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Resum

La Mort Sobtada Cardiaca (MSC) és una mort natural per causes
cardiaques que succeeix després de poc temps d’haver comencat els
simptomes. S’estima que una de cada 1.000 persones moren a I'any per
MSC. En un 70-80% dels casos la mort és a causa d’'una alteracio
coronaria, en un 10-15% per cardiomiopatia, i en un 5-10% és a causa
d’'una alteracié electrica cardiaca sense cap defecte estructural del cor.
Dins d’aquest 5-10%, es troben les Sindromes de QT Llarg (SQTL) i de
Brugada (SBr), les quals es caracteritzen per l'aparicié d’aritmies que
poden provocar MSC. Aquestes aritmies letals estan determinades per
alteracions en els nivells d’expressio i/o en les propietats biofisiques dels
canals ionics, que soén determinants pel funcionament orquestrat del cor.
En un 60-75% dels pacients amb SQTL i en un 20-35% dels pacients
amb SBr, s’identifica la mutacié que causa una alteracié patogénica de
les proteines que formen o regulen aquests canals ionics cardiacs.
Majoritariament, les mutacions en els pacients amb SBr, i part dels SQTL,
son en gens que codifiquen pel complex dels canal de sodi cardiac

dependent de voltatge. El canal de sodi cardiac, és un complex



multiproteic format per una subunitat a que constitueix el porus del canal
(Na,1.5), unida a una o més de les 5 subunitats B del canal de sodi
(Na,81a, B1b, B2, B3 iB4), i altres proteines reguladores.

Actualment, un 20-35% dels pacients amb SQTL i un 60-75% dels
pacients amb SBr resten sense diagnostic després de I'analisi genética.
D’altra banda, estudis previs demostren que les mutacions a la subunitat
Na,4 poden ser responsables de la SQTL, i que les mutacions en les
subunitats Na,81 i Na,83, en poden ser de la SBr. Es per aquests motius
gue en aquesta tesi es planteja si les mutacions a les subunitats
Na,B encara no associades a les respectives malalties, poden ser
responsables d’una alteracié de la funcié de la Na,1.5 en els
pacients amb SQTL i SBr sense mutacio geneética diagnosticada. En
aguesta tesi es presenten tres estudis que van des dels estudis genetics
fins als estudis funcionals de mutacions a les Na,, per assolir els
objectius plantejats, i contrastar les hipotesis de treball.

En el primer estudi, s’analitzen geneticament els 5 gens majoritaris
relacionats a SQTL en una poblacié6 de 115 pacients amb aquesta
malaltia. Els resultats de l'estudi determinen que després de l'estudi
genetic, un 51,3% dels pacients se’ls hi ha identificat mutacié en algun
dels gens estudiats. Tot i aix0, igual que en altres estudis, si es posa el
focus en els pacients amb un QT corregit molt allargat (QT=500ms) el
percentatge de mutacions trobades augmenta fins a un 75,7%, la qual

cosa demostra que la proporcid de pacients amb diagnostic genetic



augmenta amb la severitat de la malaltia. Després de l'analisi de
patogenicitat — a través de programes de prediccio in silico, bases de
dades i segregacié familiar — s’observa que el percentatge de mutacions
de patogenicitat incerta €s elevat, i que tenir la informacio familiar és clau
per poder estudiar la segregacié de la mutaci6 amb el fenotip, predir la
patogenicitat de les mutacions i que disminueixi el nUmero de mutacions
catalogades de significat incert. Finalment, el nostre estudi confirma que,
tal i com esperavem, un percentatge elevat de pacients roman sense
mutacié després de I'estudi genétic.

En el segon estudi, s’analitzen genéticament els 4 gens que codifiquen
les 5 subunitats Na,f en 30 pacients de SQTL del primer l'article sense
mutacié diagnosticada inicialment. Després del cribratge, s’ha identificat
una mutacié potencialment patogenica en el gen que codifica la subunitat
Na,1 isoforma b [SCN1Bb p.(Pro213Thr)].

Per tal destudiar [l'efecte d’aquesta mutacié, s’han estudiat
electrofisiologicament els corrents de la Na,1.5 coexpressada amb la
Na,f1b normal o mutada en un sistema d’expressié heterdloga. En
aguest estudi es demostra que la mutaci6 SCN1Bb p.(Pro213Thr)
augmenta significativament el corrent de sodi tarda i incrementa la
duracidé del potencial d’accio. Per tant, el nostre estudi suggereix que la
mutacio SCN1Bb p.(Pro213Thr) és la responsable de la SQTL a la
familia, i que el gen SCN1B és un nou gen potencialment candidat de ser

responsable de la SQTL.



Finalment, el tercer article deriva d’'un estudi inicial, no inclos en aquesta
tesi, en el qual es van estudiar genéticament les subunitats Na,f a 38
pacients de SBr sense mutacions als gens descrits préviament com a
responsables d’aquesta malaltia. En aquest rastreig geneétic es va
identificar una mutacio al gen SCN2B [SCN2B p.(Asp211Gly)].

En el tercer article es presenten els estudis electrofisiologics i bioquimics,
realitzats a partir d’'un sistema d’expressid heterologa, per testar la
possible causalitat d’aquesta mutacioé a la subunitat Na,32. Els resultats
suggereixen que aquesta mutacié causa una disminucié del corrent de
sodi de la Na,1.5 per una disminucié dels canals a la superficie cel-lular.
Per tant, el tercer article d’aquesta tesi revela el gen SCN2B, com un nou
gen candidat per a I'estudi de mutacions en pacients amb SBr.

En conclusid, els nostres estudis aporten noves evidencies de les bases
genetiques de la SQTL i la SBr: identifiquen per primera vegada dos gens
nous associats a la SQTL i SBr; ressalten la importancia de continuar en
la cerca de nous gens i mecanismes que puguin donar resposta a I'elevat
percentatge de pacients sense diagnostic genétic en les dues malalties; i
finalment, aporten meés evidéncies sobre el paper fonamental de les

subunitats Na,f3 en la regulacio del canal de sodi cardiac.



Resumen

La muerte subita cardiaca (MSC) es una muerte natural por causas
cardiacas que ocurre dentro de un tiempo corto después de haber
empezado los sintomas. Se estima que una de cada 1000 personas
muere al aflo por MSC. Un70-80% de los casos de MSC es debido a una
alteracion coronaria, un 10-15% a cardiomiopatia, y un 5-10% debido a
una alteracion eléctrica sin defectos estructurales del corazon.

Dentro de este 5-10% se encuentran los sindromes de QT largo (SQTL)
y Brugada (SBr), los cuales se caracterizan por la aparicion de arritmias
gue pueden finalmente provocar la MSC. Se sabe que dichas arritmias,
estdin a menudo determinadas por alteraciones en los niveles de
expresion y/o en las propiedades biofisicas de los canales ionicos
determinantes en el funcionamiento orquestado del corazon.

En un 60-75% de los pacientes con SQTL y en un 20-35% de los
pacientes con SBr, se identifica la mutacion que causa la alteracion de
las proteinas que forman o regulan estos canales i6nicos cardiacos.
Mayoritariamente, las mutaciones responsables de los SBr, y parte de los

SQTL, son en genes que codifican al complejo del canal de sodio



cardiaco dependiente de voltaje. El canal de sodio cardiaco, es un
complejo multiproteico formado por una subunidad a que constituye el
poro del canal (Na,1.5), unida a una o mas de las 5 subunidades f3
(Na,B1la, B1b, B2, B3y B4), y otras proteinas reguladoras.

