
the INap observed on Q1476R mutant channels. This might
explain the beneficial effects of mexiletine treatment on the
patient. Unfortunately, the nausea due to mexiletine have
imposed the discontinuation of the treatment.
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FIGURE 7 | In silico simulation of heterozygous cardiomyocytes carrying
the Q1476R mutation. (A) The three columns correspond to different
stimulation frequencies indicated at the top of the figure. From top to bottom:
the action potential (AP), the fast sodium current (INa), the persistent sodium
current (INap), and cytosolic [Ca2*] (Cai). Under column 0.5 Hz, traces at SS
are superimposed: trace a: WT at 1 Hz (black), trace b: WT at 0.5 Hz
(magenta), trace ¢: WR (1/2 WT + 1/2 Q1476R) at 1 Hz (orange), and trace d:
WR at 0.5 Hz (green). Under column 1Hz, trace ais WT at SS at 1 Hz, trace b
is the subsequent AP after changing the model to WR, and trace c is the SS
in WR at 1 Hz. Under column 1.5 Hz, trace a is WT at SS at 1.5 Hz, trace b is
the subsequent AP after changing the model to WR, and trace c is the SS in
WR at 1.5 Hz. (B) Model tests of the role of Na; in determining APDgg.
Instead of running the model until SS, Na; is changed instantaneously to its
SS value. Left panel, trace a shows the SS AP in WT at 1Hz. Trace b shows
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the subsequent AP recorded after changing Naj to the value previously
observed at SS in the WT model at 0.5 Hz (9.84 mmol/L). Trace ¢ shows the
subsequent AP recorded from the model after simultaneously setting the
model to WR and changing Na; to the value for WR at 1 Hz at SS

(12.92 mmol/L). Trace d shows the next AP recorded after changing Na; to the
value previously observed at SS in WR at 0.5 Hz (10.95 mmol/L). Middle
panel, trace a shows the SS AP in WR at 1Hz. Trace b shows the subsequent
AP recorded after changing Na; to its value previously observed at SS in the
WT model at 1 Hz (11.94 mmol/L). Trace c is the subsequent AP recorded
from the model after setting the model to WT. Right panel: Trace a shows the
SS AP in WR at 1.5 Hz. Trace b shows the subsequent AP recorded after
changing Naj to the value previously observed at SS in the WT model at

1.5 Hz (13.569 mmol/L). Trace ¢ shows the subsequent AP recorded from the
model after setting the model to WT.

Table 2 | APDgy, Na;, and diastolic Ca; at steady state recorded in the
model during 1- and 1.5-Hz stimulation.

Table 3 | Effect of bradycardia on APDgy, Na;j, and diastolic Ca; at
steady state.

Stimulation  Parameter WT WR first AP WR

frequency

1Hz APDgp (ms) 454 587 513
Naj (mmol/L) 11.94 11.94 12.92
Diastolic Ca;j (wmol/L) 0.109  0.109 0.135
APDgp in Naj tests (ms) 451 582

1.5Hz APDgg (ms) 392 471 436
Naj (mmol/L) 13.69 13.59 14.57
Diastolic Ca; (wmol/L) 0.179  0.177 0.221
APDgp in Naj tests (ms) 396 484

As expected from its localization, the mutation impacts the
inactivation process. The Q1476R mutation resulted in a depolar-
izing shift of inactivation, which tended to increase the overlap of
activation and inactivation gating (Figure 5). At voltages within
this overlap region, Nat channels are partially but not fully
inactivated, thus increasing the potential for persistent window

WT at WT at WR at WR at

1Hz 0.5Hz 1Hz 0.5Hz
APDgp (ms) 454 558 513 705
Na;j (mmol/L) 11.94 9.84 12.92 10.95
Diastolic Caj (wmol/L) 0.109 0.057 0.135 0.071
APDgg in Naj test (ms) 542 515 683

currents (Attwell et al., 1979). At —50mV, the peak window
current probability predicts that a small percentage (0.1%) of
the mutant channels will be persistently activated. The resulting
inward Na*t current at resting membrane potentials could depo-
larize cardiac myocytes, leading to an increase in their excitability.
The increase in persistent current is not surprising as the muta-
tion is localized in the inactivation gate (DIII-DIV linker). The
effect of this mutation on the inactivation process would be a
decrease of the probability for channels to enter an inactivated
state. Consequently, a small amount of Na, 1.5 Q1476R channels
will not inactivate after the rapid activation. Similar mechanisms
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FIGURE 8 | Time course of INaK and INaCa and summary of SS APDgg
and Na; values. (A,B) Analysis of the contribution of INap, INaK, and INaCa
to APDgg changes. (A) The black traces (a) show the SS AP and currents in
WT at 1 Hz. The blue traces (b) show the subsequent AP and currents
recorded after introducing the heterozygous Q1476R mutation. The orange
traces (c) were obtained after reaching the SS. (B) The black traces (a) show
AP and currents for the WR model stabilized at 1 Hz. The blue traces (b)
were obtained when Naj was instantanously set to Na; of the SS WT
model. The orange traces (c) were obtained when switching to the WT
model. (C) Summary of APDgp and Na; values at SS at three stimulation
frequencies (0.5, 1, and 1.5 Hz) and in the WT and WR models. The green
arrows indicate the transitions due to bradycardia, the red arrow those due
to tachycardia. The magenta arrows indicate the effect of passing from the
WT to WR condition at each frequency.

are believed to underlie the increased excitability of sensory neu-
rons harboring inherited human pain disorder mutations that
produce shifts in Nay1.7 activation and inactivation of similar
polarity and magnitude as those observed in the present study
(Harty et al., 2006; Rush et al., 2006; Dib-Hajj et al., 2010).

The in silico model confirmed the arrhythmogenic potential
of the Q1476R mutation. When the model was changed to the
heterozygous mutated paradigm, there was an immediate effect
that prolonged APDgj. Continued stimulation caused a partial
reversion of this effect when SS was reached. At the same time,
both Na; and Ca; increased. Figure 8C summarizes the effects
of the mutation combined with the heart rate on APDgyy and
Na;. At SS, the accumulation of Nat ions, related both to an
elevated frequency and to the presence of the mutation, tended
to shorten APDgy. This would in turn tend to moderate the
LQT effect of the mutation at elevated heart rates such as under
effort or moderate stress. The gain-of-function due to a persistent

N Y || [

100 mV

2s

FIGURE 9 | Simulation of an interval variations paradigm known to
trigger EADs and Torsades de Pointes. From SS at 0.5 Hz, a series of 40
stimulations were applied at 666 ms intervals. Then, a combination of a
1666 ms interval plus a couple of stimulations at 666 ms interval was
applied twice (panel A). The action potentials produced by model for the
last 12's of the protocol are shown in (B). While the WT model (black line)
shows a separate AP in response to each stimulation, the WWR model
APDgg (magenta line) was longer than the 666 ms interval, causing a
bigeminal aspect: every second AP is smaller and shorter. After the pauses,
EADs were present in the WR model only (arrows).

Na™ current may thus protect against arrhythmogenesis related
to a limited increase in heart rate. However, as was seen in the
model, an overload of Ca; stores may appear at higher rates
and may trigger arrhythmias (Christe et al., 2008). Our data
are consistent with published experimental and model studies
(Pieske and Houser, 2003; Noble and Noble, 2006; Undrovinas
et al., 2006; Soliman et al., 2012). When combined with elevated
Ca’" entry under adrenergic stress, arrhythmias may appear due
to early or late after-depolarizations. Under elevated Ca; con-
ditions, a decrease in the L-type Ca?T current ought to take
place due to the decrease in the transmembrane [Ca®*] gradient
and to the accelerated decay by calcium-dependent inactiva-
tion. Nevertheless, its contribution to the overall effect should be
minor. The slowly activating potassium current IKs was shown
to be increased by elevation of Caj, as due to a relief of KCNQI1
inactivation by calmodulin in a Ca** dependent way (Ghosh
et al., 2006). This feature was absent in the model. Such an
effect would enhance the frequency-dependent effect observed
in the model, resulting into a further shortening of the AP at
high frequencies that would be larger in the WR than in the WT
situation.

A combination of interval variations known to trigger EADs
and forsades de pointes (El-Sherif et al., 1999; Viswanathan and
Rudy, 1999; Tan et al., 2006) has been tested in the model. EADs
appeared in the WR condition while the WT remained unaffected
(Figure 9). This is consistent with emotional stress and exercise as
known triggers of arrhythmias in LQT3 (Schwartz et al., 2001).

Conversely, bradycardia causes a lower Na; and a lengthen-
ing of APD, which are well-known features of bradycardia (Faber
and Rudy, 2000). Changes in diastolic Ca; and Ca; transients
are also observed. Each of these may change the magnitude of
ionic currents and exchangers. Elevated Na; is known to cause
an activation of the Na/K ATPase pump and an increase in the
reverse mode Na-Ca exchanger current. Both of these processes
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may shorten APD (Armoundas et al., 2003), as well as the increase
in Ca?*-dependent inactivation of the Ca** current due to ele-
vated Ca; (Carmeliet, 2006). Our simulations showed that most
of the APD changes were due to changes in Naj, mainly through
a lower INaCa. The LQT effect of the mutation is likely to be
more serious at low heart rates, as illustrated in our simulations
where APDg reached very critical values around 700 ms in the
heterozygous model. Thus, the carrier of the mutation may be
preferentially sensitive to factors triggering arrhythmias when at
rest, which is a characteristic of LQT3 syndrome. During activ-
ity, APD shortening, due to increased entry of Na™t ions, may
protect the carrier against arrhythmias. These results should be
qualitatively reproduced in other models of human ventricular
myocytes, since the basic features of the Na; homeostasis ought to
obey to the same constraints. Furthermore, the functional conse-
quences, as analyzed here for mutation Q1476R, may in principle
be extended for other LQT3 mutations involving an increase in
persistent and window currents. The intracellular Na¥ overload,
as related to the gain-of-function in Nat channels, is proper
to LQT3 and is unlikely in LQT syndromes related to potas-
sium channel dysfunctions. This might be taken into account for
personalized prevention and therapy of LQT3 patients.

LIMITATIONS OF THE /N SILICO MODEL

The basic TNNP model assumed no fraction of INap. However,
the magnitudes of the INaCa, INaK, and Nat background cur-
rents had been adjusted to account for the high Naj in ventricular
human myocytes. The present modified model may thus have an
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APPENDIX h _ 1
Equations used in the TNNP model: nfWT = 14+ evﬁﬁs

WT is a variable taking three possible values: WT = 1 for a pure
WT cell, WT = 0.5 for the heterozygous condition and WT = 0

when all channels are mutated. 1
hian 1476R ~ v is06
1+e 43

gNawr = WT - 14.838

05 : ( 1‘1381,1076.670.lOl;V+6_537,eO.08016-V + 00005)

gNaQ1476R = (1 — WT) - 14.838 - (1 — 0.02) T =
4.83
Nagowr = ENawT * 1wt * hwr - (V — Exa) WT - 14.838 - 0.0019
gNapsWT = fm
1
MinfWT = — v 1536 —
n 1 N evirfi,é fm =3

(1 —WT) - 14.838 - (1 — 0.02) - 0.0033

. 3 =
INagsqia76r — SNaQ1476R * MQ1476R™ * hqia76r - (V — Exa) &NapsQ1476R .
; 3
_ 1 INapsWT = &NapsWT * MinfwT™ * (V — ENa)
MinfQ1476R = ~—— vi513
1+e 82
; 3
INapsQ1476R = §NapsQ1476R * MinfQ1476R" = (V — ENa)
1
0.5 (101.6-ev'0-1135+0.022, G800V T 0'0001)
T = . . . .
" 4.83 INa = INafastWT 1 NafastQ1476R 1 !NapersWT + NapersQ1476R
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4.2 La mutation R148W du géne KCNH2, exprimée a I’état hétérozygote,

diminue la densité du courant hERG et prédispose a des arythmies

Article : The variant hERG/R148W associated with LQTS is a mutation that reduces
current density on coexpression with the WT
Asma Mechakra, Yohann Vincent, Philippe Chevalier, Gilles Millat, Eckhard Ficker,
Marek Jastrzebski, Hugo Poulin, Valérie Pouliot, Mohamed Chahine, Georges Christé
Article publié dans Gene (2013)

4.2.1 Introduction

Cette étude porte sur I'exploration électrophysiologique du variant R148W du géne
KCNH2. Ce variant résulte de la substitution d’'une cytosine en position 442 du géne par une
thymine (c.442C>T) et conduit au remplacement d’un résidu arginine par un résidu
phénylalanine a la position 148 de la protéine (p.R148W). Ce variant a été identifié chez un
jeune enfant décédé par mort subite pendant le sommeil (recu dans le service de
Rythmologie du Pr. Philippe Chevalier, hpital Louis Pradel). Ce variant a ensuite été détecté
par le service de Génétique du Centre de Biologie Est de Lyon (Pr. Robert Rousson, Dr.
Gilles Millat) chez plusieurs membres de sa famille, dont certains présentant un intervalle QT
allongé (Figure 1 et Table 1 de Mechakra et al., 2013) et chez une femme adulte ayant un
QTc de plus de 500 ms, un bloc atrio-ventriculaire et des torsades de pointes (Figure 2 de
Mechakra et al.,, 2013). Ce variant avait déja été rapporté, notamment dans des cas
d’arythmies ventriculaires sévéres mais aussi, plus rarement, chez des sujets sains (Kapa et
al., 2009; Fressart et al., 2010). Ceci posait la question de décider si ce variant devait étre
considéré comme une mutation ou un polymorphisme.

Pour tenter de répondre a cette question, une étude sur les ovocytes de Xénope a été
réalisée lors d’un séjour a Québec dans le laboratoire du professeur M. Chahine (Institut

Universitaire en Santé Mentale, Québec City, QC, Canada).

4.2.2 Résultats et discussion

L’exploration fonctionnelle du variant R148W de hERG a été réalisée par injection d’ARM

messager dans les ovocytes de Xénope. L'étude a montré que cette mutation, a I'état
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homozygote, n’induisait aucune modification des cinétiques ni de 'amplitude du courant Ik en
comparaison au WT (369 = 76 nA pour R148W contre 342 + 55 nA pour le WT, Figure 4 de
Mechakra et al., 2013). Cependant, en coexpression avec le WT, nous avons observé une
diminution de I'amplitude du courant de l'ordre de 29% (243 + 35 nA) sans changement des
cinétiques (Figure 4 de Mechakra et al., 2013)). Un western-blot des protéines WT et mutées
n‘a montré aucune altération de leur maturation dans les deux conditions (Figure 3 de
Mechakra et al., 2013).

Cette mutation est localisée au niveau du domaine proximal de la protéine. Ce domaine
jouerait un réle important dans le processus d’activation lente du canal (Gomez-Varela et al.,
2003; Viloria et al., 2000). Notre étude a montré que le remplacement de I'arginine 148 par un
tryptophane n’altére pas le réle du domaine proximal dans le maintien de I'activation lente du
canal hERG, bien que ces deux acides aminés aient des propriétés physico-chimiques trés
différentes. De méme, aucune modification des cinétiques de désactivation et d’inactivation
n'a été mise en évidence (Figure 5 de Mechakra et al., 2013). A notre connaissance, aucune
autre mutation du géne hERG n’a été décrite sur ce méme acide aminé.

La diminution d’amplitude qui est observée seulement en coexpression avec le WT peut
étre expliquée en supposant que certains canaux composés d’hétérotétrameéres de sous-
unités WT et de sous-unités R148W ne sont pas fonctionnels, alors que les autres canaux
exprimés a la surface sont tout a fait fonctionnels. Afin de valider cette hypothése, on pourrait
faire exprimer aux ovocytes de Xénope des constructions dARNm codant pour le canal
hERG entier avec les 4 sous-unités sur le méme brin ’ARNm. En faisant varier les positions
des différentes sous-unités WT et mutées (WWMM, WMWM, WMMW...), on pourrait alors en
déduire quelle construction est non fonctionnelle.

La diminution d’amplitude du courant I, comme observée ici pour le courant hERG,
pourrait rendre compte du syndrome de QT long de certains porteurs. Nous avons exploré
I'effet de cette diminution d’amplitude dans un modele mathématique de cellule ventriculaire
humaine. La mutation R148W, a I'état hétérozygote, y induit une augmentation (+6,6%) de la
durée des potentiels d’action par rapport a la condition WT (APD90 = 345 ms pour
R148W+WT contre 324 ms pour le WT, Figure 6 de Mechakra et al., 2013).

Tous les résultats présentés dans cette étude ont été enregistrés dans l'ovocyte de
Xénope. L'extrapolation aux cellules cardiaques humaines des patients porteurs de la
mutation présente des limitations qu’il est important de noter. Tout d’abord, les
expérimentations n’ont pas été effectuées sur des cellules humaines, ni méme de

mammiféres. Le fonctionnement de la machinerie cellulaire des ovocytes de Xénope est

68



strement différent de celui des cardiomyocytes humains. De plus, I'exploration fonctionnelle
de ce mutant a été faite a température ambiante (environ 22°C), loin de la température
physiologique de 37°C. Or de nombreux mécanismes sont modifiés par la température,
notamment le repliement des protéines et 'adressage des canaux a la membrane. Enfin,
aucune sous-unité régulatrice du courant Ik, telle que KCNE1 ou KCNE2, n’a été coexprimée
dans les ovocytes.

D'aprés nos résultats, nous concluons que le variant R148W de hERG devrait étre

considéré comme une mutation plutoét qu'un polymorphisme.

4.2.3 Publication
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ABSTRACT

Background: A variant of the ether-a-go-go related channel (hERG), p.Arg148Trp (R148W) was found at heterozy-
gous state in two infants who died from sudden infant death syndrome (SIDS), one with documented prolonged
QTc and Torsade de Pointes (TdP), and in an adult woman with QTc>500 ms, atrioventricular block and TdP. This
variant was previously reported in cases of severe ventricular arrhythmia but very rarely in control subjects. Its
classification as mutation or polymorphism awaited electrophysiological characterization.
Methods: The properties of this N-terminal, proximal domain, hERG variant were explored in Xenopus oocytes
injected with the same amount of RNA encoding for either hERG/WT or hERG/R148W or their equimolar mixture.
The human ventricular cell (TNNP) model was used to test the effects of changes in hERG current.
Results: R148W alone produced a current similar to the WT (369 + 76 nA (mean + SEM), n = 13 versus
342 4+ 55 nA in WT, n = 13), while the co-expression of 1/2 WT + 1/2 R148W lowered the current by 29%
versus WT (243 4+ 35 nA, n = 13, p < 0.05). The voltage dependencies of steady-state activation and inactiva-
tion were not changed in the variant alone or in co-expression with the WT. The time constants of fast recovery
from inactivation and of fast and slow deactivation analyzed between — 120 and + 20 mV were not changed. The
voltage-dependent distribution of the current amplitudes among fast-, slow- and non-deactivating fractions was
unaltered. A 6.6% increase in APD90 from 323.5 ms to 345 ms was observed using the human cardiac ventricular
myocyte model.
Conclusions: Such a decrease in hERG current as evidenced here when co-expressing the hERG/R148W variant
with the WT may have predisposed to the observed long QT syndrome and associated TdP. Therefore, the hetero-
zygous carriers of hERG/R148W may be at risk of cardiac sudden death.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Long QT syndrome (LQTS) is an inherited electrical cardiac disorder
characterized by prolongation of ventricular repolarization (Fressart
et al., 2010) that involves risk of sudden cardiac death (SCD) from
ventricular arrhythmias in a structurally normal heart (Moss et al.,
1985). A subset of LQTS (LQT2) is related to mutations in the human
ether-a-go-go related gene (hERG, KCNH2) encoding Kv11.1, the pore
forming subunit of the rapidly activating delayed rectifier K™ channel
(IKr) (Sanguinetti et al., 1995). To date, about 900 naturally occurring
mutations of hERG have been identified, including about 190 mutations
in the N-terminal domain. The N-terminus of the hERG channel is com-
posed of an initial domain (the PAS domain) conserved among all mem-
bers of the eag family (approximately residues 2-136), and a long
stretch of amino acids (up to residue 377) named “hERG-specific” or
“proximal domain” because of its proximity to the channel core
(Warmke and Ganetzky, 1994). About 108 mutations were found in
the PAS domain with 16 of them being functionally characterized,
whereas only 8 were studied among the 101 mutations found in the
proximal domain (The gene connection for the heart, <http://www.
fsm.it/cardmoc/>, accessed on Sept. 18, 2013) and recent compendia
(Kapa et al., 2009; Kapplinger et al., 2009). However, the proximal
domain is functionally important in maintaining slow kinetics of activa-
tion and deactivation of hERG current (Viloria et al., 2000). The variant
R148W, which is located in this region, causes a significant change
from a positively charged amino acid residue to a hydrophobic one.

This particular variant had been qualified as a polymorphism since 4
carriers were found in 2900 control subjects (Kapa et al., 2009). Fressart
et al. (2010) reported two additional French families with this hERG
variant with cardiac ventricular arrhythmias (V. Fressart personal
communication) and R148W was detected in one out of 44 SCD
survivors but not in 1341 controls (Novotny et al., 2011). More recently,
the presence and the prevalence of R148W were explored in 6500
individuals from the Exome Sequencing Project (ESP) population and
genotyped in a control population of 748 individuals (Andreasen et al.,
2013). R148W was present only in 16 out of 8584 European American
but not in 4406 African American individuals of the ESP database.
According to the in-silico prediction tools, this variant was classified as
pathogenic and was absent in the control population. Thus it is currently
not clear whether R148W represents a rare mutation, a variant modifier
or a polymorphism. To our knowledge, no analysis of the influence of
this variant on hERG current has been reported.

Therefore, we investigated whether the biophysical properties of the
hERG current expressed in Xenopus oocytes would be altered in the
presence of the R148W variant.

2. Methods
2.1. Mutational analysis

Genotyping analysis was performed as formerly described (Millat
et al., 2006). Previously reported primer pairs were used to amplify all
exons of KCNQ1, KCNH2, KCNE1, KCNE2, and SCN5A from the genomic
DNA. All exons were screened for the presence of nucleotide sequence
polymorphisms by single-strand conformational polymorphism (SSCP).
Informed consent was obtained from each subject of this exploration.

2.2. Engineering of mutant plasmid cDNA

The single base pair variant hERG/c442C>T was introduced into a hERG
cDNA in pcDNA3 expression vector (kindly provided by G. Robertson)
using a QuickChange site-directed mutagenesis kit according to the
manufacturer's instructions (Stratagene, La Jolla, California), using
the following nucleotide mutagenic sense and antisense primers:
hERG-c.442T/F (catgacaccaaccactggggcccccccaccage) and hERG-c442T/R

7

(gctggtgggggggccccagtggttggtgteatg), the underlined is the mutation
site. The mutated sites were confirmed by automatic sequencing.

2.3. Expression and electrophysiological studies

Xenopus oocytes were prepared as previously described (Chahine
et al., 1992). Briefly, oocytes were subjected to collagenase treatment
at 2 mg/ml during 2.5 to 3 h, stage V or VI oocytes were microinjected
with 5 ng capped mRNA encoding either wild-type hERG (hERG/WT)
or variant hERG. In a third group of oocytes, 2.5 ng of hERG/WT mRNA
was co-injected with 2.5 ng of variant hERG mRNA in order to repro-
duce the heterozygous condition present in the patients carrying the
hERG variant. Oocytes were maintained at 18 °C in a 2-fold diluted
solution of Leibovitz L-15 medium (Gibco, Grand Island, New York)
enriched with 15 mM HEPES (pH 7.6, adjusted with NaOH), 1 mM
glutamine, and 50 pg/ul gentamycin. Oocytes were used for the experi-
ments at days 3 and 4 after injection. Each experimental day, we
explored in a row, one oocyte from the WT group, one from the variant
group and one from the co-expression group and repeated this pattern,
so that an equal number of oocytes from each group were measured at
similar times after transfection. The macroscopic potassium currents
from the mRNA-microinjected oocytes were recorded using the
voltage-clamp technique with two microelectrodes filled with a three-
molar potassium chloride solution. Membrane potential was controlled
by a Warner oocyte clamp (Warner Instrument Corp., Hamden, Con-
necticut). Voltage commands were generated by computer using
pCLAMP software version 5.5 (Axon Instruments). Currents were
filtered at 1/3 of the sampling frequency (— 3 dB; 4-pole Bessel filter).
The Ringer bathing solution contained (mM): 116 NaCl, 2 KCl, 0.9
CaCly, and 2.9 MgCl,, 5 HEPES; pH was adjusted to 7.6 at 22 °C with
NaOH. The ringer solution was low in Ca? " to reduce the contribution
of Ca? "-activated chloride currents. All experiments were carried out
at room temperature (22 °C).

2.4. Western blot analysis

As previously described, the polyclonal anti-hERG antibody, rabbit
hERG 519, was used to analyze hERG expression in HEK293 cells
(Ficker et al., 2003). Using Fugene 6, cells were transiently transfected
with either 1 pg of WT or 1 ug R148W ¢DNA or a mixture of 0.5 pg of
each cDNA. Two days later, transfected cells were solubilized for 1 h at
4 °Cin lysis buffer containing 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 mM Tris,
pH 8.0, 1% Triton X-100, and protease inhibitors (Complete, Roche Diag-
nostics). Protein concentrations were determined by the BCA method
(Pierce, Rockford, Illinois). Proteins were separated on SDS polyacryl-
amide gels, transferred to polyvinylidene difluoride membranes,
and developed using hERG 519 antibody followed by ECL Plus
(GE Healthcare, Piscataway, New Jersey). Densities of the relevant
spots were measured and normalized versus that of the corresponding
spot in the WT. These normalized densities were averaged from 3 sepa-
rate experiments.

2.5. Evaluation of the functional characteristics of hERG currents

For each oocyte, the membrane capacitance current was evaluated by
computing the integral of the current in response to a 10 mV depolarizing
test pulse of 10 ms duration from a holding voltage at —80 mV.

Voltage-clamp protocols are identical to those previously described
(Christé et al., 2008; Lin et al., 2008).

The voltage dependence of activation and the apparent rectification
at steady state, were evaluated using methods previously reported in
details (Lin et al., 2008). A classical two-pulse voltage-clamp protocol
was used. From a holding potential of —80 mV, the first test pulse
(P1) with variable voltages was applied (from —80 mV to +60 mV with
an increment of 10 mV) followed by the second pulse (P2) to —60 mV.
Values of the current at the end of the first pulse (IengP1) and peak
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Fig. 1. Pedigree of the family. The arrow denotes the proband, an infant who died while asleep. Men are represented by squares and women by circles. The lozenge labeled 1V.4 denotes a
fetus that died intra uterine. A slash over a symbol denotes deceased individual, gray symbols denote carriers of the R148W variant, white symbols denote either non-carriers or not
determined (see Table 1). Double slashes denote divorced or separated couples. For clarity, individuals are given numbers, the roman part of which stands for the generation and the

Latin one for the rank in our database. Further details are presented in Table 1.

current values during pulse P2 (I eP2) were gathered at all voltages
and simultaneously fitted by a sum of two voltage-dependent functions
describing: i) the hERG current, taking into account the reversal voltage,
the fully activated maximal conductance and the steady-state rectifi-
cation and activation variables versus voltage; and ii) the endogenous
oocyte current as described in Lin et al. (2008).

The voltage dependence of the time constant of inactivation was
evaluated using a classical three-pulse voltage-clamp protocol as de-
scribed (Christé et al., 2008).

The kinetics of deactivation were described using a mathematical
model mimicking three subpopulations of channels having different
properties of deactivation, as previously described (Christé et al.,
2008). Channels are distributed among three fractions: channels that
deactivate rapidly (F), channels that deactivate slowly (S) and channels
that do not deactivate at all (N). Channels moved from one subpopula-
tion to the other in a sequential manner:

B B2

Fe<— S «——N

at a2

where a1, B1, 02 and B2 are the rate constants of interconversion, that are
functions of voltage.

2.6. Data analysis and statistics

Analysis of electrophysiological data was done using macros in
CLAMPFIT (pCLAMP v6.0, Axon Instruments) and custom programs
written under MATLAB (The MathWorks Inc., Natick, Massachusetts).
Statistical tests and final figures were prepared using Origin (OriginLab
Corp., Northampton, Massachusetts). The results are expressed in text
and graphs as mean + standard error of the mean (SEM). The number
of measurements (n) is indicated in parentheses. For each figure, black
squares represent WT, red circles represent R148W and green triangles
represent the co-injection of WT + R148W.

2.7. Human cardiac ventricular myocyte computer modeling

The CellML version a of the human ventricular myocyte model of Ten
Tusscher, Noble, Noble and Panfilov (ten Tusscher et al., 2004) (TNNP
model) was run under Windows XP using Cellular Open Resource
(COR v 0.9.31.1409, by Dr. Alan GARNY). Action potentials were
produced at 1 Hz stimulation for at least 10 min of cell lifetime, so

that all variables reached a dynamic steady state. APD90 was measured
between AP upstroke and 90% repolarisation from the initial plateau
amplitude.

3. Results

3.1. Clinical background

The hERG/R148W variant was found in 3 separate patients:

—_
~—

Ayoung child aged 13 months, who died suddenly during sleep. The
variant was also found in several family members, a few of which
have a prolonged corrected QT interval (QTc, corrected to 60 bpm
reference heart rate using Bazett's formula, i.e. QTc = QT/vRR,
with RR in seconds) on the electrocardiogram (see family pedigree
in Fig. 1 and clinical data in Table 1).

The average QTc of the 8 carriers of the variant was 429 4+ 8 ms.
Although this is lower than the usual limit of 440 ms for suspicion
of long QT, mutation carriers IIl:5 and III:15, however, had QTc

Table 1
The available genetic and clinical data concerning family members as depicted in the
pedigree in Fig. 1.

Number Born Carrier (hERG/R148W) QTc value (ms)
11:2 1940 Carrier na.

1:4 1941 Carrier 420

1.9 1946 Carrier na.

1:12 1951 Carrier na.

I:15 1944 Heterozygous carrier (2x) na.

1:17 1948 Non carrier 400

111:4 1972 Carrier 419

1I:5 1981 Carrier 450

:12 1984 Not determined 425

1:15 1966 Carrier 470

1:17 1973 Heterozygous carrier (2x) <405

11:18 1973 Non-carrier (2x) 440

1:19 2003 Heterozygous carrier (2x) 420 (QT = 374 ms)
v:4 2006 Carrier 440

.7 2003 Heterozygous carrier” na.

Iv:8 2007 Non carrier (2x) 300

vV:9 2009 Heterozygous carrier (1x) 380-440

*Individual IV:7 (in bold) is the propositus who died in December 2004 from SIDS while
asleep, n.a.: not available.
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Fig. 2. ECG evidence for TdP in the Polish patient. A and B: Extracts from a Holter recording of mutation carrier IV:9, from the family in Fig. 1, taken at high (A) and at low (B) heart
rates, showing split T waves, more conspicuous at low heart rates. Incomplete adaptation of QT interval at high rate is revealed by P wave occurring before completion of T wave
(arrows in A). C and D: ECG recording at rest. C: Leads V1 to V3, D: Leads V4 to V6. In C, note the third degree AV block with a regular PP interval at 0.72 s (P waves denoted by
arrows and P), a regular RR interval at 1.16 s (R symbols), and a QT duration of 430 ms (QTc of 400 ms). Split T waves in V3 lead are denoted by * when unambiguous. E: Poly-
morphic ventricular tachycardia episode recorded in the same patient.
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values of 450 and 470 ms, respectively. Interestingly, Holter record-
ings taken in another relative (number IV:9) (Figs. 2A and B) show,
at high heart rates, a weak accommodation of QT length, the P wave
starting before complete return of the T wave to baseline (arrows in
Fig. 2A). The average QTc value at high heart rate of 157 bpm
(Fig. 2A) was 435 4+ 4 ms (n = 14) whereas it was 382 4+ 8 ms
(n = 8) at low beat rate of 87 bpm (Fig. 2B), confirming the lack
of adaptation of QTc to high rate. In addition, the T wave presents
with a flat dome at high rate that evolves into a partial split aspect
at low rate. No pathogenic mutations were identified in the KCNQ1,
KCNE1, KCNE2 and SCN5A genes of the proband.

\S)
—

A male SIDS case, together with other non-synonymous polymor-
phisms: hERG/K897T, SCN5A/R34C, SCN5A/H558R, and KCNE1/G38S.
The R148W variant was also present in his father who displayed a
normal ECG (Millat et al., 2009).

A Polish woman who had degree III atrioventricular block and
bradycardia-related QT prolongation with polymorph ventricular
tachycardia (see ECG recordings in Figs. 2C, D and E) that resulted
in SCD aborted by defibrillation. Of note is the presence of split T
waves (Fig. 2C). This patient was implanted with a dual chamber
pacemaker and remains stable without any further arrhythmic or
syncope episodes. No pathogenic genomic variation was identified
in KCNQ1, KCNE1, KCNE2 or SCN5A. There was no familial history of
SCD.

w
—

3.2. Mutation structure

The p.Arg148Trp variant (R148W) corresponds to the substitution of
cytosine 442 by a thymine (c.442C>T) (Fig. 3A) which replaces the
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Fig. 3. Identification and in vitro expression of the mutants. A: Chromatogram showing the
single point variation C>T found at position 442 in the nucleotide sequence of the hERG
gene (arrow). B: Example of a Western blot analysis of hERG proteins in HEK293 cells.
Note the presence of the core-glycosylated form (cg) and of the fully glycosylated form
(fg) in protein extracts from cells transfected with 1 pg of the WI/hERG cDNA (left lane),
or with 1 pg of the mutant cDNA (right lane) or their equimolar mixture (0.5 ug of each,
middle lane). C: Quantitative analysis of the Western blots in B. Densities of the fg spots
for each of the three lanes were normalized to that of the WT lane. The bar graph reports
mean 4+ SEM values of the relative densities of the fg spots from 3 separate experiments.

conserved arginine residue in position 148 by a tryptophan. This mis-
sense variant was not identified in 400 normal chromosomes.

This variant is reported as germline by NCBI dbSNP (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/projects/SNP) under rs139544114 but absent from 1000-
Genomes (http://www.1000genomes.org/) and LOVD (http://www.
genomed.org) databases. It is evaluated as benign by MutationT@ster
(http://mutationtaster.org) but deleterious by SIFT (http://sift.bii.a-star.
edu.sg/) and as “probably damaging” by Polyphen2 (http://genetics.
bwh.harvard.edu/pph2/). Exome Variant Server (EVS: http://evs.gs.
washington.edu/EVS) reports its presence in 16 out of 8584 European
American controls but not in 4406 African Americans.

The Western analysis of the R148W protein (Fig. 3B) showed the
presence of core glycosylated and fully glycosylated (fg) forms. A densi-
tometry analysis of the fg bands showed that the amounts of the fully
glycosylated, cell surface form, of hERG following either transfection
with 1 pg hERG/R148W cDNA, or co-transfection with 0.5 pg hERG/
R148W cDNA and 0.5 pg hERG/WT cDNA did not differ from that after
transfection with 1 pg hERG/WT (Fig. 3C).

3.3. Properties of hERG/R148W variant channels

Measurements of characteristics of the hERG current included:
current amplitude, activation time constant, and voltage depen-
dence of steady-state activation and of apparent rectification. In
our experiments, we used a double-pulse voltage-clamp protocol
(see inset to Fig. 4), and current traces (see examples in Fig. 4)
were analyzed as described in the Methods. The amplitude of cur-
rent at the end of pulse P1 versus voltage yielded a bell-shaped
curve characteristic of hERG currents (Fig. 4E). The R148W variant,
expressed alone or co-expressed with the WT, did not produce
any kinetic modification. The amplitude of the current at the end
of pulse P1 (lengpq in Fig. 4E), was lower in cells co-expressing
both plasmids than in cells expressing either WT or R148W plasmids
alone, but not significantly.

Peak current amplitudes during the second test pulse (Fig. 4F)
account for the degree of activation due to pulse P1. Again, the
R148W variant developed currents similar to WT (369 + 76 nA,
n = 13 versus 342 4+ 55 nA, n = 12 for the WT). However, on co-
expression with WT, the R148W variant led to a significant current
decrease (about 29%) at membrane voltages above —20 mV
where the current is maximally activated (243 + 35 nA, n = 13
versus 342 4 55 nA, n = 12 for the WT).

It is usual to normalize current magnitudes to cell membrane ca-
pacitance. Cell capacitance measurements (see Methods) yielded
values that were quite homogeneous from one egg to another and
differed slightly among the three groups of cells used for the mea-
surements: the mean £ sd (SEM) were: 26.3 4+ 2.7 (0.8) pF for WT
(n = 12); 23.8 & 2.0 (0.6) pF for R148W (n = 13); 24.3 £ 3.2
(0.9) pF for R148W + WT (n = 13). The relative statistical disper-
sion of the current amplitudes was computed as the ratio of the
SEM to the mean for each series, before and after normalization to
cell capacitance. It was decreased from 0.21 to 0.19 for R148W but
increased from 0.16 to 0.175 for the WT and from 0.14 to 0.16 for
R148W + WT. If whole-cell current would be related to egg cell ca-
pacitance, one would expect that normalization would appreciably
decrease the relative dispersion of each data series. Here we observe
a slight decrease for R148W, but an increase for the two other data
series. Thus, a putative link of current magnitudes to Cm did not ac-
count for cell-to-cell dispersion of current magnitudes. Therefore we
reported the whole-cell current values.

When current traces recorded during pulse P1 were fitted with
an exponential function to evaluate the time constant of activ-
ation (Fig. 4G), the R148W variant had no effect either alone or on
co-expression with WT. The voltage dependencies of steady-state acti-
vation and apparent rectification were identical in the three expression
conditions (Fig. 4H).
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3.4. Analysis of deactivation kinetics of the hERG current

After hERG current was activated with a conditioning pulse of 2 s
duration at +40 mV, we applied a test pulse at voltages from — 120 mV
to +20 mV in + 10 mV increments (Fig. 5A). This deactivating pulse lasted
8 s. Current traces recorded during this second pulse were fitted with a sum
of three exponential functions plus a constant:
y= Irecov.inad . exp(_t/ Trecov.inaa) + Ifast . exp(_t/ Tfast) + lslow
: exp(_t/Tslow) + Iinf~
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In this analysis, the first exponential corresponds to recovery from
inactivation (complete within 10 to 50 ms) which is followed by
current deactivation composed of a fast and a slow phase. The I;,¢ con-
stant corresponds to the current through channels that do not
deactivate.

We explored the effect of R148W on the fractions of the current
available (after recovery from inactivation) at the beginning of
pulse P2 which will eventually undergo either fast or slow deactiva-
tion or which will not deactivate at all (Fig. 5B). Firstly, we extract-
ed from the results of the fit, the initial amplitude of the fast (If.s)
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Fig. 4. Representative recordings of currents from Xenopus oocytes injected with 5 ng hRERG/WT mRNA (A), 5 ng hERG/R148W mRNA (B), a mixture of 2.5 ng WTand 2.5 ng R148W mRNAs
(C) or injected with water alone (D). The upper panel illustrates the voltage-clamp protocol used. Sampling frequency was 1 kHz. The current amplitudes measured at the end of pulse P1
(Ienap1) or at the peak of current during pulse P2 (Ipeaxp2) were corrected from endogenous current (see Methods) and plotted versus voltage of pulse P1 in panels E and F respectively.
In panel F, symbols (*) denote significant difference (p < 0.05) in average current amplitudes between oocytes co-injected with WT and R148W hERG and those injected with WT alone
G: Time constant of activation versus voltage as evaluated from fitting an exponential function to the time course of current during pulse P1. H: Plots of the steady-state activation and
apparent rectification variables recalculated using the parameter values as derived from the ensemble fit of lenap1 and Ieapz currents versus voltage data (see Methods and (Lin et al,,

2008)). (n = 13-21).
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and slow (Isjow) exponentials and the infinite time value of the
function (I;,¢) for each voltage for every oocyte (see an example of
the results of this analysis in Fig. 5B). The ratio of these values to
the sum of If,, Isiow and Iinr served to evaluate the fraction of each
deactivation component. Then we computed, for each series of
injected oocytes, for each component of deactivation and for each
voltage, the mean fractions, which were plotted versus voltage in
Fig. 5C. Note that the distribution among the three components is
not significantly influenced by R148W. In addition, the R148W
variant, alone or on co-expression with WT, did neither alter the
fast (Taug,s) nor the slow (Taugew) deactivation time constant
when compared to WT (Figs. 5E and F).