Actualmente, un 20-35% de los pacientes con SQTL y un 60-75% de los
pacientes con SBr, restan sin diagnosticar después del analisis genético.
Por otro lado, estudios previos demuestran que mutaciones en la
subunidad Na,f4 pueden ser responsables del SQTL, y que mutaciones
en las subunidades Na,1 y Na,83 pueden ser responsables del SBr. Por
lo tanto, en esta tesis se plantea que las mutaciones a las
subunidades Na,8 aun no asociadas a las respectivas
enfermedades, pueden ser responsables de una alteracion de la
funcién de la Na,1.5 que explique el SQTL y el SBr en pacientes sin
mutacion diagnosticada. En esta tesis se presentan tres estudios que
van desde el estudio genético hasta los estudios funcionales de
mutaciones en las Na,, para alcanzar los objetivos planteados y asi
contrastar las hipotesis de trabajo.

En el primer estudio, se analizan genéticamente los 5 genes mayoritarios
relacionados a SQTL en una poblacion de 115 pacientes con esta
enfermedad. Los resultados del estudio determinaron que después del
estudio genético un 51,3% de los pacientes fueron diagnosticados como
portadores de alguna mutacibn en estos genes. Sin embargo, en

concordancia con otros estudios, si se focaliza en los pacientes con un



QT corregido muy largo (QT=500ms), el porcentaje de mutaciones
encontradas aumenta hasta un 75,7%, demostrando que la proporcion de
pacientes con diagnostico genético aumenta con la severidad de la
enfermedad. Después del analisis de patogenicidad de las mutaciones
encontradas — a través de programas de prediccién in silico, la literatura
y la segregacion familiar — se observa que el porcentaje de mutaciones
con patogenicidad incierta es elevado, y que tener la informacion familiar
es clave para poder estudiar la segregacion de la mutacién con el
fenotipo, predecir la patogenicidad de las mutaciones y disminuir el
namero de mutaciones catalogadas como de significado incierto.
Finalmente, este estudio confirma que, tal y como esperabamos, un
porcentaje alto de pacientes de nuestra poblaciébn permanecen sin
diagnostico después del estudio genético.

En el segundo estudio, se han analizado genéticamente los 4 genes que
codifican a las 5 subunidades Na,8 en 30 pacientes de SQTL del primer
articulo sin mutacion diagnosticada inicialmente. Después del rastreo
genético, se identifico una mutacion potencialmente patogénica en el gen
gue codifica a la subunidad Na,1 isoforma b [SCN1Bb p.(Pro213Thr)].
Para analizar el efecto de esta mutacion, se estudiaron
electrofisiologicamente las corrientes de la Na,1.5 coexpressada con la
Na,f1b normal o mutada en un sistema de expresion heter6loga. El
estudio revela que la mutacion SCN1Bb p.(Pro213Thr) aumenta

significativamente la corriente de sodio tardia y la duraciéon del potencial



de accion. Por lo tanto, nuestro estudio sugiere que la mutacion SCN1Bb
p.(Pro213Thr) es probablemente la responsable del SQTL de la familia, i
gue el gen SCN1B es un nuevo gen potencialmente candidato de SQTL.
Finalmente, el tercer estudio deriva de un estudio inicial, no incluido en
esa tesis, en el que se habian estudiado genéticamente las subunidades
Na,f en 38 pacientes de SBr sin mutaciones en los genes descritos
previamente como responsables de esta enfermedad. Después del
rastreo genético se identificO una mutacion en el gen SCN2B [SCN2B
p.(Asp211Gly)]. En el tercer articulo se presentan los estudios
electrofisioldgicos y bioquimicos realizados para testar la posible
causalidad de la mutacion en la subunidad Na,f2. Los estudios
demuestran que esta mutacion es la responsable de la disminucion de la
corriente de sodio debido a una disminucion del canal de sodio cardiaco
a la superficie celular. Por lo tanto, este tercer articulo de la tesis revela al
gen SCN2B, como un nuevo gen candidato para el estudio de
mutaciones en pacientes con SBr.

En conclusion, nuestros estudios aportan nuevas evidencias de las bases
genéticas del SQTL y el SBr: identifican por primera vez dos genes
nuevos asociados al SQTL y el SBr; resaltan la importancia de la
busqueda de nuevos genes y mecanismos que puedan dar respuesta al
porcentaje de pacientes sin diagnostico genético en las dos
enfermedades; y finalmente, aportan mas evidencias del papel

fundamental de las Na, en la regulacion del canal de sodio cardiaco.



Summary

Sudden Cardiac Death (SCD) is defined as a natural death due to cardiac
causes within a short time of the onset of symptoms. The population
incidence is around 1 per 1000 per year. A 70-80% of the SCD cases are
related to coronary alterations, a 10-15% to cardiomyopathies, and a 5-
10% of SCD are due to electric alterations without structural defects of
the heart.

Long QT syndrome (LQTS) and Brugada syndrome (BrS) are within this
last 5-10% of SCD without structural defects. Both syndromes are
characterized by electrographic alterations and arrhythmias, which may
lead to SCD. These alterations are determined by defects in cardiac ion
channels expression levels and/or biophysical properties that alter the
orchestrated heart function.

Pathogenic mutations in proteins that form or regulate cardiac ion
channels are found in around 60-75% of LQTS and 20-35% of BrS
patients. Most of the mutations found in BrS patients, and part of
mutations in LQTS patients, are identified in genes that encode the

proteins forming the voltage-dependent cardiac sodium channel complex.



The cardiac sodium channel is a transmembrane protein complex
composed by a pore-forming a subunit (Na,1.5), associated with one or
more of five auxiliary B subunits (Na,81a, B1b, B2, B3 and 4), and other
regulatory proteins.

To date, near 20-35% of LQTS patients and 60-75% of BrS patients
remains without genetic diagnosis after screening analysis of LQTS and
BrS-previously related genes. On the other hand, previous studies
revealed that mutations in Na,f4 are responsible for LQTS, and
mutations Na,81 and Na,3 are responsible for BrS. Altogether, our
assumption was that mutations in the Na,B, still not related to the
respective disease, could explain the phenotype in part of the
patients without genetic diagnosis after genetic screening. In this
thesis, we present three studies that range from genetic screening
analysis to functional studies of mutations in Na,, to achieve the
hypothesis and objectives stated.

In our first study, we analyzed genetically the five major genes related to
LQTS in 115 patients with this disease. Our results revealed that after the
genetic screening 51.3% of patients bared a mutation. However, if we
focused only in patients with a really long QT (QTc = 500ms), the
percentage of patients with mutation increase to 75.7%, reveling that, in
agreement with other studies, the yield of genetic diagnosis increases as
the phenotype is more severe. On the other hand, the percentage of

mutations of uncertain pathogenic significance was high. Our study
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suggests that complete familial genetic and clinic information is necessary
to elucidate the segregation of the mutation with the phenotype, to predict
the pathogenicity of mutations, and to reduce the number of mutations
cataloged as uncertain significance. Finally, this study confirms that a
significant proportion of the population remains without diagnosis after the
genetic screening.