3.5. Analysis of R148W effects on inactivation kinetics

A three-pulse voltage-clamp protocol was used. From a holding
voltage of —80 mV, the first pulse of 2 s duration to +50 mV was
used to cause maximal channel activation, followed by a 24 ms
conditioning pulse to — 160 mV to largely relieve inactivation. The
third pulse followed immediately, to voltages between — 80 and
+50 mV in 20 mV increments, to elicit inactivating hERG currents.
The time course of decay of the current recorded during this third
pulse was fitted with a single exponential function in order to
measure the time constant of inactivation. These values have been
plotted versus voltage in Fig. 5D, together with the time constants
of recovery from inactivation as evaluated during the analysis of
deactivation kinetics (see above). Again, there was no difference
between WT and R148W either expressed alone or co-expressed
with WT (Fig. 5D).

4. Discussion
4.1. Functional correlates

According to a study by Kapplinger et al. (2009), screening of 2500
LQTS patients showed that 21% of mutations were found in the proximal
domain of hERG. However, up to now, only 8 of these 101 mutations
were characterized electrophysiologically while 16 of the 108 muta-
tions in the nearby PAS domain were studied. Thus, variants in the prox-
imal domain are not well characterized due to a perceived increased
pathogenicity of mutations in the PAS domain (Kapa et al., 2009). In
contrast, Viloria et al. (2000) found that suppression of the proximal
domain induced a dramatic acceleration of channel activation accompa-
nied by a shift of steady-state activation towards hyperpolarized
voltages. In fact, it has been suggested that the entire proximal domain
is involved in the modulation of hERG gating (Kapa et al., 2009). Indeed,
selectively removing the proximal domain causes an acceleration of
forward transitions towards channel opening (Gomez-Varela et al.,
2002). This may be due to a particular distribution of charged amino
acid residues in the proximal domain which modulates activation gat-
ing (Saenen et al., 2006).

The lack of any kinetic changes in hERG current recorded from
oocytes injected with either R148W alone or together with the WT,
suggests that this residue does not interfere with hERG gating despite
the fact that residue 148 is localized within a segment of the protein
(residues 143-172), the deletion of which causes a positive shift in
steady-state activation (Saenen et al., 2006). In other words, the transi-
tion at position 148 from a residue with a strongly basic side chain
(arginine) to a residue with an aromatic side chain (tryptophan)
might not alter the molecular interaction of the proximal domain with
the core region of the channel.

In contrast, Fodstad et al. (2006) showed that hERG/R176W, which
achieves an identical substitution at a location 28 residues further in
the proximal domain, decreased current density, which they have
attributed to a combination of defective trafficking and acceleration of
deactivation kinetics. In the present study, however, expression of

R148W alone did not decrease current amplitude when compared to
WT expressed alone. The variant R148W is unlikely to cause trafficking
defect of hERG (Fig. 3B), since the amount of fully glycosylated protein
(fg) was not significantly altered by the mutant either expressed alone
or co-expressed with the WT (Fig. 3C).

Mutants of hERG located in other regions of the channel have
been found to traffic normally to the membrane but show lower
current density without changes in kinetics. In particular it has
been shown that N633D is core- and fully glycosylated, traffics nor-
mally to the membrane and is co-assembling correctly with WT
hERG. Yet the whole-cell current shows reduced conductance
(Hsueh et al., 2008). The same group showed that the C-terminal
truncated P923fsX51 protein displays normal trafficking and co-
assembles into tetramers with the WT hERG but carries a current
reduced by 34%. The G628S mutated hERG protein traffics normally
to the membrane (Anderson et al., 2006; Zhou et al., 1998) but
carries less current when co-expressed with the WT without chang-
es in current kinetics (Sanguinetti et al., 1996). Mutation R744P
displays the same pattern (Aidery et al., 2012), as well as R328C
(Anderson et al., 2006; Chevalier et al., 2001). Similarly to these
mutations, R148W appears to cause a class 4 mechanism of hERG
channel dysfunction (Delisle et al., 2004).

Because the hERG channel consists of a tetramer of o subunits,
the reduction in current might be explained if all homo- and
heterotetramers would traffic to the cell surface but a subset of
heterotetramers of mutant and WT subunits in certain configura-
tion(s) would lead to non-functional channels. Among all possible
tetramers (January et al., 2000), three of the heterotetrameric
forms each represents 25% of all channels. Such a fraction of current
loss would be consistent with the 29% lower current observed here
in co-expression experiments.

4.2. Is hERG/R148W a polymorphism or a mutation?

The hERG/R148W variant was reported in four previous studies.
Tan et al. (2006) reported R148W first in a patient with LQT and
TdP. However, the patient carried an additional variant hERG/F98S.
hERG/R148W was classified as a polymorphism by Kapa et al.
(2009) who reported it in 4 out of 1369 controls. Furthermore,
R148W was found in 4 families with long QT and TdP or SIDS but
not in 100 controls by Fressart et al. (2010). Novotny et al. found
R148W in one of 45 ventricular fibrillation survivors with coronary
artery disease but neither in 90 matched healthy controls, nor in
141 matched patients with coronary artery disease that did not
show malignant arrhythmias (Novotny et al., 2011). In the present
study it was not found in 400 control chromosomes. Fressart et al.
pointed out that the R148W variant of hERG has characteristics of
both a polymorphism and a mutation and that analysis of family
segregation did not disclose the true nature of this variant
(Fressart et al., 2010). Thus, R148W can be considered at the same
time a rare polymorphism and a pathogenic mutation. We found
the R148W variant in a proband who died suddenly from SIDS and
in 12 other members of his family of which four have a QTc value
>440 ms. Besides, figures of split T waves were seen on the ECG
in two carriers of the mutation (Fig. 2): in a relative of case 1 and
in case 3, and abnormal adaptation of QTc interval to high heart
rate was seen in a relative of case 1 (Fig. 2A), which is a sign asso-
ciated with LQTS (Aziz et al., 2011). Most carriers of the R148W var-
iant are asymptomatic and do not show a prolongation of the QTc.
In families carrying R148W, long QTc and syncopes segregate usual-
ly with the mutation (this data and personal communication from
V. Fressart et al.). However, at least one homozygous carrier was
also asymptomatic (V. Fressart et al. personal communication),
which agrees with the lack of effect of R148W on the amplitude
and kinetics of the currents when expressed alone in Xenopus
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Fig. 5. Deactivation and inactivation properties of the variant hERG current. A: Example of currents recorded in response to voltage-clamp protocols to show that voltage escape was merely
absent. B: An example of analysis in one oocyte of the amplitudes of the three components of deactivation at each voltage: the fast one (squares), the slow one (circles) and the non-
decaying one (triangles). Their sum recapitulates the fully activated current-voltage curve, i.e.: the value of the current during pulse 2 extrapolated to time zero in the absence of the initial
rapid recovery from inactivation. C: The fraction of current decaying fast (Fp.g), slowly (Fgow) and the fraction of non-decaying current (Fi,¢) were plotted versus voltage (n = 3-6). D: Time
constant of inactivation versus voltage (open symbols), as evaluated from a 3-pulse protocol as previously described (shown in the inset) (Christé et al., 2008), plotted together with the
time constant of recovery from inactivation (filled symbols), as evaluated from the initial very fast component in the analysis of the time course of current during pulse 2 of the protocol in
A, in 5 to 8 Xenopus oocytes. The time constants of fast (Taug,s) and slow (Tauge,) deactivation were evaluated (see Methods) and respectively plotted in panels E and F versus second

pulse command voltage.

oocytes. However, following co-expression with WT (heterozygous
condition), R148W decreased whole-cell current density by 29%.

When this change was introduced into the TNNP model of the
human cardiac ventricular action potential (see in Methods) stabi-
lized at 1 Hz stimulation, it caused a 6.6% increase in APD from
323.5 ms to 345 ms as shown in Fig. 6.

These results may, in part, explain the prolongation of the QTc inter-
val observed in patients heterozygous for R148W, and could also explain
the predisposition of newborn carriers to TdP and to sudden cardiac
death. However the moderate decrease in hERG current density and in-
crease in AP duration as seen in the cardiac cell model are in line with
the fact that not all carriers of the variant are symptomatic. Therefore,
additional factors are likely to contribute to the diseased state.
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4.3. Study limitations

Extrapolating the present results to the cardiac cells in the carriers of
the mutation faces several limitations. The kinetic properties of the
hERG channels have been explored at room temperature and found un-
altered by the mutation. The possibility that this may not hold at a phys-
iological temperature of 37 °C in a mammalian cell line has not been
tested. Neither did we explore the influence of the mutation at even
higher temperatures (fever) or under acidosis, conditions that may
occur in infants subjected to SIDS. The hERG channel as expressed
here differs from the functional IKr channel as within a human cardiac
cell, since interacting molecules such as KCNE2 (MiRP1) (Abbott et al.,
1999; Weerapura et al., 2002), KCNE1(MinK) (McDonald et al., 1997;
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Fig. 6. Change of the human action potential duration (upper panel) and the hERG current
(lower panel) when the hERG conductance was reduced by 29% (gray line) versus the con-
trol conditions (black line), as predicted by the used model of the human ventricular
myocyte (see Methods); stimulation at 1 Hz.

Um and McDonald, 2007) or KCNQ1 (Guo et al., 2011), that interfere
with hERG properties or protein life time, were absent. In spite of
these limitations, the present work shows that the R148W mutation of
hERG interferes with the WT hERG in co-expression conditions so that
the hERG current is significantly decreased, and that a trafficking defi-
ciency is unlikely.

5. Conclusion

Although representing a significant change in chemical properties of
the amino acid residue side chain, the variant hERG/R148W altered
neither the kinetic properties of the hERG channel expressed in Xenopus
oocytes nor the trafficking, as tested in a mammalian cell line. However,
when co-expressed with the WT, it caused a 29% reduction in the hERG
current, that, if present in ventricular cells of a human carrier, could partly
explain QTc prolongation, and may have predisposed to TdP, syncope and
SIDS found in some hERG/R148W carriers. Therefore, this variant might be
more than a benign polymorphism.
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4.3 Le résidu aromatique F627 de la protéine hERG joue un réle crucial dans
les phénoménes d’inactivation, de sélectivité ionique et de sensibilité

pharmacologique du canal

4.3.1 Introduction

Une mutation localisée dans le domaine du pore, dans la boucle S5-S6 de la protéine
hERG a été identifiée chez un patient atteint de SQTL. Cette mutation cause le remplacement
d’'un résidu phénylalanine par une leucine a la position 627 (Splawski et al., 2000; Chang et
al., 2002; Lin et al., 2008).

La mutation p.F627L est localisée au sein de la séquence GFG, synonyme de la
séquence GYG des autres canaux potassiques. Cette séquence, trés conserveée, joue un réle
tres important pour la conduction sélective du canal hERG, qui véhicule 100 fois plus de
potassium que de sodium (Heginbotham et al., 1994). De plus, il a été montré, dans le canal
KcsA, que ce résidu aromatique, via différentes interactions, joue un réle clé dans la structure
du pore du canal (Doyle et al., 1998).

En outre, il a été montré par mutagénése dirigée que les résidus localisés pres du filtre de
sélectivité, dans la région T623 a V659 jouent un rdle important pour I'affinité de différents
bloqueurs du canal hERG (Mitcheson et al., 2000b; Kamiya et al., 2006).

Dans cette étude, nous avons voulu explorer les propriétés électrophysiologiques du
variant F627L. Nous avons analysé ses effets sur les propriétés biophysiques du courant
hERG ainsi que sur la sensibilité du canal a deux molécules : un bloqueur spécifique, E4031

et un anti-arythmique, le dofétilide.
4.3.2 Méthodes
4.3.2.1 Systeme d’expression
Les mesures ont été faites en voltage-clamp a double microélectrode dans I'ovocyte de
Xénope et a température ambiante. Les ovocytes ont été injectés d’'une méme quantité

d’ARN messagers (200 ng) codants pour la protéine hERG WT, la protéine hERG F627L ou

bien d’'un mélange des deux afin de reproduire la condition hétérozygote.
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4.3.2.2 Solutions et perfusion extracellulaire

Un systéme de perfusion par gravité avec un débit constant de 0,5 mL/min a été utilisé
pour perfuser les ovocytes avec différentes solutions. Le changement complet de la solution
ou sont baignés les ovocytes se fait en moins de 10 secondes.

La solution de Ringer contréle contient: (en mM): 116 NaCl, 2 KCI, 0,5 CaCl,, 2 MgCly,
et 5 HEPES (pH ajusté a 7,6 avec NaOH).

Pour les enregistrements effectués en présence de différentes concentrations
intracellulaires en Na* et K', une quantité équimolaire dions N-méthyl-D-glucosamine
(NMDG") a été utilisée pour remplacer les ions Na* et K™ afin de maintenir une osmolarité

constante (Tableau 5).

Tableau 5 : Composition des solutions utilisées lors de différentes expérimentations (en mM).

[NaCl] [KCI] [NMDG] [CaCl.- [MgCl.- [HEPES]
2H,0] 8H,0]
Solution 1 116 2 0 0,5 2 5
Solution 2 58 2 58 0,5 2 5
Solution 3 29 2 87 0,5 2 5
Solution 4 14,5 2 101,5 0,5 2 5
Solution 5 58 0,58 57,4 0,5 2 5
Solution 6 58 5.8 52,2 0,5 2 5
Solution 7 58 29 29 0,5 2 5
Solution 8 58 58 0 0,5 2 5
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4.3.2.3 Caractérisation biophysique

Les méthodes utilisées pour I'évaluation des caractéristiques fonctionnelles du courant

hERG sont identiques a celles précédemment décrites (Christe et al., 2008; Lin et al., 2008).

Les mesures de la voltage-dépendance de l'activation et de linactivation ont été

ajustées par une fonction de Boltzmann:

1
.}I = = I
e

ou Vp, est le potentiel de commande, V4., le potentiel de demi-activation ou de demi-

inactivation et S gouverne la pente de la courbe au point V..

L’évaluation du potentiel d’'inversion (E.,) a été réalisée en utilisant un protocole de
voltage particulier combinant un créneau et des rampes de voltage. Le courant mesuré durant
les rampes montantes et descendantes a été porté en fonction du voltage. Une correction de
I'effet de la capacité membranaire a été faite en soustrayant la moitié de la différence entre le
courant a -140 mV de la rampe descendante et celui de la rampe montante. La valeur du
potentiel d’inversion est alors mesurée a la valeur zéro courant dans la rampe montante. Les
valeurs estimées par ce protocole particulier sont identiques (x2 mV) a celles mesurées
classiquement lorsqu’on porte les valeurs de courant du deuxiéme créneau de voltage du

protocole de désactivation (prises 45 ms aprés le début du créneau 2) (Figure 24).
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Figure 24 : Analyse du potentiel d’inversion du courant hERG.

Un protocole de voltage particulier combinant un créneau et des rampes a été utilisé (A). Le courant
enregistré est montré en (C). Les courants mesurés pendant les rampes descendantes et montantes sont portés
en fonction du voltage avant (B) et aprés (D) correction de I'artefact da a la capacité membranaire. En D, les
cercles montrent la mesure des courants sur la méme cellule 40 ms apreés le début du deuxiéme créneau de
voltage, suivant la méthode conventionnelle.

4.3.2.4 Evaluation des perméabilités fractionnelles

La perméabilité fractionnelle des canaux hERG pour chaque ion a été évaluée par
ajustement des variations d’Erev en présence de différentes concentrations extracellulaires

en [Na'] ou [K'] par I'équation de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) (Goldman, 1943; Hodgkin
and Katz, 1949).

g - (e [Na*] o+ Fg* [K*]p + By * [NMDG'], + Rpa = [Ca®7], + Py = [Q7];)
rer —

F 7% (Ryy »[Na*];+ B » [K°]; + Buae * INMDG']; + Rg » [Ca™*]; + By = [CI7],)

ol E,e est la valeur du potentiel d’inversion, [Na*], [K* ], [NMDG" ], [Ca®*] et [CI'] sont
les concentrations respectives des ions Na*, K* , NMDG" , Ca?* et CI', Pna, Pk, Pnvne, Pca et

Pc sont leurs perméabilités respectives. Le suffixe o se réfere a la concentration
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extracellulaire et le suffixe i se référe a la concentration intracellulaire. Les concentrations
intracellulaires des ions dans I'ovocyte de Xénope ont été établies par Dascal (Dascal, 1987):
(en mM) 22,5 [Na'], 150 [K'];, 0 [NMDG'];, 107 [Ca®*] and 62 [CI]..

4.3.2.5 Evaluation de la sensibilité aux bloqueurs

Afin d’évaluer la sensibilité aux bloqueurs, les ovocytes sont soumis a une
dépolarisation de 6 secondes a 0 mV, appliquée toutes les 12 secondes. Le protocole est
appliqué avant et pendant la perfusion des bloqueurs afin d’explorer le développement
complet du blocage des canaux. La valeur au pic du courant de queue observée lors du
retour a -80 mV est mesurée et on lui soustrait celle mesurée 4 secondes plus tard.

Pour évaluer le degré d’inhibition, on calcule pour chaque ovocyte le rapport entre le
courant maximal mesuré en présence de la molécule et celui mesuré avant.

Les doses utilisées sont celles qui produisent 80% du blocage du courant hERG WT
exprimé dans les ovocytes de Xénope: 1 uM pour le dofétilide (Ficker et al., 1998) et 5,7 uM
pour E4031 (Kamiya et al., 2006).

4.3.2.6 Analyse statistique
Les données sont exprimées en moyenne + SEM. La comparaison des résultats est
évaluée par un test-t et est donnée significative pour une valeur de p<0,05. Des résultats
jugés significatifs sont indiqués par une étoile (*) dans les figures.
4.3.3 Résultats
4.3.3.1 Relation courant-voltage
Tout d’abord, 'amplitude du courant hERG a été étudiée grace a l'application d'un
protocole conventionnel a double créneau de voltage (Figure 25A). A partir d’'un potentiel de
maintien a -80 mV, les ovocytes sont dépolarisés pendant 2 secondes par des créneaux

allant de -80 mV a +60 mV avec un incrément de 10 mV. Les ovocytes sont ensuite

hyperpolarisés pendant 3 secondes a -120 mV avant de retourner au potentiel de maintien.
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Figure 25 : Tracés représentatifs du courant hERG.

Le courant est mesuré en réponse a I'application d’'un protocole de voltage-clamp (A) sur des ovocytes
de Xénope injectés par de 'TARNm hERG WT (B), d’'un mélange d’ARNm WT et F627L (C), ou bien d’ARNm
hERG F627L seul (D).

Lorsqu’on porte les valeurs de courant mesurées a la fin du premier créneau dépolarisant
en fonction du voltage, on observe que la mutation F627L, exprimée seule ou en mélange
avec le WT, entraine une voltage-dépendance du courant différente de celle observée chez le
WT seul (Figure 26A). En effet, la mutation entraine une perte de lallure en cloche
caractéristique du courant hERG. La rectification entrante observée pour des voltages
supérieurs a 0 mV est alors perdue et le courant augmente linéairement avec I'amplitude de
la dépolarisation. L’amplitude du courant, qui est plus faible chez le mutant ou I'hétérozygote
par rapport au WT, en dessous de 0 mV, devient largement supérieure pour de grandes
dépolarisations.

Lorsqu’on mesure I'amplitude du courant au début du deuxiéme créneau de voltage, on
observe que la mutation cause une diminution d’environ 55% du courant de queue.