In our second study, we screened the four genes that encode the five
Na, subunits in the 30 LQTS patients from our first study that remained
without genetic diagnosis. After this screening, we identified a mutation in
the gene that encodes the Na,1 isoform b subunit (SCN1Bb
p.(Pro213Thr)).

To analyze if this mutation could explain the LQTS in that family, we
studied electrophysiologically the Na,1.5 sodium currents in a
heterologous system coexpressing Na,1.5 with wild-type (WT) or mutant
Na,81b. Our results revealed that Na,f1b p.(Pro213Thr) increased
significantly the late sodium current and significantly prolonged the action
potential duration. Thus, our results suggest that SCN1Bb p.(Pro213Thr)
could be the mutation responsible for the LQTS in the family, revealing for
the first time SCN1B as a new susceptibly gene responsible for LQTS.
The thirst study presented derives from a study not presented in this
thesis, in which we screened the four genes that encode for the five Na,8

subunits in 38 BrS patients without mutations in the previously related BrS
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genes. In the screening we found a potentially pathogenic mutation in the
SCN2B gene [SCN2B p.(Asp211Gly)].

In the third article we analyzed electrophysiologically and biochemically
the putative pathogenic role of this mutant Na,82 subunit.
Electrophysiological studies in a heterologous expression system
revealed that the sodium current registered in cells coexpressing Na,1.5
together with mutant Na,2, was significantly reduced compared to
Na,1.5+Na,f2WT. Biochemical studies demonstrated that this decrease
was due to a reduction of Na,1.5 cell surface expression. Therefore, our
results revealed that Na,2 could be the mutation responsible for BrS in
that family, suggesting for the first time SCN2B as a candidate gene
underlying BrS.

In conclusion, our studies provide new evidences of the genetic basis of
LQTS and BrS: we identify for the first time two new genes responsible
for LQTS and BrS; our results highlight the importance of continuing the
search for new candidate genes and mechanisms to elucidate the
percentage of LQTS and BrS patients remaining without genetic
diagnosis; and finally, our studies support the growing evidence of the

important role of Na,3 in the regulation of Na,1.5 function.
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La tesi que es presenta a continuacio esta formada per tres articles que
com objectiu principal comu pretenen aprofundir en el coneixement de les
bases genetiques de la Mort Sobtada Cardiaca (MSC), en concret de la
Sindrome de QT llarg (SQTL) i la Sindrome de Brugada (SBr).

En els ultims 20 anys, I'aveng en la recerca de la genética de la mort
sobtada cardiaca ha implicat diversos gens, potencialment susceptibles a
mutacions que poden causar aquestes malalties eléctriques cardiaques,
gue en molts casos desenvolupen aritmies letals i la MSC. Tot i aixo,
encara queden moltes preguntes per respondre, entre d’altres, la causa
de la malaltia en el percentatge de pacients que romanen sense
diagnosticar després de I'estudi genétic.

En aquesta tesi es presenten tres articles. El primer i el segon article
estan enfocats a la SQTL. Aquests inclouen des de I'estudi genétic per la
identificacié de mutacions, fins a I'estudi funcional i electrofisiologic per
demostrar la causalitat de les subunitats  del canal de sodi a aquesta
sindrome. Estudis paral-lels en el nostre laboratori identificaren una

mutacio a una d’aquestes subunitats en un pacient de SBr. El tercer
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article esta dirigit a demostrar la causalitat d’aquesta mutacié associada a
la SBr. D’aquesta manera, el segon i tercer article profunditzen en les
bases genetiques d’aquestes dues malalties, i en els mecanismes
fisiologics del paper de les subunitats 3 en les malalties aritmogéniques.

A continuacio, es desenvolupa a mode d’introduccié general, el marc

teoric en el qual s’emmarquen els articles presentats en aquesta tesi.

1. Mort Sobtada Cardiaca

En aquest capitol, s’introdueix la principal consequéncia de les malalties
cardiaques que s’estudien en aquesta tesi, la MSC. A continuacio, es

defineix la MSC, i les principals causes i malalties que la promouen.

1.1. Definicio i epidemiologia

La MSC es defineix com aquella mort natural de causa cardiaca, desprées
de poc temps que hagin comencat els primers simptomes, en un pacient
amb o sense historia prévia de malaltia cardiovascular*?.

El temps des de l'aparicid dels primers simptomes és determinant a
I'hora de valorar I'epidemiologia de la MSC. Si es calcula el percentatge
de morts sobtades després d'una hora de laparicid dels primers
simptomes (per definici6), el percentatge de MSC respecte de totes les
morts naturals és del 13%. En canvi, si el temps des de l'aparicié dels
simptomes és de 24 hores, aquest percentatge augmenta fins al 18,5%;

tot i aix0, encara que en la definicid de 24 hores augmenta la fraccié de
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morts naturals assignades com a sobtades, disminueix el niamero de
morts naturals sobtades per causes cardiaques?.

S’estima que la incidéncia de MSC en adults als Estats Units varia entre
180.000 a 450.000 a 'any*?. A Europa, la incidéncia és similar a la dels
Estats Units®. La variabilitat ve donada majoritariament pels criteris
d’inclusié (com el temps des del primer simptoma, la inclusié de les MSC
sense testimonis, o la inclusié de les MSC avortades) i el tipus d’analisi

(retrospectiu amb els certificats médics, o prospectiu)®*.

1.2. Substrats de la mort sobtada cardiaca

1.2.1. Mort sobtada cardiaca en I'adult

Pel desenvolupament de la MSC és necessari un substrat (la malaltia) i
un desencadenant, com I'exercici fisic o estrés emocional, que provoqui
una inestabilitat cardiaca que desencadeni I'aritmia fatal®.

La causa més comuna associada a la MSC en adults (75-80%) és la
malaltia coronaria. Un 10-15% de les MSC s6n degudes a
cardiomiopaties com la cardiomiopatia hipertrofica, la cardiomiopatia
dilatada, la displasia aritmogenica de ventricle dret i anomalies
congenites (especialment anomalies de l'artéria coronaria). Finalment, el
5-10% restant de MSC sbén a causa d’'una anomalia eléctrica sense
defecte estructural del cor.

Les malalties electriques cardiaques que formen part d’aquest ultim grup,
son per definicio malalties rares i hereditaries, i en molts casos la MSC és

el primer simptoma de la malaltia. Aquestes son: la SQTL, la SBr, la
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Sindrome del QT curt (SQTC), la Fibril-lacié Auricular Familiar (FAF), la
Sindrome de Lev-Lenégre (o Sindrome Progressiva del Sistema de
Conduccié Cardiaca, SPCC) i la Taquicardia Ventricular Polimorfica
Catecolaminérgica (TVPC)*2.

Tot i 'ampli espectre de malalties que poden desenvolupar una MSC, la
causa de la MSC en un 75-80% dels casos, és una fibril-lacié ventricular

(FV): i en el 15-20% dels casos és per una bradiaritmia®?.

1.2.2. Mort sobtada del lactant, infants i adolescents

Les morts sobtades d’infants de més d'un any i joves adolescents
representen un 10% de les morts en etapa pediatrica, que representa
entre un i cinc nens/joves cada 100.000 per any. Tot i que en articles
recents s’observa que una tercera part d’aquestes morts segueix com
inexplicada, després de l'autopsia, la major part d’aquestes morts es
poden atribuir a malalties cardiaques com les de [lindividu adult:
hereditaries com cardiomiopatia dilatada, cardiomiopatia hipertrofica, i
canalopaties (SBr, SQTL, CPVT, i FAF), defectes cardiacs congenits;
anomalies de I'aorta; o miocarditis®’.

El contrari que en els infants més grans, la mort sobtada en els infants
menors d’'un any representa un 70-80% de les morts en etapes lactants,
la major part abans dels 6 mesos de vida. La MSL és la primera causa de
mortalitat en nadons de menys d’un any en paisos industrialitzats®, i és
una mort definida per exclusio. Es defineix la MSL com la mort d’'un nado

amb menys d'un any de vida per causes desconegudes (després de

18



Marc teoric

'autopsia, 'examen de I'escena i la revisid dels antecedents clinics del
nadé i la familia)®. Els substrats de la MSL poden ser diversos, es
considera una mort multifactorial en la qual han de coincidir diversos
factors: vulnerabilitat de l'infant (prematur i infeccions), factors de risc
ambientals i genétics, anomalies bioquimiques, i un factor supressor
extern (com dormir en una posicié propensa)®®. Actualment se sap que
un 10-20% dels casos de MSL estan causats pels mateixos gens que
codifiquen per les proteines relacionades amb les sindromes
aritmogeniques amb un alt risc de MSC en lindividu adult (com SQTL,

SBr, SQTC o TVPC)®®.

Per tant, es pot observar com les malalties eléctriques cardiaques tenen
un paper important en el desencadenament de la MSC en adults, joves i
infants. En el seglent capitol, s’introduiran les bases de la funci6
electrica cardiaca, fonamentals per entendre les bases de les malalties

eléctriques cardiaques, altrament anomenades canalopaties cardiaques.
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2. Activitat electrica cardiaca

L’activitat electrica del cor s'inicia per una excitaci6 del nodul
sinoauricular (NSA) (format per les anomenades cél-lules automatiques
marcapassos) de l'auricula dreta. L’'ona d’excitacié del NSA despolaritza
els miocits auriculars adjacents amb la subsequent excitacio de les
auricules i la seva contracci6. Després, aquesta ona es propaga via el
nodul atrioventricular (NAV), el feix de His i les fibres de purkinje dels
ventricles (en turquesa a la Figura 1A), fins als miocits cardiacs,
despolaritzant-los i provocant la contraccié ventricular (Figura 1A).

A les ceél-lules excitables, com les neurones, miocits o cardiomiocits,
aguest impuls eléctric és possible gracies al gradient electroquimic que
es crea a través de la membrana plasmatica i a unes proteines
transmembranals dependents de voltatge que fan possible que els ions hi
flueixin a través. Aquestes proteines s’anomenen canals ionics.
Aquests son selectius pels diferents ions, de manera que els canals de
sodi (Na"), calci (Ca*?) i potassi (K") dependents de voltatge, que es
troben a la membrana dels cardiomiocits, permeten que els corrents
ionics respectius passin per una via independent una de l'altra (Figura
1B).

En el cor en repos, la diferencia de potencial de les membranes dels
cardiomiocits és negatiu, vora uns -90 mil-livolts (mV), és a dir, I'interior
dels cardiomiocits €s 90mV més negatiu que I'exterior. Breument, durant

I'excitacié cardiaca, la membrana es fa permeable als ions de Na®, que
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entren dins els cardiomiocits i fan que el potencial electroquimic es
reverteixi cap a potencials més positius. Aguest procés s’anomena
despolaritzacié. En consequéncia a la despolaritzacio, per una banda els
ions de Ca* entren a dins la cél-lula, i activen el receptor de la rianodina
que permetra I'alliberament de quantitats massives de Ca*? del reticle
sarcoplasmatic (o endoplasmatic, RE) per activar la maquinaria contractil,
per l'altra, s’inicia una repolaritzaci6 en la qual la cel-lula recupera
progressivament la seva negativitat interna i tornara al seu estat de
repos. En el transcurs de la repolaritzacio, la membrana cel-lular és
selectivament permeable als ions de K*, que surten de la cél-lula, i porten
el potencial electroquimic a linterior cel-lular a més negatiu respecte
I'exterior. En aquest moment el cor es relaxa, s’emplena de sang i torna a

comencar el cicle’®*?.

2.1. Potencial d’accio cardiac

L’excitabilitat cardiaca depén, doncs, d'un balan¢ de corrents de
despolaritzacié i repolaritzacié. La direccidé dels corrents ve determinat
pel gradient electroquimic de l'i6 corresponent. Per convencio, I'entrada
d’'un i6 positiu cap a linterior de la cél-lula s’anomena corrent entrant
(com el Na* o el Ca*?), i la sortida d’un i6 positiu cap a I'exterior de la
cél-lula s’anomena corrent de sortida (com el corrent de K™).

L’impuls electric generat per l'intercanvi idnic en les cél-lules excitables
s’utilitza com a via de senyalitzacio, la qual cosa produeix un senyal

eléctric que correspon a un balan¢ dels corrents ionics anomenat
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Potencial d’Acci6 (PA) o Potencial d’Accié Cardiac (PAC) en els
cardiomiocits. Aquest senyal viatja des de les ceél-lules automatiques del
NSA i el NSV, que linicien, fins als cardiomiocits auriculars i ventriculars.
La forma tipica del PAC ventricular es pot dividir en 5 fases, que tal hi
com s’ha introduit, responen a la activacié de canals que provoquen els
corrents de Na* (Ina), Ca*? (Ica) i K¥ (lio, Ik i k1)

Fase 0 o fase de despolaritzacio: s’inicia per una obertura rapida (o
activacio) dels canals de Na®. L’entrada de Iy, a dins la cél-lula fa que la
membrana es despolaritzi i passi d’'una diferencia de potencial de -90mV
a +40mV.

Fase 1 o repolaritzacié parcial de la membrana: aquesta fase succeeix
immediatament després del pic de despolaritzacié. Aquesta repolaritzacio
subtil respon a la inactivacio dels canals de Na' i I'obertura dels canals
de K* responsables del corrent transitori de sortida de K*, I,.

Fase 2 o fase plateau: aquesta fase correspon a I'entrada del corrent ¢,
pels canals de Ca*? tipus L (Ica). L'entrada de Ca*? activa els receptors
de la rianodina i allibera el Ca™ del RE al citoplasma que propicia la
contraccio dels cardiomiocits. Pren importancia en aquesta fase
lintercanviador Na‘/Ca™, ja que l'augment de Ca*? citosolic activa
I'alliberacié de Ca*? fora la cél-lula a través de I'intercanviador, fent entrar
3 ions Na* per cada i6 Ca™ que surt, produint un corrent entrant. En
aguesta fase també succeeix una activacio gradual de diferents canals

de K' dependents de voltatge que condueixen el corrent rectificador
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sortint Ix. En els cardiomiocits ventriculars, el corrent Iy esta format per
dos components: el corrent rapid (Ik,) i el lent (Ixs). En aguest punt el PAC
esta retornant poc a poc a la seva linia basal.