Concernant la condition hétérozygote, le courant est diminué de 40% (Figure 26B).
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Figure 26 : Effets de la mutation F627L sur 'amplitude du courant hERG.
Les valeurs de courant mesurées a la fin du premier créneau (A) et celles mesurées au pic pendant le
deuxiéme créneau (B) sont portées en fonction du voltage pour les trois conditions. La mutation F627L entraine

une perte de la rectification durant la dépolarisation (créneau 1) et diminue 'amplitude du courant de queue.

4.3.3.2 Activation a I’état stable

La voltage-dépendance de l'activation a I'état stable a été examinée en portant les valeurs
de courant mesurées pendant le deuxiéme créneau de voltage. Les données ont été ajustées
a une fonction de Boltzmann et on a observé un décalage négatif du voltage de demi-
activation chez le mutant seul et chez I'hétérozygote (-22,7 £+ 2,8 mV pour F627L et -19,0
0,8 pour F627L+WT contre -16,6 + 0,5 mV pour le WT) (Figure 27A et Tableau 6).

Concernant la constante de temps d’activation, la mutation F627L n’entraine aucun
changement significatif (Figure 27B).
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Figure 27 : Cinétiques d’activation du courant hERG.
A. Variable d’activation a I'état stable du courant hERG enregistré dans les ovocytes de Xénope. B. Les
constantes de temps d’activation sont évaluées aprés ajustement a une fonction exponentielle du décours du

courant pendant le premier créneau.

4.3.3.3 Cinétiques de désactivation

Les caractéristiques de la désactivation ont été explorées par un protocole de voltage
différent (Figure 28). A partir du potentiel de maintien a -80 mV, les ovocytes sont d’abord
dépolarisés pendant 2 secondes a +40 mV avant d’étre repolarisés par des créneaux de 8

secondes allant de -120 mV a +20 mV avec un incrément de 10 mV.
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Figure 28 : Processus de désactivation du courant hERG.
Mesure du courant en réponse au protocole de voltage-clamp présenté en (A) dans les ovocytes injectés
avec de ’TARNm hERG WT (B), avec un mélange WT + mutant (C), ou bien avec de TARNm du mutant seul (D).

Les traces de courant ont été ajustées par une fonction triple exponentielle :

Y = lrecov * exp('t/trecov) + lfast * exp('t/tfast) + lsiow * eXp('t/tslow) + lint

Ainsi, on modélise l'existence de trois sous-populations de canaux possédant des
cinétiques de désactivation différentes (Christe et al., 2008) : une sous population de canaux
qui se désactivent rapidement (fast), une sous-population de canaux qui se désactivent
lentement (slow) et une troisieme sous-population de canaux qui ne se désactivent pas (Inf).
La composante « recov » correspond a la levée de l'inactivation causée par le premier

créneau.

Bien que la mutation, lorsqu’elle est exprimée seule, modifie I'allure des tracés du courant
de désactivation (Figure 28), on observe qu’elle ne modifie pas les constantes de temps
lente et rapide (Figure 29A).

Quant au potentiel d'inversion du courant, celui des canaux mutés exprimés seuls est de
20 a 50 mV plus positif que celui du WT (Figure 29B). De plus, on observe que la

conductance reste inchangée.

87



s ® 140
. 120
[ ] . —
A f L] ; i < 100 o
s g & i i a = o F627L
~ 10004 & ® & = = &
£ - " d e 5
£ i 2 E 604
o 1 4 s 5 8 & 4 =]
S 1 L a ® . © 404
® 2 i = 3
> 1004 i i & 204
- i = WT = 04
e 7 * A Fe27L g N
* ® FB27L +WT 5 -20 |
Z 40
104 50

420 100 80 60  -40  -20
V_(mv)

Figure 29 : Effet de la mutation F627L sur la désactivation du courant hERG.
A. Les constantes de temps lente et rapide de désactivation dans la condition F627L et F627L+WT sont
similaires a celles du WT. B. Courant instantané porté en fonction du voltage. La mutation ne modifie pas la

conductance des canaux mais provoque un décalage positif du potentiel d’inversion.

4.3.3.4 Caractéristiques de I'inactivation

Le protocole de voltage utilisé pour caractériser les cinétiques de I'inactivation du courant
hERG est illustré dans la Figure 30. La constante de temps d’inactivation a été évaluée par
ajustement du courant par une fonction simple exponentielle.

Pour F627L, apres étre retourné a des voltages positifs, il N’y a aucun signe d’inactivation
dépendante du voltage. Ainsi, la mutation est responsable d'une perte compléte de
I'inactivation. Cependant, lorsque F627L est coexprimé avec le WT, le processus
d’inactivation est bien présent mais avec une constante de temps plus courte que chez le
WT, surtout entre -70 et -20 mV (Figure 30D).
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Figure 30 : Processus d’inactivation du courant hERG.
Inactivation du courant en réponse a un protocole de voltage-clamp standard dans les ovocytes injectés
avec soit de TARNm WT (A), soit de ’TARNm du mutant seul (B), ou soit avec un mélange WT + mutant (C). En
(D) sont portées les valeurs de constante de temps d’inactivation et en (E) sont portées celles de la levée de

l'inactivation. Seules les conditions WT et F627L+WT ont été analysées (n=9 for WT and n=4 for F627L+WT). *
p<0,05 avec un test de Student.

Les paramétres de I'inactivation a I'état stable montrent un décalage négatif de 17 mV du
potentiel de demi-inactivation (V1/2i) en condition hétérozygote comparé au WT (-111,2 £ 7,3

mV vs -94,7 + 3,9 mV). Il n’'y a pas de changement significatif de la valeur de la pente (Si)
(Figure 31, Tableau 6).
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Figure 31 : Inactivation a I'état stable du courant hERG.

Elle a été analysée dans les ovocytes de Xénope a -60 mV en réponse au protocole en (A). Notons que
contrairement a la condition hétérozygote (B) et au WT (C), le courant F627L (D) ne montre aucune trace
d’inactivation temps-dépendante. La variable d’inactivation a I'état stable est représentée en fonction du voltage
(E). Dans la condition F627L+WT on observe un décalage négatif de la courbe par rapport au WT. Les données

(symboles) sont ajustées par des équations de Boltzmann (lignes).

Tableau 6 : Valeurs des paramétres des fonctions de Boltzmann ajustées aux données de I'activation et

de l'inactivation.

Activation Inactivation
V1/2, S. V1/2; Si
WT -16,6 £ 0,5 (29) -9,6 £ 0,5 (29) -94,7 £ 3,9 (6) 25,8 £ 1,1 (6)
F627L -22,7+2,8%(21)  -10,2%2,4 (21) - -
WT+F627L | -19,0+0,8*(52) -10,6+0,7(52) | -1112+7,3*(4) 27,6+1,9(4)

V1/2, et V1/2; correspondent respectivement au potentiel de demi-activation et de demi-inactivation. De
méme pour S, et S; qui correspondent aux valeurs de pentes. * p<0,05 vs WT. Entre parenthéses, le nombre

d’ovocytes mesurés.

La constante de temps de la levée de linactivation est donnée par I'analyse multi-
exponentielle du décours du courant pendant le deuxiéme créneau de voltage du protocole
de désactivation. Les valeurs sont reportées dans la Figure 30E. Les valeurs sont a
superposer avec celles données pour 'inactivation (Figure 30D). La aussi, on observe des

valeurs de constantes de temps plus courtes pour la condition hétérozygote.
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4.3.3.5 Etude de la sélectivité ionique

Le potentiel d’inversion (Er : reversal potential) du courant hERG a été analysé par
I'application d’'un protocole de voltage particulier constitué d’'une combinaison de rampes de
voltages (voir méthodes). Concernant le WT, E, est mesuré en moyenne a -84,0 £ 3,2 mV
(n=6) en condition contréle, lorsque les ovocytes sont perfusés par une solution de Ringer.
Pour le mutant seul, le potentiel d’inversion est mesuré a -38,8 £+ 8,1 mV (n=8). En
coexpression avec le WT, le potentiel d’'inversion est similaire a celui mesuré pour le WT (-
88,5+ 2,15 mV, n=6) (Figure 32).
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Figure 32 : Effet de la mutation F627L sur le potentiel d’inversion du courant hERG.

Le potentiel d’inversion est mesuré en utilisant un protocole de voltage particulier combinant un créneau
et des rampes (Figure 24). Les valeurs individuelles d’Erev (cercles pleins) et leurs moyennes (carrés ouverts)
sont portés dans les trois conditions.

Le décalage du potentiel d’inversion d’environ 46 mV observé avec F627L par rapport au
WT suggére que la mutation entraine un changement dans la sélectivité ionique du canal.
Afin d’évaluer cette sélectivité ionique, les ovocytes ont été perfusés par un flux de solution
de Ringer dont les concentrations en sodium et/ou potassium ont été modifiées (voir
méthodes). Les mesures ont été faites aprés avoir atteint I'état d’équilibre.

Pour les canaux WT, une diminution de la concentration extracellulaire en sodium
entraine un abaissement de la valeur de Erev (Figure 33) (-85,2 + 2,7 mV pour 116 mM
[Na*]e; -105,0 + 6,5 mV pour 14,5 mM [Na']s). Cet abaissement est aussi observé dans les

ovocytes exprimant les canaux mutés mais tout en gardant un écart d’environ +50 mV par
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rapport au WT pour chaque concentration de sodium (Figure 33). En condition hétérozygote,
les valeurs mesurées sont toutes identiques a celles du WT.

Concernant la concentration extracellulaire en potassium, on observe chez le WT, une
tres forte diminution du potentiel d’'inversion au fur et a mesure que I'on diminue le potassium
(Figure 33) (-20,6 + 1,9 mV pour 58 mM [K'].; -105,5 + 6,6 mV pour 0,58 mM [K']). Pour les
canaux mutés, cette diminution est beaucoup moins importante. Les canaux sont donc moins
sensibles au potassium extracellulaire. En effet, bien que la valeur de E, soit trés proche de
celle mesurée pour le WT & 58 mM [K']., elle devient trés supérieure lorsque [K']e est
abaissée : 2 0,58 MM E,., =- 60,4 £ 5,3 mV.

Les données des différents potentiels d’inversion mesurés ont été ajustées avec I'équation
de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) afin d’évaluer les perméabilités relatives a chaque ion
(Figure 33, lignes rouges). Concernant le WT, les données ont été simultanément ajustées
par la méme équation de GHK. Ceci permet d'estimer des perméabilités fractionnelles Pna =
0,028 et Px = 0,972 (avec une perméabilité relative a Pna/Pk = 0,03). Pour le mutant, il a été
impossible d’ajuster les données par la méme fonction pour les variations de sodium et de
potassium, le modéle ne convergeait pas. Lorsque les données pour le potassium étaient
assez bien ajustées (Pna= 0,21 et Px = 0,79 (Pna/Pk = 0,27)), les données pour le sodium ne
I'étaient pas. Un bien meilleur résultat a été obtenu aprés avoir inclus dans le modéle une
perméabilité relative aux ions NMDGH+, utilisés en remplacement des ions Na® et K. Les
perméabilités qui en résultent sont : Pna = 0,23, Pk = 0,657 (Pna/Pk = 0,35) et Pnvpg = 0,113
(Pnvpe/Pk = 0,17). En revanche, ces valeurs ne permettaient pas d’'ajuster les valeurs d’Erev
pour le potassium.

Ainsi, la mutation F627L semble altérer profondément la sélectivité ionique du canal
hERG qui devient alors perméable a de gros ions tels que le NMDG+ (diameétre moyen de
730 pm (Villarroel et al., 1995), alors que celui du sodium et du potassium sont

respectivement 190 pm et 266 pm (Bezanilla and Armstrong, 1972; Wang et al., 2009).
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Figure 33 : Analyse de la spécificité ionique du canal hERG.
Analyse des variations du potentiel d’inversion (Erev) en fonction des concentrations de sodium (A) et de
potassium (B) extracellulaires. Les données (symboles) ont été ajustées par I'équation de Goldman-Hodgkin-

Katz (ligne rouge), n=6 pour WT and n=8 pour F627L (voir détails dans le texte).

4.3.3.6 Sensibilité a deux bloqueurs

Du point de vue de la localisation de la mutation (au niveau du domaine du pore), il a
été important de tester la réponse du mutant face a des inhibiteurs connus de hERG.

Afin de tester la sensibilité du canal hERG a ces différents bloqueurs, un protocole a un
seul créneau de voltage a été utilisé et répété toutes les 12 secondes (Figure 34A). Le
blocage du canal a été mesuré en portant les valeurs de courant de queue faisant suite au
créneau dépolarisant, avant et 15 minutes aprés une exposition continue a la molécule.

Le blocage par E4031 ou par le dofétilide a été progressif dans le temps avec une
constante de temps d’environ 3 minutes.

Concernant la réponse a E4031, on observe que F627L induit une perte de sensibilité a
ce compose. Le courant maximal est diminué seulement de 8,6 + 3,5% comparé au WT ou il
est diminué de 80,1 + 0,5% pour une concentration en E4031 de 5,7 uM. En coexpression, la
sensibilité a la molécule est restaurée (78,8 £ 5,4%) (Figure 34B).

Pour le dofétilide, F627L induit aussi une perte de sensibilité. Pour une dose de 1 uM,

le courant maximal est inhibé de seulement 10,6 + 5,0% chez le mutant seul alors qu’il est
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diminué de 77 £ 10.3% chez le WT. En coexpression, on a une réponse intermédiaire ou le
courant est diminué de 39,1 + 8,0% (Figure 34C).
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Figure 34 : Effets de la mutation F627L sur la sensibilité de hERG a E4031 et au dofétilide.

L’E4031 a 5,7 uM et le dofétilide a 1 uM ont été appliqués en perfusion continue. La diminution dépendante de
la stimulation du canal a été suivie en appliquant un créneau dépolarisant a 12 secondes d'intervalle (A tracés
du haut). La valeur au pic, diminuée de la valeur a |'état stable (tracés du milieu en A) mesurait la disponibilité du
courant hERG qui a été portée en fonction du temps (tracé du bas en A). La valeur calculée du pourcentage
d'inhibition mesuré a I'état stable (+ SEM) par I'E4031 (B) ou par le dofétilide (C) est comparée dans le F627L et

le F627L+WT a la valeur correspondante dans le WT. Entre parenthéses figure le nombre de mesures.

4.3.4 Discussion

Cette étude caractérise les effets de la mutation F627L de KCNH2 sur les propriétés
électrophysiologiques du courant hERG. Une étude partielle avait déja été menée en 2008
par Lin et al. (Lin et al., 2008). Comme rapporté précédemment, cette mutation, exprimée
seule, est responsable d’'une diminution trés importante du courant hERG maximal. En
coexpression avec le WT, nous avons observé une diminution de prés de 40% de 'amplitude
du courant de queue. Lorsque F627L est exprimé seul, le courant est diminué d’environ 55%

par rapport au WT (Figure 26). Lin et al. ont mesuré un courant négligeable a -60 mV, ce qui
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peut s’expliquer par le fait que le potentiel d’'inversion des canaux mutés est fortement altéré,
et qu’a ce potentiel, le courant net est nul.

Cette diminution trés importante du courant a été expliquée par Lin et al. par un défaut
d’adressage des protéines mutées a la membrane. Les western-blots des cellules
transfectées par F627L montraient que ces cellules exprimaient beaucoup moins de protéines
hERG matures et immatures que les cellules exprimant la protéine WT.

La mutation F627L est aussi responsable d’'une perte de la rectification entrante (Figure
26) qui s’accompagne d’'une perte compléte du processus d’inactivation (Figure 30). Une
méme perte de rectification du courant hERG a déja été rapportée chez le double mutant
G628C:S631C, qui entraine aussi une perte d’inactivation (Smith et al., 1996). Ces différentes
observations étayent I'idée que l'inactivation est responsable de la rectification entrante
(Shibasaki, 1987; Smith et al., 1996; Spector et al., 1996). Une autre mutation, N629D, située
deux acides aminés en aval, produit un courant s’activant rapidement mais ne s’inactivant
pas (Lees-Miller et al., 2000). Ces différents exemples, montrent que cette petite partie de la
protéine pourrait jouer un rdle clé dans le contrdle du canal hERG, et plus particuliérement
dans son processus d’inactivation de type C.

A notre connaissance, une seule autre mutation de hERG sur le résidu F627 a été
éetudiée dans le passé. Il s’agit de la mutation F627Y qui accélere significativement
I'inactivation du courant hERG (Guo et al., 2006) en plus d’accélérer sa désactivation (Gang
and Zhang, 2006). Ces deux effets concourent en une réduction de 'amplitude de courant a
une concentration physiologique de potassium extracellulaire. Cependant, la mutation F627Y
n’altéere pas la maturation ni 'adressage des protéines a la membrane (Wang et al., 2009), ce
qui differe de la mutation F627L. Il est a noter qu'elle n'altére pas non plus le potentiel
d'inversion et qu'elle consiste en un remplacement de la phénylalanine aromatique par une
tyrosine qui est également aromatique.

La forte diminution de la sélectivité ionique due a la mutation F627L, constitue la
nouveauté majeure qu’apporte cette étude. En effet, la mutation entraine un décalage positif
du potentiel d’inversion, ce qui traduit une diminution de la sélectivité potassique chez le
mutant vis-a-vis du sodium (Figure 33). De plus, nous avons montré que les canaux mutés
deviennent probablement perméables a des ions beaucoup plus gros en taille, comme les
ions NMDG" présents dans nos solutions en remplacement du sodium extracellulaire. Lees-
Miller et al. (Lees-Miller et al., 2000) ont rapporté un décalage similaire du potentiel
d’'inversion chez le mutant N629D (-17 £ 6 mV versus -90 + 3 mV pour le WT)
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s’accompagnant aussi d’'une diminution de la sélectivité potassique (Pna/Px=0,65 vs 0,01 pour
le WT) mais en conservant une faible perméabilité pour le NMDG (Pnvpe/Pk=0,03).

La structure du filtre de sélectivité de hERG est stabilisée par des ponts hydrogene et
des interactions de van der Waals entre F627 et F617 et entre F627 et Y616 (Vandenberg et
al., 2012). On pourrait penser que la mutation F627L induit une perte de ces interactions et
cause une déstructuration du pore. Ceci pourrait expliquer la perte de sélectivité des canaux
F627L ainsi que leur perte de sensibilité a différentes molécules. En condition hétérozygote,
le potentiel d’'inversion n’'est pas altéré. Ceci suggére que lintégrité du filtre de sélectivité
ainsi que celle du pore sont conservées si au moins une sous-unité WT est présente dans les
tétrameres.

La mutation F627L exprimée seule cause une large diminution de la sensibilité au
dofétilide. Lees-Miller et al. (Lees-Miller et al., 2000) proposent un modéle ou les
changements séquentiels allostériques, comprenant [I'activation et [inactivation, sont
nécessaires pour I'association a haute affinité avec le dofétilide. Dans ce modéle, I'ouverture
de la porte d’activation détermine I'accés pour le dofétilide au vestibule intérieur de hERG,
alors que le processus d’inactivation apparait comme nécessaire a l'association de haute
affinité du dofétilide a son site de fixation présent dans le domaine S6.

Herzberg et al. (Herzberg et al., 1998) ont montré que la séquence nucléotidique de
hERG requise pour l'inactivation est aussi nécessaire pour induire une sensibilité au E4031.
En effet, l'inclusion de cette séquence dans des canaux ne montrant pas d’inactivation
apparente et étant insensibles au E4031, permet de corriger ces deux parametres. Cette
hypothése est étayée par Ficker et al. (Ficker et al., 1998) qui ont montré que la mutation
S620T de hERG, qui cause une perte totale de l'inactivation, induit, en méme temps, une
forte diminution de l'affinité au dofétilide. Ainsi, on peut supposer que la perte de sensibilité a
'E4031 et au dofétilide observée chez le mutant, peut étre due a la perte de l'inactivation

observée dans les ovocytes exprimant FG27L.

4.3.5 Conclusion

Le résidu F627 de la protéine hERG est situé dans le motif GFG qui gouverne la
sélectivité ionique du canal. Cette étude confirme I'importance de ce résidu aromatique dans
le maintien des propriétés biophysiques du canal hERG. Elle révele que la mutation F627L du

gene KCNH2 modifie profondément les processus d’inactivation, de désactivation, ainsi que
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la sensibilit¢ du canal a deux inhibiteurs connus de hERG. Cependant, une partie de ces
effets sont abolis lorsque la mutation est coexprimée avec le WT.