Fase 3 0 fase de repolaritzacié cel-lular: el final de la fase 2 i la fase 3
correspon a I'efecte de diferents corrents sortints de K:

La suma dels corrents lx, i lks, que provoquen l'acabament de la fase
plateau i el comencament la repolaritzacié; i altres corrents de K com el
corrent rectificador Ix tarda (lx,) i el corrent rectificador lx,; tambe
col-laboren en aquesta fase de repolaritzacio.

Fase 4 o fase de rep0s: en aquesta fase els cardiomiocits es mantenen
estables a un potencial negatiu d'uns -90mV. Aguesta estabilitat es
manté per l'efecte del corrent rectificador entrant Ix;. El corrent Iy,
equilibra la repolaritzacio, i dona les condicions necessaries per entrar i
mantenir-se a la fase de repos**3,

A la figura 1C es poden observar diferencies en la forma dels PAC dels
cardiomiocits auriculars i ventriculars, i del NSA i NSV. Aquestes
divergencies son causades, principalment, per la diferéncia en
d’expressio d’alguns canals. Per exemple, el corrent rectificador de K*
ultrarapid (Ikyr), només s’expressa en els cardiomiocits auriculars, i fa que
la repolaritzacio sigui més rapida que en els ventriculars.

Les diferéncies en la forma dels PAC dels cardiomiocits del NSA i NAV

respecte dels cardiomiocits auriculars i ventriculars, sén degudes

principalment al fet en les cél-lules nodals no s’expressen els canals que
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generen el corrent gy, perd en canvi s’expressen els canals responsables
de 'anomenat corrent marcapassos o funny current (Iy) a la fase 4. Els
canals responsables del corrent I;, sén permeables al Na™ i al K*, i no
permeten que la fase 4 es mantingui en repos, sind que es va
despolaritzant lentament. A més, els canals responsables de la
despolaritzacié soén els canals de Ca*? tipus L i T (lca i lcat), €S per
aguesta radé que la fase plateau és més curta, i el PAC d’aquests

cardiomiocits és més rapid**.

2.2. Electrocardiograma

L’electrocardiograma (ECG) és el senyal resultant de la suma dels canvis
eléctrics que succeeixen en les diferents regions del cor (Figura 1C).
L’ona P correspon a la despolaritzacié del les auricules; el segment QRS,
a la despolaritzacié dels cardiomiocits ventriculars (fase 0); 'ona T, a la
repolaritzacio dels ventricles (fase 1, 2 i 3 del PAC ventricular); i la linia
basal correspon a la relaxacié dels ventricles (fase 4 del PAC ventricular).
La repolaritzacio de les auricules queda amagada per la despolaritzacio
dels ventricles. La durada entre el complex QRS i la ona T s'utilitza per
calcular el temps que dura la despolaritzacié-repolaritzacié ventricular,
aguest segment és el gque s’anomena interval QT; el segment ST

comenca a on s’acaba el complex QRS (punt J) fins a linici de I'ona

10,11
T
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Figura 1. Activitat eléctrica cardiaca i els corrents ionics del cor. A. Representacio
esquematica del cor: NSA Node Sinoauricular; NAV Node Auriculoventricular; i feix de
His i fibres de purkinje (en turquesa); A auricula; V ventricle; E esquerra; i D dret. B.
Representacié del PAC tipic d’'un miocit ventricular generat pels corrents entrants i
sortints dels ions Na*, Ca*? i K" a través dels corresponents canals ionics dependents
de voltatge. El corrent de Na* (Iy,) esta representat en vermell, el corrent de Ca*? (Ical)
en taronja, corrent Na*/Ca*? corresponent al corrent generat per l'intercanviador Na/Ca
en taronja fosc (Inaca), i €ls diferents corrents de K™ en blau (I). C. Correlacié entre els
diferents potencials d’accié (PA) a les diferents regions de cor i I'electrocardiograma

(ECG).
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2.3. Malalties eléctriques o canalopaties cardiaques

Com s’ha pogut observar en els apartats anteriors, el correcte
funcionament del cor requereix una funcié orquestrada dels corrents
d’entrada i sortida a través dels diferents canals ionics dependents de
voltatge que es troben a la membrana plasmatica dels cardiomiocits.
Alteracions, encara que petites, en els nivells d’expressié /o en les
propietats biofisiques dels diferents canals idnics, afecten I'heterogeneitat

1011 "Una alteracio en el

dels corrents en les diferents regions del cor
comportament d’aquests canals pot provocar una alteracié en el flux del
corrent provocant, per exemple, una repolaritzacié anormal que provoqui
una FV, desencadenant principal del MSC en les malalties eléctriques
cardiaques, anomenades canalopaties cardiaques.

Una de les principals causes de les alteracions d’aquests canals idnics
son les mutacions patogeniques als gens que codifiguen per les
proteines que formen els canals. Aquestes mutacions poden ser tant a
mateixa subunitat a (que forma el porus per on passen els ions
corresponents, Taula 1), com en les corresponents subunitats 3, com en
altres proteines reguladores que impedeixin obtenir un canal funcional a
la membrana plasmatica. Les mutacions poden provocar alteracions en
l'estructura de la proteina que forma el canal, que donen lloc a
alteracions de la funcid, localitzacio, regulacié i/o modulacié d’aquests

gue poden ser la causa de diferents de defectes en el ECG i

desencadenar aritmies amb alt risc de MSC*.
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Actualment, la diagnosi genetica de les canalopaties cardiaques no es
realitza de rutina, tot i aix0, les directius publicades recomanen la
diagnosi genética per proposits clinics*>**. LECG, 'analisi genética i la
informacié familiar sén les eines utilitzades per identificar i predir la
severitat de les malalties eléctriques hereditaries, tant en SQTL com en
la SBr*>*,

Tot i que I'is de la informacié genética en les decisions cliniques ha
assolit un nivell de complexitat molt elevat, esta permetent desxifrar
associacions de les malalties aritmogéeniques amb els gens i viceversa.
Tenint en compte que la interpretacid d’'un test genétic i la causalitat
d’'una mutacié es descriu en termes probabilistics i no deterministics*>*’,
la importancia clinica de trobar la mutacié causal recau en tres fets: (1)
Donar suport el diagnostic clinic; (2) Dirigir el tractament; i (3) Identificar
els familiars portadors de la mutacié que poden estar amb risc de patir
una MSC*>*,

El terme mutacio o variant genéetica defineix qualsevol canvi de nucleotid
en la sequeéencia del DNA. Les mutacions trobades poden involucrar un
canvi d’'un sol nucleoétid (Single Nucleotide Variant, SNV) que codifica pel
mateix aminoacid (canvi sindnim), que codifica per un aminoacid diferent
(canvi no sinonim o missense), o que codifica per un codé STOP (canvi
sense sentit 0 nonsense); poden ser delecions o insercions de més d'una

base, que poden provocar un corriment en el marc de lectura (frameshift);
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0 poden ser delecions o insercions grans que involucrin un o diversos

exons a la vegada.

No totes les mutacions sén patogeniques. Per predir la patogenicitat de

les mutacions, s'utilitzen els segiients criteris per tal d’avaluar-la™*%;

(1) Cosegregacid de la mutaci6 amb Ila malaltia en un pedigri
multigeneracional.