En coexpression, l'altération des caractéristiques de linactivation a l'état stable en
fonction du voltage cause une diminution de 27% de I'amplitude du courant hERG. Ceci peut
en partie expliquer 'augmentation de la durée de l'intervalle QT trouvée chez les patients

hétérozygotes pour la mutation, qui peut les prédisposer a des arythmies létales.
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4.4 La mutation hHCN4/D600E annule la réponse des canaux a la suppression

d’AMP cyclique et accélére leur désactivation

Article : The minor amino acid change D600E cancels the response of
HCN4 channels to cAMP suppression and accelerates
deactivation

Yohann Vincent, Asma Mechakra, Yi-Qing Yang, Mohamed
Chahine, Philippe Chevalier, Georges Christé

Article soumis pour publication dans PlosOne (septembre 2015)

4.41 Introduction

Notre partenaire de Shanghai, le Dr Yi-Qing Yang nous a proposé I'étude fonctionnelle
d’'une mutation du géne HCN4. Cette mutation a été découverte a I'état hétérozygote chez un
patient de 57 ans, atteint de fibrillation atriale isolée et présentant une bradycardie. Le patient
a été initialement diagnostiqué a 'age de 50 ans. D’aprés un enregistrement Holter de 24
heures, sa fréquence cardiaque oscillait entre 29 et 107 battements par minute (bpm) avec
une fréquence moyenne de 59 bpm. Cette mutation n’a pas été retrouvée chez 200 individus
controles.

Cette mutation de HCN4 porte sur un seul nucléotide et provoque la substitution d’un
acide aspartique par un acide glutamique a la position 600 de la protéine (p.D600E). Elle est
située sur la partie C-terminale, sur le dernier acide aminé du domaine C-linker, juste en
amont du site CNDB qui joue un réle important dans la réponse a 'AMP cyclique.

Le but de ce travail a été, dans un premier temps, d’étudier les caractéristiques
biophysiques de cette mutation, puis dans un deuxiéme temps, de montrer un lien possible
entre la présence de la mutation chez le patient et son phénotype, a savoir une bradycardie

et une fibrillation atriale.

4.4.2 Résultats et discussion

Nous avons montré que la mutation D600OE, exprimée seule dans les cellules Cos-7

entraine une légére augmentation de la valeur de courant mesuré a la fin du premier créneau
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pour des voltages trés hyperpolarisants par rapport a la condition WT (-19,2 + 3,5 pA/pF, pour
D600E, et -11,9 £ 2,2 pA/pF, pour le WT, mesuré a -130 mV). Cette différence est abolie
lorsque le mutant est coexprimé avec le WT (-11,1 £ 1,6 pA/pF) (Figure 1 de l'article D600E).
Le mutant, seul ou en coexpression, n’'induit pas de modification de la vitesse de I'activation
ni de sa voltage-dépendance a I'état stable (Figure 1 de I'article D60OE).

Concernant les cinétiques de désactivation, D600E, seule ou en coexpression, entraine
une acceélération de la vitesse de désactivation en comparaison avec la condition WT (1,6 fois
plus rapide) (Figure 2 de I'article D60OE).

Du fait de la localisation de la mutation, juste en avant du domaine cNBD qui fixe
’AMP cyclique, nous avons voulu tester la réponse des canaux mutés au 8-Bromo-AMPc, un
analogue stable de 'AMPc.

En absence d’AMPc intracellulaire, on observe un décalage négatif de la courbe
d’activation d’environ -9 mV dans les cellules exprimant le géne HCN4 WT, par rapport a un
état ou la concentration en AMPc dans la cellule se rapproche des conditions de base (Figure
3 et table 1 de I'article D600E). Cet effet est perdu dans les cellules exprimant la mutation
seule ou en coexpression. Cependant, le décalage positif observé lorsque les sites de fixation
a 'AMPc sont saturés (1 mM 8-Br-AMPc) est préservé chez le mutant (Figure 3 et table 1 de
I'article D60OE).

Le modéle mathématique de cellule du nceud sinusal de lapin de Severi et al. (2012) a
éte utilisé afin de caractériser I'effet de cette mutation sur le décours du courant I et I'activité
automatique de la cellule.

Lorsqu’on accélére la désactivation du courant Irde 1,6 fois, on observe une diminution
de I'amplitude du courant |r et de la pente de dépolarisation lente (Figure 5A de larticle

D600E), ce qui pourrait rendre compte de la bradycardie observée chez le porteur.

Dans des conditions normales, la stimulation du systéme nerveux parasympathique, lors
du repos profond, tend a diminuer le taux d'AMPc intracellulaire et donc le courant I, ce qui
contribue partiellement a une bradycardie. Nous avons montré que la réponse du canal
mutant face a une diminution de la concentration en AMPc est supprimée, ce qui annulerait la
participation du courant I a la bradycardie induite par la stimulation parasympathique. Cet
effet est cependant mineur, puisque la suppression totale du courant Is par une forte dose
d'ivabradine ne diminue que de 20% la fréquence de battement de cellules isolées du nceud

sinusal humain (Verkerk et al. 2007).
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Abstract

BACKGROUND: A heterozygous HCN4 mutation (p. D600FE) was reported by the
COSMIC project. It was not functionally characterized.

OBJECTIVE: We investigated its effects on the biophysical properties of HCN4 channels
expressed in a mammalian cell line.

METHODS: Cos-7 cells were transfected with wild-type (WT) HCN4, or a mutated
D600E / HCN4 cDNA plasmid. To mimic a heterozygous state, a mixture of half of each
(D600E+WT) was also transfected. A sino-atrial cell model was used to explore the
consequences of the mutation when integrated with other ionic transfer mechanisms.

RESULTS: Whole-cell HCN4 current densities at -130 mV (22+1°C) in cells expressing
D600E+WT (-11.1£1.6 pA/pF) or the WT (-11.9£2.2 pA/pF) were similar (p=0.82). In cells
expressing D600E alone or D600E+WT, the kinetics of activation, reversal voltage or
rectification remained unchanged whereas deactivation was accelerated 1.6 fold versus WT.
The negative shift of the steady-state activation curve due to the absence of intracellular
cAMP (-8.6 mV for WT) was abolished in D600E (+0.2 mV) and D600E+WT (-0.5 mV).
Both of these effects suggest a dominance of mutant subunit(s) within tetrameric channels and
result from a single carbon lengthening of the side chain of the aspartic acid residue at
position 600 that is located outside the cAMP-binding site. When incorporated into a sino-
atrial cell model, faster deactivation caused a 6% bradycardia at basal condition.

CONCLUSIONS: Dominant negative interference of mutation D600E with the effect of

cAMP suppression on HCN4 is a novel finding that deserves further investigation.

KEYWORDS: HCN4; mutation; genetics; electrophysiology; Ir current; cyclic adenosine

monophosphate; biophysics;
3
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Introduction

The If current (funny current) is a nonselective cationic inward current that contributes to
the spontaneous diastolic slow membrane depolarization of sino-atrial node cells [1]. In the
human sinus node, the channel responsible for this current is mainly encoded by the HCN4
gene (Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel type 4) [2]. HCN channels
are voltage-gated ion channels activated at hyperpolarized membrane voltages. Owing to their
response to f-adrenergic and cholinergic stimulations, HCN channels contribute in regulating
cardiac pacemaker activity [3].

HCN channels have an evolutionary conserved structure that includes a core
transmembrane domain, the CNBD (Cyclic Nucleotide Binding Domain), and a linker region
between these two domains [4]. The core domain consists of six transmembrane segments
containing a pore-forming P region. The CNBD is a highly conserved region throughout HCN
isoforms and HCN4 homologs in mammalians and fishes (NCBI HomoloGene online
sequence alignment tool) and is responsible for the control of HCN channels availability by
cyclic nucleotides, such as cAMP (cyclic adenosine monophosphate) [5]. In HCN4, from a
physiological level of cAMP, removal of intracellular cAMP causes a negative shift by about
10 mV of the midpoint of the steady-state activation curve, whereas elevation of intracellular
cAMP above 10 uM induces a positive shift by about 5 mV [6]. These changes respectively
contribute to the slowing of cardiac rhythm under cardiac moderation due to cholinergic
action (decrease of intracellular cAMP) and to acceleration due to catecholaminergic
stimulation through increased intracellular cAMP. When the CNBD is deleted, as in C-
terminus truncated HCN4 proteins resulting from mutations L573X and E£695.X, the cAMP-

related shift of the activation curve is suppressed [7,8].
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To date, more than 29 variants of the human HCN4 gene (hHCN4) were discovered [8—
12], see also [13,14] for review. Of those, 21 were listed as mutations associated to sinus node
dysfunction by Verkerk and Wilders [13,14]. A large number of the 23 mutant channels that
were characterized biophysically were found to decrease the HCN4 current by different
mechanisms, leading to a slowing of the heart rate [15] underlying the sick sinus syndrome
and thereby favoring the occurrence of atrial fibrillation [16].

A heterozygous amino-acid substitution in HCN4 was reported by the COSMIC project
[17]. The glutamic acid replaced the aspartic acid at codon 600 (D600E) located in the C-
terminal moiety of the HCN4 protein, just proximal to the CNBD site. The functional
properties of the D600E HCN4 channels have not been studied.

We investigated the effects of this mutation on the biophysical properties of the HCN4

channel expressed in a mammalian cell line.

Materials and Methods

Plasmids construction

The single base pair variant hHCN4/c.1800G was introduced into a hHCN4 cDNA
(complementary deoxyribonucleic acid) in pcDNA3 expression vector using a QuickChange
site-directed mutagenesis kit according to the manufacturer's instructions (Stratagene, La
Jolla, California), using the mutant primer forward sequence hHCN4-c.1800GF and the
mutant primer reverse sequence hHCN4-c.1800GR. In a second series of experiments, a
pIRES-CD8/hHCN4/c.1800C (WT) construct and a pIRES-CD8/hHCN4/c.1800G (mutated)
construct were used for cell transfection, ensuring that all cells expressing CD8 had

internalized the hHCN4 plasmid. The mutated site was confirmed by automatic sequencing.

5
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Cos-7 cells culture and transfection method

Cos-7 cells (a simian cell line carrying the SV40 genetic material [18]) were obtained from
Dr. Gilles Millat (EA4612, Neurocardiologie, Univ. Lyon 1, France). Cells were cultured in
Dulbecco's Moditied Eagle Medium (DMEM) supplemented with 5 % fetal calf serum
(Eurobio), 100 U/mL penicillin-G sodium, and 100 ug/mL streptomycin sulfate (Eurobio) in a
95 % air, 5 % CO; atmosphere at 37°C. The culture medium was changed every 3 days. Other
details were as previously indicated [19].

A standard calcium phosphate procedure was used for transfection of Cos-7 cells. Cells
were transfected with 4 ng of WT HCN4 plasmid, or 4 ng of mutated HCN4 or a mixture of 2
pg of each to mimic the heterozygous phenotype. When the pcDNA3 constructs without CD8
were used, cells were cotransfected with 1 pg of CD8 plasmid (coding for a leukocyte surface
antigen) to visualize transfected cells [20]. Just before measurements, cells were washed twice
with external solution and exposed to anti-CD8-coated beads (Dynabeads, Dynal, Invitrogen).

Cells decorated in anti-CD8 beads were used for electrophysiological measurements.

Electrophysiology

Patch-clamp experiments were performed at 22 + 1°C two to four days after transfection.
A patch-clamp amplifier (BioLogic RK300, Biologic, Meylan, France) was connected,
through a Labmaster 100 analog-to-digital and digital-to-analog conversion board (Axon
Instruments, Foster City, California), to a 486-SX-based PC computer under Windows
version 3.11. The voltage clamp was controlled by the CLAMPEX software of the pCLAMP
package (version 4.0, Axon Instruments).

Patch pipettes were pulled with a List-medical L/M-3P-A puller. They had a resistance of 2

to 3 MQ when filled with intracellular solution. Cell capacitance was evaluated from the
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analysis of the charging current response to a 20 ms depolarizing pulse of 10 mV amplitude
from a holding voltage of -40 mV according to the method of Reuter and Scholz [21].

The base intracellular solution contained (mM): 150 KCl, 2 MgClz, 5 EGTA (Ethylene-
glycol tetraacetic acid), 10 HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), pH
was adjusted to 7.2 with potassium hydroxide. When exploring the basic properties of HCN4
channels, we added (mM) 2 Nay-ATP (Adenosine triphosphate), 5 CP (Creatine phosphate)
and 4 MgCl; to ensure physiological levels of Mg-ATP and CP (Mg-ATP was estimated at
1.89 mM using MaxChelator v2.10 [22]). This solution was named “control solution”
thereafter. When exploring the effects of the absence of cAMP, pipettes were filled with the
base intracellular solution. To test high levels of saturation of the cAMP binding site, 1 mM
8-Br-cAMP (8-Bromo-cAMP) was added from a frozen 50 mM stock solution in sterile H2O.
This analogue of cAMP was chosen for its chemical stability whereas cAMP is degraded
within 200s in living cells [23]. The EC50 for fixation of cAMP on HCN4 is 3.7 uM and it is
0.31 uM for 8-Br-cAMP [24].

During experiments, cells were superfused with an external solution containing (mM): 145
NaCl, 5 KCI, 2 MgCl,, 1 CaCly, 10 HEPES, pH 7.4, adjusted with sodium hydroxide. Current
densities (in pA/pF, picoampere per picofarad) were computed as the ratio of current to cell

capacitance for each cell.

Voltage-clamp measurements

Classical command voltage protocols were applied. Protocol I was a 2-pulse protocol
designed to investigate the kinetics of activation. From a holding voltage at -40 mV, a first
hyperpolarizing pulse of 5 s to voltage levels between -130 mV and -30 mV (with an

increment of +10 mV) was applied to record the slowly activating inward current. Cells were
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subsequently depolarized during 3 s at +30 mV to allow recording of the tail current, and
returned to the holding voltage.

The time course of deactivation of the HCN4 currents was explored using another two-
pulse voltage protocol. Protocol 2 started from a holding voltage at -40 mV, cells were
hyperpolarized during 5 seconds at -120 mV and repolarized by a 3-second rectangular pulse
to various voltages from — 80 mV to + 60 mV with a +10 mV increment.

For evaluating the deactivation time constant, the current during pulse 2 was fitted by a
single exponential function after removing the initial 300 ms of signal to avoid the initial

delayed onset of deactivation.

Data analysis

In order to account for the sigmoid waveform of the initial development of the activation

during a hyperpolarization, we had to represent the Incns current by the function:
— * 2 .
Tneva = Gnax * (Vm - Erev) a (Vm,t) (Equation 1)

where V;, is the membrane voltage, E;.y, the reversal voltage, and Guax the maximal
conductance. Note that aqm,y, the activation variable as a function of voltage and time, was
elevated to power 2. This ensured that the sigmoid onset of activation was accounted for. The
development of the activation variable a versus time (t, in ms) during a rectangular voltage

pulse is represented by:

2 _ -t/T)\2
awy = (1 - e( ) ) (Equation 2)
where 7 (in ms) is the time constant of activation at the pulse voltage.

Its steady-state voltage dependence is represented by:
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Vm-Vha)/Sa )2

amy’ = 1/(1+ ! , (Equation 3)

where Vi, (in mV) is the voltage of half steady-state activation and S, (in mV), the slope
factor of the activation curve.

In practice, the time constant of activation was evaluated by fitting the function

1 (f) = Amp * (1-6(4/1) )2 + Of , (Equation 4)

to each trace of time-dependent activation of the HCN4 current. Parameter 'Amp' served to
take into account the variable degree of steady-state current and 'Of' served to cancel a steady
current.

The steady-state activation versus voltage (Actwm)) measurements were fitted with a

function:

Act (va) = Amp / (l-e(V""V"")/S“)2 + Of (Equation 5).

As a consequence, the half activation voltage (Via) in equation 5 is not the apparent one as
can be read from the final plot of the function fitted on the data: we note that the apparent
values are more negative than those of the function, because of the elevation to power 2.
Comparisons to the data reported in the literature ought to take this into account, since, in
most cases, a simple Boltzmann function is used to fit the maximal current amplitude in
response to the second pulse.

In principle, when fitting a Botzmann function to activation versus voltage data, the
maximal level of activation should be documented by measurements at very negative
voltages. For so doing, in our experiments, hyperpolarizations to about -200 mV should have
been applied. However, it appeared in our Cos-7 cells that beyond -130 mV, large membrane
breakdown currents appeared, which precluded application of larger hyperpolarizations. As

we show in a Monte-Carlo study in the supporting information (S2_Appendix), failing to
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document the activation data at voltages negative to -130 mV did not prevent precise
determination of the half-activation voltage and slope factor by fitting a Boltzmann function

(equation 5).

Modelling

The sino-atrial cell computer model of Severi et al. [25] was run under the COR
environment [26]. A few changes were introduced to the model, as described in the supporting
information (S1_Appendix). Each run was performed in 0-current clamping condition until a

dynamic steady state was reached.

Statistics

Results were expressed as mean + sem. Differences were qualified as significant when the

t-test p-value was lower than 0.05, they are indicated by a star sign in figures.

Results

Origin of the mutation

The COSMIC project reports the finding of a unique patient carrying the D600E mutation.
The patient was a 72-year female weighting 68 Kg operated for a rectum carcinoma. She

showed a locoregional tumor 4 years later, shortly before death (Cosmic project data
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http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?1d=1562809). No details are provided

about the cardiac function of the patient.

Basic HCN4 current properties

The basic properties of the HCN4 channels were explored with pipette control solution.
A conventional two-pulse protocol (see Protocol 1 in Methods) was applied to cells

transfected with either the WT HCN4, or the D600E mutant or a mixture of both (Fig. 1A).

Fig. 1: Basic characteristics of HCN4 currents. A. Representative whole-cell currents in
response to protocol 1 (see Materials and Methods). B. Current values measured at the end of
the hyperpolarizing pulse versus voltage. C. Steady-state activation curves after fitting
equation 5 to the normalized maximal current values recorded during the second pulse. D.
Values of the activation time constant evaluated by fitting an exponential function to the

current during the first pulse.

The current-voltage relationship (I/V) showed an increase in the average value of the
current measured at the end of the first pulse for the mutant alone as compared to the WT
condition (-19.2 + 3.5 pA/pF, n=22 for D600E, and -11.9 £ 2.2 pA/pF, n=30 for the WT,
measured at -130 mV) but this increase was not statistically significant (Fig. 1B). However,
when the mutant was cotransfected with the WT, the current density was similar to that of the
WT (-11.1 £ 1.6 pA/pF at -130 mV, n=15) (Fig. 1B).

The mutant, alone or in cotransfection with WT channels, induced no significant difference
in the steady-state activation curve (Fig. 1C and Table 1 line 2). It also did not change the

kinetics of activation (Fig. 1D).
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An exponential function was fitted to the time course of current deactivation during the
second pulse of Protocol 2 (see Materials and methods and Fig. 2A). It was found that the
time constant values were decreased about 1.6-fold for D600E or D600E+W'T, as compared
to the WT condition, at all voltages explored (Fig. 2B). The mutation, alone or in co-
transfection, did not change the sigmoid aspect of the onset of deactivation (see inset of Fig.

2A).

12

112



259  Table 1: Parameters of the steady-state activation.

WT D600E D600E+WT

Vha Sa Vha Sa Vha Sa

I mM8-Br- -89.5+14+ 165+1.7t -88.8+1.6t 12.6+0.6* -89.2+14+ 151+0.8

cAMP (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=9) (n=9)

Control -948+2.4 13.6+0.9 947+1.8 13.8+0.9 -93.1+1.3 14.8+0.6
(n=19) (n=19) (n=13) (n=13) (n=22) (n=22)

OcAMP -103.4 + 17.9+241t -945+1.7* 11.3+ -93.6£2.7* 13.0+0.7*
1.51 (n=8) (n=11) 1.1*t (n=10) (n=10)

(n=8) (n=11)

260  Parameters of equation 5 fitted to the steady-state activation versus voltage measurements in
261  the WT, the D600E mutant and their co-expression with a pipette solution containing either
262  ATP+CP (Control), I mM 8-Br-cAMP or none of these (0cAMP). Vha: voltage of half

263  steady-state activation (mV); Sa: slope factor (mV). * p<0.05 versus WT on the same line, t
264  p<0.05 versus control.