(2) Mutacié absent o rara en individus sans i en bases de dades de
exomes/genomes publics®. En termes de frequiéncia a la poblacio, les
mutacions podran ser noves (no descrites previament), rares
(descrites a <1% de la poblaci6), o comunes/polimorfiques (descrites
a > 1% de la poblacio).

(3) Mutacions radicals (mutacions que introdueixen un cod6 STOP
prematur, o frameshifts).

(4) Estudis funcionals que demostrin una pertorbacio fenotipica.

(5) Prediccié in silico de la patogenicitat a partir de programes

bioinformatics®.

% Els exomes/genomes publics utilitzats sén: Exome Variant Server Exome Variant
Server, NHLBI GO Exome Sequencing Project 6.500 (ESP,
http://evs.gs.washington.edu/EVS/); 1.000 genomes project
(http://www.1000genomes.org/); [ dbSNP database
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP).

® Els programes bioinformatics de prediccié de patogenicitat més utilitzats a la literatura
sén: Polyphen-2, URL: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/; SIFT, Sorting Intolerant
from Tolerant , URL: http://sift.jcvi.org/)32; Condel , CONsensus DELeteriousness
score of non-synonymous single nucleotide variant, URL:
http://bg.upf.edu/condel/home; i PROVEAN v.1.1, Protein Variation Effect Analyzer,
URL: http://provean.jcvi.org/index.php.
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Des d’un punt de vista de patogenicitat, les mutacions es poden catalogar
com a: probablement patogéniques, provoquen un efecte fenotipic
patogénic a l'individu portador; probablement benignes o neutrals, el
canvi en la sequéncia probablement no és el causant de la canalopatia; o
variants de significat incert (Variant with Uncertain Significance, VUS),
guan la suma de les evidéncies no és suficient per catalogar una mutacio
com a causal ni com a no causal®*.

A la taula 1 es pot observar com defectes per mutacions en els corrents
claus del PAC a les subunitats que formen els respectius canals, poden
estar involucrats en les diferents canalopaties, majoritariament a SBr,
SQTL, SQTC, FAF. Els proxims capitols de la introduccio se centraran en
les bases cliniques, i genetiques de la SQTL (Capitol 3) i la SBr (Capitol
4) ja que son les dues canalopaties en les quals es basa aquesta tesi.
D’altra banda, les mutacions poden provocar una alteracié que suposi
tant un guany de funcié, com una perdua de funcio del canal.

A partir del capitol 5, la introduccié se centrara en els conceptes que
envolten la electricitat cel-lular, el registre dels corrents, I'estructura i
funcié dels canals ionics dependents de voltatge(en concret el canal de
sodi, Capitol 6) i els mecanismes moleculars pels quals les mutacions als

canals ionics cardiacs poden explicar la SQTL i la SBr (Capitol 7).
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Alteraci6 del

Corrent Subunitat a Gen Canalopatia
corrent/canal
SBr Pérdua de funcio
SQTL3 (+SSS)  Guany de funcié
Iha Na,1.5 SCNSA SPCC Pérdua de funcié
FAF Pérdua i guany de funcio
lorapda  Ki4.3 KCND3 SBr Guany de funcié
o lenta K1.4 KCNA4 - -
et Cal.2 CACNALC SBr Pérdua de func.i,c')
SQTL (+ST) Guany de funcié
lkur K,1.5 KCNAS5 FAF Pérdua de funcié
SQTL2 Pérdua de funcié
Ikr K,<11.1 KCNH2 SQTC Guany de funcié
FAF Guany de funcio
SQTL (+SJLN)  Pérdua de funcié
lks K,7.1 KCNQ1 SQTC Guany de funcié
FAF Guany de funcio
SQTL7 (+SAT)  Pérdua de funcio
lk1 Kir2.1 KCNJ2 SQTC Guany de funcio
FAF Guany de funcié
lkach Kir4.5 KCNJ5 SQTL Pérdua de funcio
SSS Pérdua de funcié
I HCN4 HCN4 FAF Pérdua de funcio
SBr Pérdua de funcié

Taula 1. Bases genétiques i moleculars dels corrents ionics i la seva alteracié en
les aritmies cardiaques hereditaries. SBr: Sindrome de Brugada; SQTL, Sindrome
del QT Llarg; SPCC, Sindrome Progressiva del sistema de Conduccié Cardiaca; FAF
Fibril-lacié Auricular Familiar; SQTC, Sindrome de QT Curt; SSS Sick Sinus Syndrome,
o Sindrome del Node Sinusal Malalt; ST, Sindrome de Timothy; SJLN, Sindrome de
Jervell Lange Nielsen; SAT, Sindrome d’Andersen-Tawil. En aquesta taula només es
mostren les subunitats a dels canals. Les subunitats i altres proteines reguladores

d’interés s’aniran nombrant al llarg de la tesi.
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3. Sindrome del QT llarg

La SQTL es defineix com una malaltia cardiovascular rara (1 cada 2000
individus™®) caracteritzada per sincopes, marejos, torsades de pointes
(TdP), fibril-lacié ventricular, i un alt risc de MSC?*?!. Aquesta sindrome
es diagnostica per una prolongacié de l'interval QT en el ECG causada
per un retard en la repolaritzacio ventricular sense cap defecte estructural
del cor (Figura 2)%*%.

La SQTL pot desenvolupar-se a causa de defectes geneétics o pot ser
adquirida. Fins als comencaments dels anys 90 s’atribuia la SQTL a una
activitat dominant del nervi simpatic dret del cor. Quan es va observar
que el tractament amb bloquejadors de canals de K* provocava la
morfologia tipica de SQTL, postdespolaritzacions precoces (early
afterdepolarization, EAD) i TdP, es va associar que la causa de la SQTL
és un defecte als corrents responsables de la repolaritzaci6®*.

Aquesta tesi se centra en la SQTL hereditaria. La SQTL per causes
genetiques succeeix quan mutacions a les proteines que formen o
modulen els canals de Na*, K i Ca"™ provoquen una repolaritzacio
anomala que prolonga linterval QT. Fins al moment, s’han descrit
mutacions a 16 gens susceptibles de provocar SQTL, i son els 3 primers

(KCNQ1 (SQTL1), KCNH2 (SQTL2) i SCN5A (SQTL3)), els causants de

la major part de SQTL?* (Taula 2).
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3.1. Fenotip i diagnostic clinic

3.1.1. Prolongaci6 de ’interval QT

La classificacio del tipus de SQTL es numera en funcio del gen afectat i
per ordre de publicacio (Taula 2). Es pot observar que els 16 gens
configuren 15 tipus diferents de SQTL. Tot i les diferencies del
mecanisme pel qual es provoca la SQTL (s’explica a continuacid), la
caracteristica més important pel diagnostic dels 15 SQTL és la
prolongaci6 de linterval QT en les 12 derivacions del ECG**.