265

266

267  Fig. 2: Deactivation time course and Erev evaluation. A. Example of response of a WT
268  HCN4 current (lower panel) to protocol 2 (upper panel). The time course of current decay
269  during the second pulse was fitted by an exponential function (see text). B. Time constants
270  were plotted versus voltage for WT (n=12), D600E mutation alone (n=12) and in

271  coexpression with the WT (n=11). C. Instantaneous current-voltage relation. The tail current

272  amplitude at the beginning of the second pulse was plotted versus pulse voltage. E.y was
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evaluated as the voltage value at the crossover with the voltage axis. Symbols and their colors

have the same meaning as in Fig. 1.

The reversal voltage was analyzed by plotting current values measured at an isochronal
time near the beginning of the second pulse versus voltage, to build the instantaneous current-
voltage relation. The mutation did not alter the value of E.ev (reversal voltage: ~ -35 mV, Fig.
2C), suggesting that the mutation did not change the relative permeabilities of the channels to
Na" and K" ions. The rectification properties of the channels were not altered since the current

versus voltage characteristic remained almost linear (Fig. 2C).

Effects of 8-Br-cAMP

We compared the properties of HCN4-mediated currents with control pipette solution to
those recorded when the intracellular cAMP binding site of HCN4 was saturated (“1 mM 8-
Br-cAMP”) or in the absence of cAMP (“OcAMP”).

In the presence of 1 mM 8-Br-cAMP, the activation curves of cells in each expression
condition were positively shifted as compared to control solution (+5.3 mV for WT, +5.9 mV
for D600OE and +3.9 mV for heterozygous). Thus, Vha (Half-activation voltage) values in the
presence of 8-Br-cAMP remained similar in the three conditions. However, the slope factor
(Sa) value was larger for the WT (16.5 = 1.7 mV with 1 mM 8-Br-cAMP versus 13.6 +£ 0.9
mV with control solution), while those of the mutant alone or in coexpression remained

unchanged (Fig. 3 and Table 1, line 1).

Fig. 3: Effect of 1 mM 8-Br-cAMP on the steady-state activation curve of HCN4 current.

Currents were measured (symbols) in Cos-7 cells transfected with HCN4/WT (A),
14
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HCN4/D600E (B) or HCN4/D600E+WT (C) in the presence (red symbols and lines) or
absence (black symbols and lines) of 8-Br-cAMP in the pipette solution. The continuous lines
show the fit with equation 5 (see Materials and Methods). The amplitudes have been
normalized by taking into account the maximal amplitude and offset resulting from the fit.
The gray area in each panel delineates the region of physiological diastolic voltages of the SA

node.

In the WT, absence of cAMP caused a negative shift of Vha by 8.6 mV versus control
solution, 1.e.: -103.4 = 1.5 mV versus -94.8 £ 2.4 mV (Fig. 3A and Table 1). For the mutant,
alone or in coexpression with the WT, the shift of Vha became negligible (Table 1 and Fig.
3B and C). In addition, the slope factor in the WT was slightly increased from 13.6 + 0.9 to
16.5 + 1.7 mV compared to the 8-Br-cAMP condition, whereas, in the heterozygous
condition, it remained unchanged (14.8 = 0.6 versus 15.1 = 0.8 mV).

In order to evaluate the impact of elevation of cAMP over a physiological range of
voltages, we used as a reference the properties of activation of the HCN4 current in the
control solution, with an estimated level of 3 uM intracellular cAMP (see S1_Appendix). We
superimposed the activation curves obtained with control solution and with 1 mM
intracellular 8-Br-cAMP in the heterozygous expression condition (D600E+WT) and in the

WT (Fig. 4).

Fig. 4: Effects of saturating cAMP binding sites on the steady-state activation variable
versus voltage curve in the physiological range of voltages (gray area). Comparison of cells
co-expressing D600E+WT (continuous lines and symbols) versus cells expressing WT HCN4
(dashed lines). Black symbols and lines refer to the control condition. The red symbols and
lines refer to the 1 mM 8-Br-cAMP condition.
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Modelling the effects of the mutant in a SAN cell model

Using our modified version of the rabbit sino-atrial-node (SAN) cell model of Severi et al.
[25] (see S1_Appendix), we investigated the consequences of the changes observed in cells
coexpressing the D600E and the WT HCN4 channels in comparison with those expressing the
WT alone. Details of the simulations are given in the S1 Appendix.

The D600E mutation in coexpression with the WT (named DW thereafter) induced two
major effects: an acceleration of deactivation and an attenuation of the negative shift of Vha
of the steady-state activation curve as observed when cAMP was suppressed.

In the WT version of our model (WT model) we included a 1.6-fold acceleration of the Ir
current deactivation, and this modified model was named the DW model. When comparing
the output of these two models, we noted a reduction of the maximal negative Ir current
magnitude (-13.4%) and in the firing frequency (-2.3%, see Fig. 5A and Fig. 6). Thus,
accelerated deactivation caused a decrease in Ir availability and a slight bradycardia in the

model.

Fig. 5: Model simulations: effects of accelerated deactivation and of intracellular [cAMP]
changes on the action potentials (Vi) and on the time course of the Ir current (Ir). A:
Compared outputs of the WT and DW models in the control condition. In B and C, in the WT
model (B) or the DW model (C), with reference to the control condition (black lines), the
changes in Vi, or Ir caused when simulating the absence of cAMP are shown by green lines

and when simulating a large stimulation of the cAMP binding site by red lines.
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When simulating the effects of cAMP suppression in the WT, the Ir current was reduced by
approximately 45% (versus WT control) and the firing frequency was 6.8% slower (Fig. 5B
green traces versus black traces). In the DW model, simulation of the blunted negative shift
in the activation curve due to cAMP removal caused only a slight decrease in the Ir current
(-7.3%) and a 0.9% slowing of firing frequency (Table S2, Fig. 5C and Fig. 6). Thus, most of
the Ir-related bradycardic response to cAMP suppression was blunted in the SAN cell model
simulating the heterozygous D600E mutation.

When simulating maximal cAMP binding effect (red traces in Fig. 5B and 5C), the
increase in Ir current versus control was by 47% in the WT model and by 34% in the DW
model (Table S2 in the S1 Appendix and Fig. 6) and the increase in firing frequency was
lower in the DW model (4.2%) than in the WT model (7.3%). Thus, in an integrated SAN cell
model, the response of Ir to a large cAMP binding effect in the heterozygous mutation
condition would be partly preserved, as suggested by the comparison of activation curves in

Fig. 4.

Fig. 6: Recapitulation of changes in the SAN cell model response when introducing
[cAMP]-related changes in the activation parameters, for the WT (black lines and squares) or
the DW (red lines and circles). A: Changes of the maximal negative Ir magnitude (Ir max). B:

Changes in firing frequency from the same simulations.

We also tested whether accelerated deactivation would change the response of the HCN4
current to cAMP depletion. When introducing the 1.6-fold acceleration of deactivation in the
WT model in the 0cAMP condition, the Ir current was decreased by 53% (with reference to
the WT control) versus 44% caused by cAMP depletion alone, and the firing frequency was
further slowed down (by 8.3% versus 6.8%), see Table S2 and Fig. S4 in the S1_Appendix.
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Discussion

We describe here the biophysical properties of a mutation of the HCN4 gene, D600E.
When D600E and WT subunits were co-expressed in Cos-7 cells, the current amplitude
was similar to that for the WT at all voltages (Fig. 1B). Thus it is expected that the mutation,

at heterozygous state, might not change the Ir current density. The mutant did not change
steady-state activation (Fig. 1C) or time constant of activation (Fig. 1D), neither did it change
the relative ionic permeabilities to Na" and K" ions nor the rectification properties of the fully
open channels (Fig. 2C).

The D600E mutation accelerates deactivation of HCN4 channels

However, the D600E mutation induced a significant acceleration of the deactivation time
course (Fig. 2B). Remarkably, this change was preserved when the mutant was co-expressed
with the WT. This suggests that accelerated deactivation is a dominant effect of mutated
subunits. Mutations S672R [6] and G1097W [27] were found to accelerate deactivation
whereas D553N slowed down deactivation [28] and K530N was without effect [11]. There is
no simple rationale that could explain these effects. D553N neighbours D600E in the C-linker
but has an opposite effect, while S672R, situated within the CNBD and G1097W near the end
of the C-terminal region, both accelerated deactivation.

It has been suggested that accelerated deactivation of Ir during the action potential could
decrease the Ircurrent availability, thereby lowering the slope of the diastolic depolarization
and causing bradycardia [7]. A 1.6-fold acceleration of deactivation was introduced into a
computer model of a sino-atrial node cell [25]. Simulations in basal conditions showed that
this would be responsible for a 13.4% decrease in the magnitude of Ir and hence for a 2.4%

increase in the cycle length (Fig. 5A).
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Effects of saturating the cAMP binding sites of HCN4 at physiological voltages

The responses of the mutant channels, the WT and the coexpressed channels to a stable
analogue of cAMP were analyzed and compared. When exploring the effects of maximal
stimulation of the cAMP binding site (1mM 8-Br-cAMP) in comparison with a basal state
(control pipette solution) with a cAMP level estimated to 3 uM, the steady-state activation
curves appeared superposed in those three conditions (Fig. 3 and Table 1).

Thus, when exploring the effects of saturating the cAMP binding sites in a window of
physiological voltages (Fig. 4, gray area), the magnitude of the change in Ir availability was
partly preserved in the heterozygous expression condition (D600E+WT) as compared to the

WT (see Results Fig. 4 and simulations Figs. 5 and 6).

Loss of the negative activation shift in the absence of cAMP

In the WT, the steady-state activation curve appeared 8 mV more negative in the absence
of intracellular cAMP as compared with a basic level of intracellular cAMP (control pipette
solution), as already shown in similar conditions [7]. However, this shift was absent with the
mutation D600E, alone or in coexpression with the WT (Table 1 and Fig. 3), suggesting that
the D600OE mutant exerts a dominant negative effect on the response of the channels to cAMP
suppression. Such a lack of response to cAMP suppression was shown for homomeric HCN1

channels [29].

A tetramerization of CNBD domains takes place between the C-terminal regions of HCN4
channels upon binding with cAMP [30] and relieves the autoinhibition of the HCN4 activation
which expresses as a positive shift of the activation curve. One explanation for this shift to be
present whenever cAMP is absent could be that a single mutated D600E subunit might suffice
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to trigger this tetramerization independently of cAMP. Alternatively, a cAMP molecule bound
during tetramer assembly in Cos-7 cells might remain trapped within the channel whenever
cAMP is dialyzed away to the patch pipette, after achieving the whole-cell patch-clamp
configuration. This would require an increased affinity caused by the presence of at least one
mutated subunit. Such a speculation might make sense since it has been shown that the similar
failure of HCN1 channels to respond to cAMP removal is precisely due to the "trapping" of
cAMP into the HCN1 channel [30]. To decide between these two alternatives will require
testing whether tetramers containing D600E subunit(s) are indeed able to trap cAMP.

Another observation is that in cells exposed to 1 mM patch-pipette 8-Br-cAMP versus cells
with control pipette solution, the activation curve was shifted by 4 to 5 mV in the positive
direction. This change was observed in the three conditions: WT, D600E and D600E+WT
(Table 1). This is another similarity with HCN1 channels that retained a 4 mV shift in the
presence of 10 uM cAMP [29]. This small positive shift at high saturation of the cAMP
binding site versus physiological levels of cAMP was attributed to a more complete saturation
of the cAMP binding sites [30].

Whatever the molecular mechanism underlying the change in the response of half-
activation voltage to changes in cAMP, what is changed by the mutation is the difference in
half activation voltage in the absence of cAMP rather than that seen when saturating cAMP
binding sites.

Our model simulations suggest that the I current of the SAN cells of a carrier of the
D600E mutation might respond poorly to the reduced cellular cAMP concentration that
accompanies a change of the sympatho-vagal balance towards a moderation of the heart rate.
The overall effects of Ir changes on heart rate in the model were modest, which is in keeping

with the normal heart rate increases and decreases in carriers of the HCN4-E695X mutation
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causing truncation of the CNBD domain, that impairs responses of HCN4 to cAMP changes
[8].

Among the 29 known variants of HCN4, only 6 were studied for their response to cAMP:
K530N, D553N, L573X, S672R, E695X and G1097W.

In the heterozygous condition only, K530N, that is located in the C-linker region, caused a
negative shift of half-activation voltage in 0cAMP and an increase in the positive shift with 10
uM cAMP, and additionally slowed down deactivation [11]. These effects are opposite to the
ones that we describe here for D600E. The other single-residue mutation situated in the C-
linker, D553N, caused a decrease in current density, accelerated activation and slowed
deactivation without any change in half-activation voltage or in its response to elevation in
cAMP as induced by IBMX [28]. The two mutations that cause truncation of the cNBD
region, L573X [7] and E695X [8], induced a dominant negative loss of the positive shift of the
activation curve in the presence of 1 mM 8-Br-cAMP [7] or 10 uM cAMP [8]. In both cases,
the half-activation voltage remained as negative as in the WT without cAMP. This effect is
opposite to what we observed with the D600E mutation. The single-residue mutation within
the cNBD, D672R [6], accelerates deactivation but does not alter the negative shift of Vhalf in
the absence of cAMP. Finally, the C-terminal G1097W [27] mutation, when expressed homo-
or heterozygously, caused a 50% reduced current, a negative shift of activation and
accelerated deactivation [27]. The homotetrameric mutant channels had unchanged response
to cAMP changes.

Thus, the D600OE mutation displays powerful dominant negative suppression of the
response to the absence of cAMP, causing the half activation voltage to remain positively
shifted, as observed in the WT HCN4 channel when its cAMP binding site is occupied. This
behavior has not been reported for any of the mutants studied for their effect on the
modulation of HCN4 channel properties by cAMP.
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The significant changes in channel properties caused by the D600OE mutation are brought
about by a change in a single aminoacid residue from an aspartic acid to a glutamic acid.
Further, this change is limited to the lengthening of the side chain of the residue by a single
carbon bond whereas the terminal group OH-CH-COO™ remains unchanged. Remarkably, this
minor change causes a profound modification of the response of the channel to cAMP
depletion, as much as does HCN1 versus HCN4, which involves more than 15 differences in
AA residues within the CNBD region. Lastly, the D residue at position 600 has not been
considered to take part to the cAMP binding site in 3D cAMP docking models of HCN4
[5,31,32].

Future experimental and docking model studies of the role of residue D600 might bring

novel insight into the cyclic nucleotide modulation of HCN4 channel gating.

Limitations of the study

We tested the changes in the biophysical properties of the HCN4 current due to the D600E
mutation alone or in coexpression with the WT HCN4 in Cos-7 cells. The properties derived
in this context might differ if we used another cell line.

The comparison of the detailed biophysical properties derived in the present study with
published data ought to take into account that we worked at a temperature of 22 £ 1 °C and
that we used hyperpolarizing pulses of 5 seconds to activate the HCN4 current, causing
incomplete activation with small hyperpolarizations [23]. However, this should not hinder
comparisons of data within the present study, since protocols and temperature were the same
for all cells studied.

When extrapolating the physiological consequences of the D600E mutation, we ought to
take into account that the physiological Ir channels in man are likely made up of HCN4 and
HCNI1 subunits, since the human sinus-node expresses about 80% HCN4 and 20% HCN1
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mRNAs [2]. Effects of the mutation on the response to changes in cAMP in such a context
will include possible interactions of D600OE mutated HCN4 with HCN1 that itself has
compromised response to cAMP depletion. There is no rationale to evaluate how different the
final effect of the mutations would be in the real context of a human sino-atrial cell. For
example, transfection of HEK 293 cells with equimolecular amounts of rabbit HCN1 and
HCN4 cDNAss yields whole cell current properties that are not predictable by an arithmetic
combination of subunit properties and that largely differ from those of the I current in rabbit
SAN cells [33]. The particular environment of If channels in human SAN cells may also

contribute to alter the consequences of the D60OE mutation in an unpredictable manner.

Conclusions

The large negative shift caused in HCN4 channels when intracellular cAMP is absent is
abolished by mutation D600E. In addition, channel deactivation in basal conditions is
accelerated. Both are dominant effects of D600FE subunit(s) within HCN4 tetramers and result
from a minor change: the lengthening by one carbon bond of the side chain of AA residue at
position 600, without change in the terminal OH-CH-COO" functional group. This is an
unprecedented effect that deserves further investigation, which might reveal novel mechanism
of modulation of cAMP effects, since this residue is located outside of the canonical cAMP

binding site of the HCN4 channel.
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Figure 3

Click here to download Figure: Fig3.tif
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Figure 5
Click here to download Figure: Fig5.tif
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The minor amino acid change D600E reduces the response of
HCN4 channels to cAMP suppression and accelerates
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Supplementary Materials and Methods

Modelling of the SAN cell electrical activity

The sino-atrial cell computer model of Severi et al. [1] was run under the COR environment
[2] in Windows XP. A few changes were introduced from the original version, as described below.
The model was run in O-current clamping condition in its initial settings and after every change

until a dynamic steady state was reached.

Time constants of activation and deactivation of I;

The time constants of ¢ activation and deactivation were reformulated to reproduce the
shape of their voltage dependence as obtained from our experiments on HCN4 channels in Cos-7
cells (Fig. 1D and Fig. 2B in main text).

There are strong arguments for separate actions of mutations on activation and deactivation.
Mutation K530N in HCN4 caused accelerated activation but did not alter deactivation time course
[3]. On the contrary, the S672R mutation shortened deactivation time constant but left activation
kinetics unchanged [4]. In a variant of HCN4, high levels of cAMP caused a ~3 fold faster
activation, whereas not altering deactivation kinetics [5]. A notion of separated pathways is also
included into the kinetic scheme of the allosteric model of Altomare et al. [6]. Therefore, we used
separate functions to represent the voltage dependence of activation time constants and of
deactivation time constants.

The following equations [7] were fitted to our experimental data sets for the time constants

of activation and of deactivation (Fig. S1). We assumed that the time constants of activation would
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level up at a value of 20 sec at voltages positive to +50 mV, and that deactivation time constants
would level up at a value of 1 sec at voltages negative to -80 mV.

The functions that best fit these data sets were respectively:

Activation time constant versus voltage:
Tawy= Aai +0.5%51000/ ( Apa*(V +Apb)/(e """ 1)+ Apd*(V +Ape)/(1-e“# "))

with

Aai=-2598.4; Apa=0.00402; Apb=73.681; Apc=0.181; Apd=-9e-5; Ape=976; Apf=-0.00123;

Deactivation time constant versus voltage:
Taw)=Dai + 0.5* 1OOO/(Dpa*(V+pr)/(e(D”C*(V+pr)’ -1)+Dpd*(V +Dpe)/(1-e7/ 2D ))
with

Dai=109.7; Dpa=0.0125; Dpb=5855; Dpc=0.00092; Dpd=7037495; Dpe=-398; Dpf=0.049;

We applied a scaling factor 0.5 to both of these time constants, to take into account the

effect of temperature (our measurements were done at room temperature: 22+1°C).
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Fig. S1: Graphs of the separate functions used for time constants of activation and

deactivation.
10000 L.
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»
g 10004 ../ . )
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®
= :
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Data are plotted as log;o(Tau) versus voltage (black continuous lines). A reduction of the
deactivation time constant by a factor 1.6 (dotted line) accounted for the acceleration of

deactivation caused by the mutation D600E (Fig. 2B in main text).

Accelerated deactivation with mutation D600E

To account for the shortening of the time constant of deactivation caused by mutation
D600E alone or in coexpression with the WT, we applied a reduction factor of 1.6 to function

Dtauy (dotted line in Fig. S1).