La distancia del QT és la distancia entre el pic del QRS, que indica la
despolaritzacio ventricular, i el final de la ona T, que indica el final de la
repolaritzacié ventricular. L’interval RR és la distancia entre els pics de
dos complexos QRS consecutius, de despolaritzacié a despolaritzacié®.
L’interval QT es mesura calculant el QT corregit (QTc) seguint la formula
de Bazett, on la distancia del QT (en mil-lisegons (ms)) es corregeix per
I'arrel quadrada de la duraci6 de I'interval RR (en ms):

QTc= QTN RR

Es considera QT llarg un QTc igual o major de 460ms en dones, i igual o
major de 450 ms en homes?®, diversos estudis han demostrat que
linterval QT és més llarg en dones joves i de mitjana edat, en
comparacié amb els homes. Aquesta diferéncia apareix a I'adolescéncia
per un escurcament de l'interval QT en els nois, segurament a causa d’un

efecte de la testosterona®®?°.
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Figura 2. Comparacié del ECG normal o amb QT llarg. A I'esquerra representacio

de l'allargament del PAC (gris) en comparacié el PAC cardiac normal (negre) que

causa lallargament del QT en [lelectrocardiograma. A la dreta un ECG de 12

derivacions d’'un pacient amb QT llarg a on s’assenyala l'interval RR i I'interval QT.

Tipus de SQTL Gen Proteina Efecte funcional Heréncia Incidéncia

SQTL1 KCNQ1 K,7.1 Reduccio Igs ADiAR  30-35%

igjgﬁtaris SQTL2  KCNH2  K,11.1 Reduccio I, AD  25-30%
SQTL3 SCN5A Na,1.5 Augment Iy, AD 5-10%
SQTL5 KCNE1 Mink Reduccio Igs AD <1%
SQTL6 KCNE2 Mirpl Reducci6 Ik, AD <1%
SQTL9 CAV3 Caveolina Augment Iy, AD <1%
SQTL10 SCN4B Na,34 Augment Iy, AD <1%

SQTL SQTL11 AKAP9 Yotiao Reducci6 I AD <1%

minoritaris SQTL12 SNTA1 a-sintrofina Augment Iy, AD <1%
SQTL13 KCNJ5 Kir3.4 Reducci6 lxach AD <1%
SQTL14 RYR2 Receptorde  , ment 1., AD  Moltrara

rianodina
SQTL15 gﬁtm; g::ngz::z: ; multiples AD  Moltrara
SILN KCNQ1 K,7.1 Reducci6 I AR Molt rara
KCNE1 Mink Reducci6 Is AR Molt rara

Desordre i?ST L0 keng2 Kir2.1 Reduccio Ik AD Molt rara

multisistemic, _

SQTL més SQTL_4 o] B Alter_auo en la

malignes ankyrin-B ANKB Anquirina-B localitzacio dels AD Molt rara
syndrome canals
CS)_?ST L8 CACNA1C Cayl.2 Augment Iy AD Molt rara

Taula 2. Taularesum dels gens associats a la SQTL.
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3.1.2. Defectes en el ECG determinants de SQTL

A part de la prolongacié del QT, una alteracio a la fase 2 i 3 del PAC pot
provocar altres defectes en els ECG dels pacients amb SQTL. En aquest
apartat es descriuen alguns d’aquests defectes electrocardiografics, ja
gue es nombren al llarg de la tesi i dels articles publicats.

Dispersio del QT: quan s’observa una prolongacié del QT desigual en
les 12 derivacions del ECG s’anomena dispersio del QT. Si en mesurar la
diferéncia entre linterval QT minim i maxim de les 12 derivacions,
s’observa un increment en la dispersié del QT (> 100 ms), pot suggerir
gue hi ha arees cardiagues amb diferents temps de repolaritzacié que
poden ser un substrat de FV?.

Morfologia anomala de I’'ona T: les caracteristiques morfologiques de la
ona T, poden donar informacié diagndstica. S’ha observat que una ona
de base ampla podria ser causada per un SQTL1; una ona de base
estreta pero amb una osca pronunciada determinaria un SQTL2; i una
ona T tardana indicaria un SQTL3. Un diagnostic clinic acurat d’aquesta
caracteristica permetria una aproximacié del corrent afectat abans del
diagnostic genétic'®?*# (Figura 3A).

Ones T alternades: son causades per una alternacio de la duracio del
PAC entre batec i batec (Figura 3B). Aquestes alternacions en el PAC
(llarg-curt-llarg) es produeixen per una alternanca en el cicle del Ca*?,
que altera la duracid o I'amplitud gradient transmural; i poden provocar

també EAD a la fase 3 del PAC ventricular'®?+2°,
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A
SQTL1 SQTL2 SQTL3

NN e
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_/J/\_—IM M L e A

Figura 3. Imatges representatives d’altres defectes electrocardiografics en
pacients amb SQTL. A. Diferéncies en la ona T entre els pacients de SQTL1, 2i 3.
SQTL1: ona T de base ampla i prolongacio del QT (QTc=530ms); SQTL2: ona T poc
ampla perd amb una osca i prolongacié del QT (QTc=550ms); i SQTL3: prolongacio
del QT, amb un segment QT pla i una ona T tardana (QTc=510ms). B. Early after
depolarizations (EADs) alternades (senyalades amb una fletxa) que provoquen
alternanga de I'ona T en el ECG. C. Representacié electrocardiografica d’'una torsade

de pointes (TdP). Font: Morita (2008)**.
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Bradicardia: una disminucié del ritme cardiac s’associa a alguns
genotips de SQTL (SQTL2, SQTL3, SQTL4, SQTL8 i SQTL9). La
bradicardia severa també s’associa a infants amb SQTL1 *.

TdP i taquicardia ventricular polimorfica: la TdP és una taquicardia
ventricular polimorfica amb la caracteristica de canviar batec a batec,
torcant-se al voltant de la linia basal (Figura 3C).

Tot i que normalment les TdP duren segons, si succeeixen repetidament
o prolongadament poden provocar un sincope, i poden degenerar a FV
amb una alt risc de MSC.

Les EAD acostumen a desenvolupar TdP quan en la fase 2 o 3 del PAC
hi ha una despolaritzacio anomala, per un augment del corrent l¢, durant
la fase 2, o bé per un augment de Iy, durant la fase 3, que trenca el curs

normal de la repolaritzacid. La dispersio del QT també pot contribuir en la

formaci6 de TdP?*,

3.1.3. Criteris en la diagnosi clinica

La diagnosi de la SQTL es basa en la historia clinica del pacient (episodis
sincopals, episodis amb aritmies letals, la prolongacié del QTc) i els
antecedents familiars. El sistema més utilitzat en la practica clinica per
predir el risc de patir SQTL, és la taula de puntuacié Schwartz publicada
el 1993% j recentment modificada el 20122° (Taula 3).