Steady-state activation variable versus voltage

In the model of Severi et al., the steady-state activation variable y;,ris defined by the

following equation:
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Vinf Vm) = 1/(1_|_ e(Vm-Vh)/S)

where V), is the voltage at which y;,ris equal to 0.5 and S is the slope factor.

The initial values of ¥}, and S in the model of Severi et al. [1] were set at -52.5 mV and 9
mV respectively. It is well established that the estimation of SS activation parameters is strongly
dependent on the duration of the conditioning pulse used [8,9]. We applied voltage clamp protocols
in the model to measure the voltage dependency of the activation variable y;,z. Expectedly, when
using conditioning pulses of 60 s duration, values of V,=-52.6 mV and § = 8.99 mV were found,
very close to the parameters specified in the basic model. When applying 5-second pulses as in our
experiments, and using the time constant functions fitted to the values found in our experiments,
the analysis of tail currents yielded a V), value of -90.5 mV and a § of 16.7 mV. These values are
close to our experimental values of ¥, =-91.1 mV and § =13.6 mV in the WT (Fig. 2B, Fig. 4A and

Table 1 in the main text). We did not attempt to further adjust these parameters.

Fig. S2: Model simulation of our voltage-clamp experiments.

1.0 ;
08 Basic model
60 s pulse

()
(_g 064 Vh=-52.6 mV
> ] Vh=-90.5mV slope = 8.99 mV
u— slope=16.7 mV
£ 04
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The black line shows the SS activation versus voltage curve as implemented in the basic model.
The green line is the SS activation curve reconstructed by applying the activation measuring

protocol (as in Fig. 1 of main text).

When 5 sec pulses were applied to the model using the same time constants of activation
and deactivation as found in our experiments, the model yielded values similar to the ones that we

measured in Cos-7 cells transfected with the WT HCN4.

Final adjustment

When testing the model in free-running I-clamp mode, we found a large and durable
hyperpolarization at the beginning of diastole. Reduction of the Ik, current conductance (parameter
"g Kr") from 2.1637 to 1.6 nS cancelled this phenomenon (not shown).

We verified that suppression of the Ir current in the model caused an increase in the cycle
length by 18% (Fig. S3), i.e. a 15% decrease in frequency of firing, which is lower than the 20%
decrease in frequency observed by Verkerk et al. [10] in isolated human SAN cells upon blocking I¢

with 2 mM CsCL

Fig. S3: Action potentials in the WT model.

N
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The basic cycle length of the model in basal condition (black line) was at 995 ms and suppression

of I¢ (green line) caused a 17.8% increase to 1172 ms.

The model so defined was taken to represent a SAN cell of a control individual, and was
called WT, as it is based on the properties of the WT HCN4, as defined experimentally. We
introduced a 1.6-fold accelerated deactivation as depicted above, this second model was called DW

and ought to correspond to the heterozygous condition of the mutation as found in the carrier.

Supplementary results

Mutation effects introduced in the model

It was assumed that properties of WT HCN4 observed in cells when the pipette contained
physiological concentrations of ATP and CP (control solution) would represent the basal situation
of'a SAN cell, without excitation or moderation of the autonomic nervous system. In control
solution, 62% of the full V}, shift from 0 to 1 mM 8-Br-cAMP was achieved in the WT. According
to the dose-response of HCN4 channel to cAMP in excised patches [4], this would correspond to
about 3 uM intracellular cAMP present in our cells dialysed with the control solution. Properties of
HCN4 current in cells transfected in the WT or DW condition with control solution were taken as a
reference.

To test in the model the influence of cAMP concentrations on the activation curve, we

computed the amplitude of the experimental V), shifts from the V}, value found in control solution
7
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and applied an identical shift to the V}, value of -52.5 mV in the model. Regarding changes in the
slope factor, we computed the relative change in value versus the value found for control solution
and applied it to the slope factor value of 9 mV in the model. The same was done for the WT and
for the DW series.

Table S1 shows the values applied in the model to test the functional changes related to the
effects of the mutation on the steady-state activation curve with or without intracellular 8-Br-

cAMP.

Table S1: Parameters of the activation variable at steady-state

Conditions Vyin S in model
model
WT OcAMP -61.1 11.9
WT control -52.5 9.0
WT cAMP -47.2 10.9
DW OcAMP -53.0 7.9
DW control -52.5 9.0
DW cAMP -48.6 9.2

Parameters of the activation variable at steady-state as introduced into the model. DW refers to the

co-expression of D600OE and WT HCN4 in Cos-7 cells.

Tests of D600E effects in the heterozygous condition with reference

to the WT

Since there was not significant differences in activation curve parameters between the DWW

control and the WT control conditions (Table 1 in main text), identical values of Vh and slope were
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assumed in the model for those two conditions (Table S1). They were set as a representation of the
basal state with intracellular ATP+CP, that would cause a [cAMP] around 3 pM. Changes in
parameters of the activation curve upon removal of cAMP (Table S1), proper to either the WT or
the DW conditions were introduced into the WT and DW models that were run to reach a dynamic
steady-state (about 600 s). Values of the cycle length and of the maximum of the negative surge of
If during diastole were collected from the output of each model trial and changes were computed
with reference to the corresponding values in the control condition. All values are reported in Table
S2 (see legend). Absolute values of Iy and frequency were plotted in the graphs of Fig. 5 in the main
text.

In the WT, the response of the I; current to 0cAMP was rather large (-44%), whereas the
resulting decrease in firing frequency was low (-6.8%). This is in line with the mere 16% decrease
in firing frequency with total If suppression in the model (Fig. S3). Expectedly, the blunted shift of
activation curve in the DW under O0cAMP resulted in only 7.3% decrease in I and less than 1%

slowing of firing frequency.

Table S2: Values of Iy magnitude (I max ) and cycle length (CL) at steady-state in the model.

Conditions tested in | Irmax | Iy Change CL frequency | freq. Change
model ®A) | @) | ms) | (bpm) (%)
WT OcAMP 20.266] -4427% 1068 56.2 6.8°
WT control -0.477 - 995 60.3 -
WT cAMP -0.703 47.4°% 927 64.7 73°
DW 0cAMP -0.383 -7.3°1 1028 58.4 0.9°
DW control 0.413]  -13.4% 1019 58.9 230
DW cAMP -0.553 33.9° 977 61.4 42°
WT 0cAMP+ Deac | -0.224| -53.0%| 1085 55.3 8291

Values of Iy magnitude (/ymax ) and cycle length (CL) at steady-state in the model when changes in

parameters of activation reproduced the behaviour of WT HCN4 in the control solution (WT

9
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control), with 1 mM 8-Br-cAMP (WT cAMP) and in the absence of cAMP (WT 0cAMP). The same
was done to reproduce the changes in activation curve of the heterozygously expressed D600E
mutated HCN4. Frequency of beating (frequency) was computed in beats per minute (bpm) as
60000/CL. Changes in Iy max (Iy Change) and in frequency (freq. Change) were computed in %

with reference to WT control (*) or to DW control (°).

Accelerated deactivation was the only change introduced in the WT control model to yield
the DW control model. It caused a reduction in Iy by 13%. This is recalling the open-state
accumulation of Kvlqt1/MinK potassium current due to slow deactivation kinetics [11] and may
underlie a mechanism of modulation of the rate of firing related to changes in the time constant of
deactivation, independently from possible changes in the steady-state activation curve or in the time

constant of activation.

In the WT, an additional decrease in I and frequency is seen when deactivation is
accelerated 1.6-fold in the 0cAMP condition (compare WT OcAMP+ Deac versus WT 0cAMP in
Fig. S4 and see analysis in Table S2). This suggests that, in the DW condition, if the mutation had
not suppressed the response of the Ir current to the decrease of cAMP, the I-related bradycardia
under strong cardiac cholinergic stimulation could have been enhanced. This effect would however
have little impact since the modulation of heart rhythm due to If variations accounts for less than

18% change in firing frequency (see above).
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A concern may be raised regarding the validity of the analysis of steady-state activation
versus voltage relationship by fitting a Boltzmann function to a dataset, when the
dataset does not show maximal values of current activation.

The function that we use to fit steady-state activation versus voltage measurements of the
HCN4 current is a squared Boltzmann function:

Lo = Imax/(1+e" )52 4 Offset (Equation 1)

Where Vha is the voltage at which the function shows half of its maximal variation, currently
called Vhalf. Sa is a parameter governing the slope of the function at Vm=Vha. The
additional parameter Offset is included to account for the presence of a constant offset on the
measurement of currents.

The analysis is exemplified in figure S1 where a typical dataset from a cell was fitted.
It clearly appears that the maximal value of measured current was 14 nA at -130 mV, whereas
the maximum of current of the fitting curve was 19.4 nA. Therefore the dataset does not
include the "plateau" values that would have been nearly reached if we had applied
hyperpolarizations as negative as -200 mV. In fact, in this example, the value of current at the
most negative voltage explored (-130 mV) was 28% lower than the maximum of the fitting
curve.

20 -

y=Imax/(1+exp((x-Vh)/Slope))*2+Offset
Chi*2/DoF = 0.0291; R"2 =0.999

Imax 194 1.2
Vh -106.4 #0.9
Slope 14.0 1.0
offset 0.12  +0.08

Activated current (nA)
oON Ao ® O N RO ®

200  -150  -100  -50
Voltage (mV)

Figure S1: Example of a fit of equation 1 to a steady-state activation versus voltage relationship. Note
that the 11 data points do not document the maximally activated current. The value of current at the
most negative value of voltage applied in experiments (-130 mV) was 28% less than the maximum of
the fitting curve.

Error in HCN4 current measurements.

Measurements of steady state HCN4 current activation versus voltage from 20 separate cells
were each fitted with equation 1.

The residuals between data and theoretical function from each of these 20 fits were collected
into a single dataset of 11 x 20=220 values that was analyzed for its distribution: the
histogram of these values is shown in figure S2.
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Figure S2. Distribution of the residuals around the fitted squared Boltzmann function using data from
20 cells (220 data points). The Gaussian distribution with the same mean, standard deviation and total
population as the dataset is shown as a solid line.

It appears that the histogram is centered on the zero value and is reasonably accounted for by
a gaussian distribution. This means that our fitting function is appropriate to describe the
voltage dependence of the activated current. Thus the differences between data and fitting
function may be assigned to current measurement error with a standard deviation of 0.118 nA.

We used this value in the following simulations.

Is the lack of representation of the maximally activated current compromising
evaluation of the parameters of the fitting function?

To answer this question, we generated sets of artificial HCN4 steady-state activation versus
voltage in the range -30 to -130 or -30 to -200 mV and compared the accuracy of the
evaluation of parameters of the Boltzmann function fit to these artificial datasets.

To generate artificial data, we used the function:

Vm—Vha)/Sa )2

L = Imax/(1+ ! , (Equation 2)

The values for Vha=-103.4 mV and Sa=18 mV were chosen since they correspond to the
most unfavorable of our data sets (WT without cAMP, see table 1 in the manuscript), in
which the lack of representation of the maximum of activation was the most prominent.

In fact with the above values of Vha and Sa, the current value at -130 mV is only 66% of the
maximal theoretical value of the function.

A set of 100 values of theoretical 1,39 .y) values was generated along a distribution function
closely reproducing the observed distribution of the 1.3 .1 values in our cells transfected
with WT HCN4. These values were then scaled using the value of the function at -130 mV
(0.663) to yield the theoretical fully activated current Imax.

For each of these Imax values, a theoretical activation curve was computed with equation 2
for a set of Vm voltage values. We replicated this curve 30 times and random error was added
to each individual data point using a gaussian random number generator with a mean of 0 nA
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and a standard deviation of 0.118 nA. Thus each of these 30 assays had a different draw of
error from the random number generator.

The fitting function (equation 1 above) was fitted to each of the 30 resulting datasets using a
Levenberg-Marquardt least-squares fit routine (MATLAB's Isqnonlin function).

The first guesses were set to Imax0 = 10, Vha0 = -100, Sa0 = 18 and Offset0 = 0.01.

The results of this fitting yielded 30 values of each parameter, from which the mean and
standard error (SD) were computed.

In all, we obtained 100 couples of such mean and SD values for each of the 4 parameters of
the fitting function, corresponding to each of the 100 values of Imax generated. These results
are shown in figure S3.

In A-G and B-H it clearly appears that the theoretical Imax is estimated without bias by the
fitting, since the fitted versus theoretical Imax values lie along the diagonal in A and G,
which is also seen as their ratio being centered around 1 in B and H. In the complete dataset,
the error on the estimation of Imax is similar to that of the error on current measurement (H)
whereas, in the incomplete dataset, the standard deviation is increased to about 2 nA. Thus the
precision of the estimation of the Imax value by the fit is quite good, despite the fact that the
incomplete dataset failed to represent more than about 66% of the full amplitude of the
maximal current.

The estimation of Vha in the complete dataset is entailed with an SD of 0.5 mV that is not
dependent on the Imax value (I). When the dataset was incomplete (C) this error was
increased, especially at low magnitudes of Imax. However, the penalty on the precision of the
estimation of Vha is not dramatic, as it remains within £2 mV around the mean. The
comparison of histograms in D and G show that the estimate of Vha becomes biased by +0.2
mV when the dataset is incomplete.

Similarly, comparisons of E with K and of F with L show that the precision of the estimation
of the Sa parameter is degraded from an error around +0.5 mV to £2 mV when the dataset is
incomplete, whereas a bias by -0.2 mV appears. Again, when the dataset is incomplete, it
causes the error to increase but it still remains within 2 mV.

It is not surprising that a bias appears in the estimates of Vha and Sa parameters since the
propagation of a gaussian error on current measurements will not translate linearly through a
highly non-linear function such as a Boltzmann function. The amplitude of these biases can
be neglected since it is 10-fold smaller than the corresponding standard deviations.

From this analysis, we conclude that, despite failing to include the 34% upper range values of
activated current, the decrease in precision of the estimation of Vha and Sa parameters and
the introduction of a small bias will not compromise analyzing changes in Vha and Sa
parameters derived by fitting a squared Boltzmann function to our datasets.

In short, the methods used to evaluate the characteristics of steady-state activation versus
voltage were accurate enough for the study presented in our manuscript.
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Figure S3. Comparison of the validity of fits between incomplete and complete datasets.

The left column shows the statistical properties of evaluation of parameters of the fitting function (equation 1)
using incomplete datasets (generated for hyperpolarizing pulses values spanning -30 to -130 mV). The right
column shows the properties from identical testing when the datasets were complete, i.e. generated for voltages
ranging -30 to -200 mV, where the maximum of HCN4 current activation ought to be correctly represented.

A and G: Mean Imax values evaluated from fits with their SD bars were plotted versus the theoretical Imax
values used to generate the datasets (Imax True).

B and H: The ratio of Imax obtained from the fit to the true value of Imax. This ratio has no dimension.
Superimposed to each data point is the error bar (= SD, right vertical axis) in nA.

C and I: Evaluated mean Vhalf values (Vha in equation 1) with their SD bars plotted versus Imax current
magnitudes.

D and J: Histogram of the mean Vhalf values with a vertical thick bar showing the theoretical value of Vhalf at
-103.4 mV.

E and K: Evaluated mean Slope values (Sa in equation 1) with their SD bars plotted versus Imax current
magnitudes.

F and L: Histogram of the mean Slope values with a vertical bar showing the theoretical value of Slope at 18
mV.
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4.5 La mutation V501M de la protéine HCN4 diminue I'expression et

altére ’activation des canaux
4.5.1 Introduction

Une seconde mutation de HCN4 a été identifiée a I'état hétérozygote, aprés
génotypage, chez un patient chinois atteint de bradycardie sinusale et de fibrillation
atriale paroxystique. Elle correspond au remplacement d'une valine par une
méthionine en position 501 (p.V501M). Cet acide aminé est localisé au niveau du
domaine du pore de la protéine, sur le segment S6, une région trés conservée entre
les différentes isoformes (Figure 13, Figure 33) et entre les espéces. Le porteur de
la mutation a aussi été génotypé pour KCNQ1, KCNE1-5, KCNH2, SCN5A et
KCNAS, mais aucune autre mutation n’a été trouvée. De plus, ce variant n’a pas été
retrouvé au sein de 200 sujets controles.

La mutation V501M a déja été signalée dans une cohorte de patients cancéreux
(COSMIC, Bamford et al., 2004), mais n’a pas été étudiée fonctionnellement.

Nous avons donc étudié I'effet de cette mutation sur la fonction du courant

HCN4 apres expression dans des cellules de mammifére.

AGCATG 2T C[6ETGE|6GTGCCACC

b

LGCATG aTC|laTG|lGEeTGECCacocC

Figure 33: Identification et localisation de la mutation V501M de la protéine HCN4

A. Localisation de la mutation V501M au niveau du domaine S6 de la protéine. B.
Chromatogramme montrant la variation ponctuelle (c.1501G>A) dans la séquence nucléotidique
(fleche).
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4.5.2 Matériels et méthodes

Des cellules Cos-7 sont transfectées par des plasmides HCN4 WT ou porteurs
de la mutation et contenant le gene EBO (voir protocole de I'étude du mutant
D600E).

Une étude en patch-clamp est réalisée sur les cellules transfectées marquées
par les billes anti-CD8, afin de déterminer les caractéristiques électrophysiologiques

du mutant (voir protocole de I'étude du mutant D600OE).

Le protocole dimmunomarquage et celui de western-blot sont décrits
respectivement dans les parties 3.1.2.1 et 3.1.2.2.

L’anticorps primaire utilisé est un anticorps de souris anti-hHCN4 (NeuroMab®,
ref. APC-052) qui est dilué au 1/350 dans la solution de blocage.

L’anticorps secondaire utilisé pour la détection par fluorescence est un
anticorps de poulet anti-lapin marqué par un Alexa 488, dilué au 1/1000 dans la

solution de blocage.

4.5.3 Reésultats

4.5.3.1 Propriétés électrophysiologiques

Des cellules Cos-7 transfectées ont été enregistrées en patch-clamp. Des
protocoles conventionnels a deux créneaux ont été utilisés.

Bien que les cellules transfectées par le mutant seul (V501M) montrent des
billes anti-CD8 attachées a leur surface, aucune n’exprime véritablement de courant
l (Figure 35). En coexpression avec le WT, 45% des cellules qui ont été
transfectées, comme en témoigne I'attachement des billes anti-CD8, exprimaient un
courant If, alors que pour la condition WT, cette fraction était de 71%.

Concernant les amplitudes maximales de courant mesurées a la fin du premier
créneau, on observe que la moyenne des valeurs mesurées pour la condition
hétérozygote n’est pas significativement différente de celle pour le WT (-11,69 £ 5,6
pA/pF (n=8) pour V501M+WT contre -10,0 + 3,2 pA/pF (n=12) pour le WT, mesurée
a -130 mV) (Figure 35).
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Figure 35 : Effet de la mutation V501M sur les courbes courant/voltage du courant HCN4.

Enregistrements représentatifs du courant HCN4 en configuration cellule entiére aprées
application du protocole de voltage illustré en (A). Depuis un voltage de maintien a -40 mV, un
créneau hyperpolarisant de 5 s a des voltages allant de -30 mV a -130 mV est suivi d'un créneau de 3
s a +30 mV. B, C et D montrent des exemples représentatifs d'enregistrement des courants de
cellules exprimant respectivement le WT (B), le mutant V501M seul (C) et le mélange des deux (D).

E. Courants moyens enregistrés dans les trois conditions a la fin du premier créneau de voltage.

Concernant les cinétiques d’activation, la mutation V501M en coexpression
avec le WT induit un décalage négatif de la courbe d’activation a I'état stable de — 9
mV (V1/2a=-104,9 + 3,4 mV pour V501M+WT vs 96,1 £ 1,9 mV pour le WT), tout en
gardant une valeur de pente identique (Figure 36). Les constantes de temps
d’activation et de désactivation ne sont pas modifiées par la mutation par rapport au

WT, de méme pour le potentiel d’inversion qui est d’environ -40 mV (Figure 36).
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Figure 36 : Caractéristiques biophysiques du mutant V501M exprimé dans les cellules Cos- 7.

A. La courbe d'activation a I'état stable dans la série V501M+WT (symboles bleus) est

déplacée de 9 mV en direction hyperpolarisante par rapport au WT (symboles noirs). B. La constante

de temps d'activation est comparable dans les deux séries a tous les voltages. C. La constante de

temps de désactivation est réduite de maniere non significative dans la condition hétérozygote par
rapport au WT. D. Mesure du voltage d'inversion du courant HCN4 du WT (n=13) et de V501M+WT

(n=6). Apres un créneau a -120 mV, I'amplitude du courant de queue est mesurée au début d'un

second créneau a un voltage variable. La courbe du courant instantané en fonction du voltage montre

I'absence de rectification du courant et un potentiel d'inversion inchangé.

4.5.3.2 Etude de la réponse a I'ivabradine

Une étude récente a identifié le site moléculaire de liaison de l'ivabradine sur

HCN4 et mis en évidence que les acides aminés Y506, F509 et 1510 y jouent un réle

essentiel (Bucchi et al., 2013). Etant donné la proximité de la localisation de la
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mutation V501M, nous avons voulu tester I'effet de cette mutation sur le blocage du
courant ¢ par I'ivabradine.

Un protocole classique de voltage a double créneau a été utilisé. A partir d’'un
potentiel de maintien a -40 mV, un premier créneau de voltage hyperpolarisant de 5
secondes a -110 mV a été appliqué afin d’activer les canaux HCN4. Les cellules ont
ensuite été dépolarisées pendant 3 secondes a +30 mV afin d’enregistrer un courant
de queue avant de retourner au potentiel de maintien. Le protocole a été appliqué
toutes les 8 secondes (Figure 37).

100+
+30 mV uc
-40 mV/ 40 mv ] ,'_’»!
-110 mv 80 ’ic";‘
zu L%
X 1 ’c"
c 80 i ’
L | 7
2 .
= 404 s = WT
£ ] Vj’ v VEOIM+WT
20 i e |
& B A
1 sec 0.01 0.1 1 10 100 1000

lvabradine (uM)

Figure 37 : Réponse a livabradine du courant HCN4 exprimé dans des cellules Cos-7.
A. lllustration du protocole de voltage utilisé ainsi qu’un exemple représentatif des traces de
courant obtenues au long de I'expérimentation. B. Courbe dose-réponse de l'inhibition du courant

HCN4 en fonction de la concentration en ivabradine (WT : n=10, V501M+WT n=5).

Un systéme de perfusion par gravité permet d’appliquer localement différentes
concentrations croissantes d’ivabradine sur les cellules exprimant le plasmide HCN4
WT ou bien coexprimant les plasmides WT et V501M.

Aprés avoir atteint un état stable pour chaque dose d’ivabradine, les courants
de queue sont mesurés et on calcule le pourcentage d’'inhibition du courant par
rapport au courant maximal initial. Les données sont portées en fonction de la
concentration d’ivabradine afin de construire la courbe dose-réponse (Figure 37).
Les données ont ensuite été ajustées par I'équation de Hill : y = Vmax . [" / (kK" + [1]")
avec Vmax la valeur d'inhibition maximale, [/] la concentration d'ivabradine, k la
valeur de I'IC50 et n le nombre de Hill.

Ainsi, on observe que la mutation V501M ne modifie pas de maniére

significative la sensibilité du courant s a I'ivabradine (Tableau 7).
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Tableau 7 : Valeurs des paramétres aprées ajustement par I'équation de Hill des données de la

courbe dose-réponse a l'ivabradine.

ymax (pA/pF) IC50 (uM) n
WT 95,4 + 3,7 22+05 0,59 + 0,06
V501M + WT 100,1+£7,5 20+0,9 0,52 £ 0,09

4.5.3.3 Modélisation de I’effet de la mutation V501M

Le modéle de cellule du nceud sinusal de lapin de Severi et al. (Severi et al.,
2012) a été utilisé afin de caractériser I'effet de la mutation V501M sur le décours du
courant s et les caractéristiques du courant de pacemaker.

Lorsque l'on insére dans le modéle un décalage de la valeur de voltage de
demi-activation (V1/2a) de -9 mV, on observe une diminution importante du courant I¢
ainsi que de la pente de dépolarisation. Les potentiels d’action sont alors espacés de
412 ms (vs 332 ms dans le WT) (Figure 38).

—WT 332 ms

i —V501M +WT 412 ms
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Figure 38 : Effets de la mutation V501M dans un modéle de cellule du NSA.
Modélisation des conséquences de I'effet majeur de la mutation V501M (décalage de

I'activation) sur le potentiel d’action sinusal et sur le courant I. La mutation entraine une bradycardie.
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4.5.3.4 Quantification et localisation des protéines HCN4

Les cellules transfectées par le mutant seul ne montrent pas de courant en
patch-clamp. Ceci peut étre d0 a une absence de la synthése de la protéine mutée
ou bien d’'un défaut d’adressage de la protéine a la membrane.

L’analyse en western-blot des protéines HCN4 totale sur des cellules Cos-7
transfectées, montre une réduction de la quantité de protéine mutée vis-a-vis de celle
des protéines WT (Figure 39). Le niveau de tubuline, qui sert a quantifier les
protéines totales, est similaire pour chaque condition.

V501M + WT V501M

B . . . . .
TUBULIN
50 KDa

Figure 39 : Western blot des protéines totales.
En haut, marquage des protéines HCN4 WT, V501M+WT et V501M par un anticorps anti-HCN4
et en bas, par un anticorps anti-tubuline.

La localisation des protéines a été analysée par une étude d'immunomarquage
(Figure 40). Concernant les protéines WT, il apparait que les canaux synthétisés
sont bien exportés a la membrane des cellules Cos-7 qui présentent un marquage
plutdét uniforme. Concernant les cellules exprimant la protéine mutée, trés peu
d’entre-elles montrent un marquage HCN4. Celui-ci est alors concentré au niveau
d’'une zone dans le cytoplasme, proche du noyau, qui s’apparenterait a I'appareil de

Golgi et on ne note pas de marquage membranaire. Dans la condition hétérozygote,
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on a une situation intermédiaire ou on observe un marquage HCN4 de I'ensemble de
la cellule mais présentant en méme temps des figures de rétention dans 'appareil de

Golgi.

Figure 40 : Observations des cellules Cos-7 exprimant les canaux HCN4 WT et mutés au
microscope confocal. Les cellules ont d’abord été exposées a un anticorps primaire de souris anti-
HCN4 puis a un anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé a un fluorophore Alexa 488 (vert). Un
marquage au bromure d’éthidium permet de localiser les acides nucléiques (rouge). Exemples
représentatifs des cellules transfectées avec la protéine HCN4 WT (A), V501M (B), V501M+WT (C) et

des cellules non transfectées (D).

4.5.4 Discussion

Lorsque les cellules Cos-7 sont transfectées avec le plasmide V501M/CD8
seul, une faible proportion de cellules montrent un marquage par I'anticorps anti-
HCN4 ce qui est en accord avec la faible densité de la bande a 155 KDa observée

en western blot (Figure 39). De plus, lorsqu’elles sont synthétisées, les protéines
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sont retenues et ne sont pas exportées a la membrane (Figure 40B). Ceci peut
expliquer que nous n‘ayons pas observé de courant mesurable dans des cellules
pourtant porteuses de marqueur CD8 (Figure 35).

En cotransfection avec le WT, seules 45% des cellules transfectées expriment
un courant contre 71% des cellules transfectées avec le WT seul. Cependant, la
densité de courant est comparable a celle du WT (Figure 35). Il semblerait donc que
la présence des sous-unités WT puissent corriger partiellement le défaut d’adressage
des tétraméres formés avec une ou des sous-unités mutées. Ceci est confirmé par la
présence de HCN4 a la membrane (Figure 40C). Un tel effet global chez un porteur
hétérozygote pourrait réduire le courant If d’un tiers.

Par ailleurs, la présence du mutant en cotransfection avec le WT, cause un
glissement négatif de la courbe d’activation d’'une maniére dominante. Cette seule
modification provoque une baisse de la fréquence spontanée de 20% dans un
modéle de cellule de NSA humain (Figure 38).

Cette mutation de la région du pore cause des effets comparables a ceux
rapportés pour d’autres mutations dans cette méme région : G480R (Nof et al.,
2007), Y481H (Milano et al., 2014), G482R (Milano et al., 2014; Schweizer et al.,
2014) et A485V (Laish-Farkash et al., 2010).

Ces resultats justifient de considérer cette mutation comme cause probable de

la bradycardie et d’une prédisposition a la FA, chez le patient porteur.
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5 Discussion générale et perspectives

Différents mécanismes pour un méme phénotype

Le fonctionnement correct du cceur nécessite une contraction efficace et
uniforme des cellules cardiaques, faisant suite a I'arrivée du potentiel d’action.

Certaines mutations qui causent la modification de protéines de canaux
ioniques impliquées dans I'élaboration du potentiel d’action, peuvent altérer la durée
et/ou la forme de celui-ci. Ceci peut avoir des conséquences graves qui peuvent
mettre en danger les patients porteurs de ces mutations.

Ce travail de thése porte sur I'étude biophysique de plusieurs mutations
identifiées chez des patients atteints de troubles du rythme cardiaque. Ainsi, il
présente I'étude de trois mutations identifiées chez des patients atteints du syndrome
du QT long, et de deux autres chez des patients atteints de bradycardie sinusale et
de fibrillation atriale.

Dans un premier temps, ce travail illustre bien le fait que des mutations
différentes sur un méme géne, ou bien affectant des génes différents et ayant des
caractéristiques biophysiques différentes, peuvent engendrer un méme phénotype.
Par exemple, le syndrome du QT long causé par la mutation R148W du géne
KCNH2 résulte d’'une diminution du courant Ik, faisant suite a un dysfonctionnement
de certains tétrameres, alors que celui di a la mutation F627L du méme gene,
résulte d’'un défaut d’adressage des protéines a la membrane et d’'une perte partielle
des caractéristiques biophysiques des canaux. Quant a la mutation Q1476R du géne
SCN5A, le syndrome du QT long observé chez les porteurs est di a une
augmentation du courant sodique persistant.

Ceci révéle l'importance de I'étude des conséquences biophysiques des
mutations des canaux ioniques. En effet, afin de convenir d’'un traitement le plus
efficace possible pour un patient porteur d’'une mutation délétére, il est nécessaire
d’identifier le mécanisme pathogéne de la mutation pour ainsi pouvoir
éventuellement le contrer. Ainsi, on pourrait penser administrer chez des patients
porteurs d’'une mutation qui entrainerait un défaut d’adressage des protéines a la
membrane cellulaire, une molécule capable de rétablir 'adressage des canaux
mutés, ou encore administrer chez un patient avec une mutation augmentant le

courant sodique persistant, une molécule qui bloquerait spécifiquement ce courant.
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La connaissance fondamentale des effets des mutations des canaux ioniques
constituerait une avancée vers la médecine personnalisée.

Lorsqu’'on s’intéresse par exemple aux mutations du géne KCNH2, on
dénombre aujourd’hui plus de 800 mutations (données personnelles) identifiées chez
des patients atteints de SQTL, de SQTC, de torsades de pointes et chez des patients
ressuscités ou décédés d'une mort subite. Or, actuellement, moins d’une centaine de
ces mutations ont été étudiées de maniere approfondie. Pour les autres, on ne sait
pas si la mutation est responsable de la pathologie observée chez les porteurs ou
bien si elle est sans conséquence. Certes, il existe aujourd’hui des outils performants
de prédiction permettant d’émettre un avis sur le caractére pathogéne d’une
mutation. Le logiciel Polyphen2 (Adzhubei et al.,, 2010) analyse les effets
potentiellement délétéres des variants faux-sens en se basant sur les homologies et
les alignements de séquences mais aussi en analysant le remaniement de la
protéine (encombrement stérique, interactions hydrophobes...) suite au changement
de I'acide aminé a une position donnée. Cependant, I'utilisation de tels outils n’est
pas suffisante pour déceler le caractére pathogéne d’une mutation, et seule
I'exploration fonctionnelle le permet. Par exemple, la mutation G601S de KCNH2,
rapportée plusieurs fois chez des patients SQTL (Akimoto et al., 1998; Kapplinger et
al., 2009; Splawski et al., 2000), est décrite comme bénigne par le logiciel Polyphen2
(score a 0,125) alors que I'étude fonctionnelle révéle une diminution importante du
courant I, chez le mutant due a un défaut de maturation de la protéine et une perte
de son exportation a la membrane (Anderson et al., 2006; Furutani et al., 1999).

De plus, je souhaiterais souligner ici l'importance d’étudier les effets des
mutations de canaux ioniques dans la condition hétérozygote, condition la plupart du
temps retrouvée chez les porteurs. On rencontre encore plusieurs études ou seule la
condition homozygote mutée est comparée a la condition WT (Chen et al., 1999;
Partemi et al., 2013; Shao et al., 2011...). Plusieurs travaux ont montré que I'on ne
peut pas « moyenner» ces deux résultats pour extrapoler a la condition
hétérozygote. En effet, certaines mutations qui présentent un défaut majeur quand
elles sont exprimées seules, peuvent étre silencieuses lorsqu’elles sont exprimées
en condition hétérozygote. Le WT domine alors I'effet de la mutation (Keller et al.,
2009, étude de la mutation F627L du géne hERG). Il existe aussi I'effet contraire ou
la dominance est détenue par le mutant, et I'effet de la mutation est maintenu chez

I'hétérozygote (diminution de l'amplitude du courant Ik, chez le mutant et chez
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I'hétérozygote ; Saenen et al., 2007, rétention des canaux SCN5SA par le mutant:
Clatot et al., 2012). Enfin, il peut aussi exister des cas ou la mutation n’entraine
aucune altération visible lorsqu’elle est exprimée seule mais qui se révele lorsqu’elle

est exprimée avec le WT (étude de la mutation R148W du géne hERG).

Canaux ioniques et tétramérisation

Les canaux ioniques sont la plupart du temps constitués d’'un assemblage de 4
sous-unités en tétramere. C’est le cas des canaux hERG et HCN4 présentés dans
cette étude. Lorsqu’il n'y a qu’'une seule sous-unité présente, le probléme reste
simple, puisque tous les canaux synthétisés sont des homotétrameres identiques les
uns aux autres d’un point de vue conformationnel et vraisemblablement aussi
fonctionnel. En revanche, lorsque les canaux ioniques sont constitués d’un
assemblage de sous-unités différentes, ce qui peut se produire soit naturellement,
(cC’est par exemple le cas des canaux HCNs du nceud sinusal qui sont formés de
sous-unités HCN4 et HCN1), soit lorsqu’il y a présence d’'une mutation a I'état
hétérozygote, le probléme se complique. En effet, si I'on émet I'hypothése qu’il n’y a
aucune contrainte de sélection des sous-unités les unes vis-a-vis des autres, la
totalité des 16 combinaisons séquentielles au hasard en tétraméres de 2 sous-unités
différentes devraient étre également probables (Figure 41).

Dans le cas d’'une mutation hétérozygote, on observe que seulement 1/16 des
canaux exprimés a la membrane sont des homotétrameres WT et 1/16 des
homotétrameres mutés. Tous les autres canaux sont un mélange d’hétérotétraméres
qui peuvent avoir des caractéristiques différentes.

Notre étude sur la mutation R148W du géne hERG, a révélé que cette mutation
exprimée seule dans des ovocytes de Xénope produisait un courant identique en
amplitude et en cinétique a celui observé pour le WT. Cependant, lorsqu'on a
coexprimé la mutation avec le WT, I'amplitude du courant maximal mesuré a éte
diminuée d’environ 29% bien qu’aucune modification significative des cinétiques n’ait
été observée.

La diminution d’amplitude qui est observée seulement en coexpression avec le
WT peut étre expliquée par une diminution du nombre de canaux fonctionnels
présents a la surface. Persistant dans notre hypothése que tous les canaux peuvent

se former, on peut expliquer la diminution du courant par le fait que certains canaux

165



composés d’hétérotétraméres de sous-unités WT et de sous-unités R148W

n'atteignent pas la membrane cellulaire ou ne sont pas fonctionnels.

Random co-assembly
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Figure 41 : Assemblage des sous-unités en présence d’'une mutation hétérozygote.

lllustration des différentes possibilités d'assemblage au hasard en tétraméres de deux sous-
unités alpha différentes (cercles vides: WT; cercles pleins: mutées). Les tétraméres sont classés par
colonne en fonction du nombre décroissant de sous-unités WT. Un seiziéme des tétrameres
contiennent quatre sous-unités WT et quinze seiziemes contiennent au moins une sous-unité mutée.
Un effet dominant négatif est produit lorsqu'il suffit qu'au moins une unité mutée soit présente pour

qu'elle confére au courant le phénotype muté. Copié de January et al., 2000.

Trois formes tétramériques représentent chacune une fraction de 4/16°, soit
25% des canaux formés, ce sont les formes WWWM, WWMM et WMMM. Si I'une de
ces formes manque a contribuer a la conductance totale de la cellule, la perte de
courant rendrait approximativement compte de la perte de courant de 29% observée
dans le cas d'expression hétérozygote de la mutation R148W. Cependant, des effets
de diminution partielle de la contribution au courant de certains hétérotétrameres

pourraient aussi rendre compte de I'effet observé.
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Discussion des effets sur les concentrations ioniques intracellulaires

Certaines mutations, qui entrainent un dysfonctionnement des canaux, peuvent
perturber '’homéostasie ionique des cellules. Les effets sur les concentrations
ioniques intracellulaires, dont nous avons vu qu'ils pouvaient influer sur les
consequences physiopathologiques d'une mutation, pourraient étre analysés pour
d'autres mutations touchant d'autres canaux. En effet, le courant hERG, transporte
une fraction d'ions Na® et dans le cas de la mutation F627L, cette fraction est
grandement augmentée, comme en témoigne le glissement du potentiel d'inversion
vers des potentiels plus positifs.

Concernant le canal HCN4, qui transporte une fraction d'ions Ca** (Yu et al.,
2004, 2007), la part prise par ce phénoméne dans la modulation de I'activité
pacemaker de cellules du nceud sinusal pourrait étre évaluée. Il pourrait étre
également examiné si certaines des mutations sur HCN4 causent un changement de

sélectivité ionique.

Ceci pourrait étre approché respectivement par mesures ioniques
intracellulaires par le "Sodium Green" ou le Fura2, et par I'utilisation de modéles

mathématiques appropriés de cellules cardiaques.

6 Conclusions

Nous concluons que des effets pathogénes semblables peuvent étre produits
par des mécanismes trés différents d'altération des propriétés des canaux ioniques.
De plus, nous avons aussi vu que des altérations situées dans une zone de la
protéine jugée peu importante fonctionnellement (C linker pour D600E/HCN4)
peuvent altérer significativement le fonctionnement d'une zone voisine (site de
fixation de 'AMPc).

Une revue exhaustive des mutations du géne hERG (données personnelles)
nous permet de compter environ 1000 variants, dont seulement 200 ont été étudiés a
ce jour. Concernant la trentaine de variants rapportés du géne HCN4, seulement 16

ont été étudiés fonctionnellement.
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Parmi toutes les mutations détectées sur ces deux genes, une large majorité
reste donc a caractériser. Or il ne semble pas suffisant de se fier a une évaluation a
priori de la gravité d'une mutation. Des méthodes d'étude en grand nombre (Patch-
clamp automatique) sont disponibles pour le criblage des molécules afin de repérer
des effets arythmogénes. Ces méthodes devraient permettre d'aborder une étude
systématique des mutations restant a caractériser. Les études rapportées ici
montrent que la mise en place et le pilotage d'une telle approche nécessite une
expertise approfondie de I'étude électrophysiologique des mutations de canaux

ioniques.

Par ailleurs, l'évaluation quantitative des conséquences fonctionnelles des
modifications biophysiques des canaux peut étre pratiquée dans le contexte intégratif
de modeles mathématiques de cellules cardiaques humaines, qui sont
progressivement affinés, et permettent notamment d'évaluer des modifications de
I'hnoméostasie ionique. Ceci peut aussi étre documenté dans les modéles émergents
de cellules cardiaques différenciées a partir de cellules des patients porteurs de ces
mutations, une approche en cours de développement dans ['unité de

Neurocardiologie.
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