L’ds d’aquestes taules clarifica aquells casos en que la prolongacio del
QTc és al limit entre QT llarg o normal, o en els que hi ha simptomes i/o

antecedents familiars pero el QTc es manté normal.
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Una puntuacié de = 3,5 punts indica una alta probabilitat de patir SQTL
(en la taula versié anterior era = 4 punts); entre 1,5 i 3 una probabilitat

intermedia; i una puntuacid < 1 significa baixa probabilitat de patir

SQTL20’26’27.
Punts
Troballes electrocardiografiques*

=480 ms 3
QTc 460-470 ms 2

450 ms (en homes) 1
QTc =480 ms, en el quart minut de recuperacié prova d’esforg 1
Torsades de pointest 2
Alternanca de l'ona T 1
Osques a ones T en 3 derivacions 1
Bradicardia segons I'edat§ 0,5

Historia clinica

Sincopet Amb estrés\ 2

Sense estres 1
Sordesa congeénita 0,5

Historia familiarq

Familiars diagnosticats amb SQTL 1

Mort sobtada inexplicada en un familiar directe menor de 30 anys 0,5

Taula 3. Criteris diagnostics de Schwartz?*#. *Sense medicacié o altres
desordres que ja afecten 'ECG. 1 TdP i Sincope s’exclouen mutuament. §
Per sota del segon percentil d’edat. I Un mateix pacient no es pot contar

dues vegades.
3.2. Implicacions diagnostiques de I’analisi genética en SQTL
3.2.1. Gens i mecanismes associats a SQTL
A l'inici, la SQTL hereditaria es va definir amb dos tipus d’heréncia:
(1) la Sindrome Romano-Ward, la més comuna, que s’hereta a través
d’un patré autosdmic dominant amb penetrancia incompleta®:;
(2) la Sindrome de Jervell and Lange-Nielsen (SJLN), que es caracteritza
per la preséncia de sordesa familiar i s’hereta de manera autosomica

recessiva®®,
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Una forma més actualitzada d’anomenar la SQTL hereditaria és en funcio
del gen afectat i per ordre de publicaci6 (Taula 2). Com s’ha dit
anteriorment, sén 16 els gens associats a SQTL:

(a) Gens que codifiquen per subunitats del diversos canals de potassi:
KCNQ1 (SQTL1), KCNH2 (SQTL2), KCNEl (SQTL5), KCNE2
(SQTL6), KCNJ2 (SQTL7), i KCNJI5 (SQTL13);

(b) Gens que codifiguen per subunitats que formen el canal de sodi
cardiac: SCN5A (SQTL3), i SCN4B (SQTL10);

(c) Gens que codifiquen per diferents subunitats de canals de calci:
CACNALC (SQTLS8), i RYR2 (SQTL14);

(d) Gens que codifiquen per proteines que interaccionen amb els canals
ionics cardiacs: ANK2 (SQTL4), AKAP9 (SQTL11), CAV3 (SQTL9),
SNTA1 (SQTL12), CALM1 i CALM2 (SQTL15).

Per tant, la prolongacido del QT pot ser a causa d’alteracions a les

diferents proteines que configuren o regulen els canals de potassi, calci o

sodi. Des d’un punt de vista del mecanisme, la prolongacio de l'interval

QT és a causa d’'una pérdua de funcié dels corrents responsables de la

repolaritzacié del PAC o d’'un augment dels corrents despolaritzants.

Es a dir, les mutacions patogéniques a les proteines que codifiquen pels

diferents corrents de potassi —com lxs (alteracions en el K,7.1 o

proteines moduladores), Iy, (alteracions en el K,11.1 o proteines

moduladores), Ix; (alteracions Kir2.1 o proteines reguladores), 0 a lkach
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(alteracions a Kir3.4, o proteines reguladores)— provoquen una péerdua
de funcié d’aquests que causa una repolaritzacio meés lenta.

En canvi, les mutacions al canal de sodi cardiac (Na,1.5 o proteines
reguladores), o al canal de calci tipus L (Ca,1.2 o proteines reguladores),
provoquen un increment dels corrents Iy, lca tardans durant les fases 2-
3 del PAC, que en conseqiiéncia alenteix també la repolaritzacio****#*.
Les SQTL1, 2 i 3 son les tres formes majoritaries de la malaltia
associades a mutacions a K, 7.1 que provoquen una perdua de funcio de
ks, a K,11.1 responsables d’una pérdua de funcié de I>', i a Na,1.5

responsables d’un increment de la funcid de Iy 3%

, respectivament.
Mutacions als 3 gens respectius, juntament amb els gens que codifiquen
les subunitat B del K,7.1 i Kv11l.1 — KCNE1 (Mink, SQTL5)* i KCNE2
(Mirpl, SQTL6)* respectivament — soén les responsables del 60-75%
dels casos de SQTL (Taula 2)*®3%*,

Majoritariament totes les mutacions son d’heréncia autosdomica dominant,
menys algunes mutacions de KCNQ1 i KCNE1 que s’hereten de manera
autosomica i provoquen SJLN. Aquesta sindrome €és més severa
clinicament, i s’engloba juntament amb les tres formes que es llisten a
continuacié, amb les formes més malignes de SQTL relacionades a
desordres multisistémics (Taula 2)*®:

(1) La pérdua de funcié de l'anquirina-B per mutacions al gen ANK2

causa un desordre anomenat Sindrome de l'anquirina-B que provoca

alteracions del node sinusal, FV idiopatiques, CPVT, i QT llarg.
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(2) Les mutacions al KCNJ2 son responsables del desordre anomenat
sindrome d’Anderson-Tawil (SAT), que es caracteritza per paralisi
periodica, aritmies cardiaques, i trets dismorfics. En comparaciéo amb les
formes classiques de SQTL lalteracié en el ECG es caracteritza per una
lleu prolongacié del QTc perd amb unes ones U molt amplies.

(3) Les mutacions al gen CACNA1C associades a la Sindrome de
Timothy (ST)'*®, que també es caracteritza per defectes neurologics i de
desenvolupament, a part de QT llarg i aritmies cardiaques.

Tot i que en els tres casos els primers indicis evidenciaven que un
augment del QTc era un simptoma més daquestes malalties
multisistemiques, més recentment s’han identificat mutacions a ANK2,
KCNJ2, i CACNALC associades només a SQTL sense evidencies dels

simptomes tipics de SSS, SAT, o ST, respectivament*?**.

3.2.2. Criteris de diagnosi genetica en els pacients amb SQTL

Les guies/directius publicades per establir criteris i recomanacions de la
diagnosi geneética per proposits clinics, recomanen I'analisi genética dels
gens KCNQ1, KCNH2, i SCN5A en els pacients amb SQTL (juntament
amb KCNE1 i KCNE2 en algunes guies™. L’analisi d’aquests gens pot
significar la identificacié de pacients amb mutacié al voltant d’'un 60-75%
dels pacients amb SQTL diagnosticada clinicament®**.

El rapid aveng de les noves tecnologies i la recent publicacio d’exomes

complets de més de 6.500 individus de poblacié general — NHLBI GO

Exome Sequencing Project (ESP) — posa de manifest que algunes de les
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mutacions trobades en els gens majoritaris i minoritaris que es troben en
una freqiiéncia alta en poblacié general poden ser falsos positius®. Es
per aguest motiu, que la diagnosi genética de la resta de gens minoritaris
(que representen 5-10%) de moment no esta recomanada de rutina per
diagnostic ja que podria augmentar el nimero de falsos positius®.

D’altra banda, la diagnosi genética a pacients amb cliniques poc
robustes, o com a part de rastrejos preesportius o similars, tampoc esta
recomanada ja que podria augmentar la prevalenca de VUS i complicar
I'assignacié d’'un fenotip en funcié del genotip si no hi ha una base clinica
que la suporta®. Només es recomana la diagnosi genética de familiars
sense una diagnosi clinica per identificar els familiars portadors i establir

la segregacio familiar>*.

3.2.3. Penetrancia incompleta i expressivitat variable

Tenint en compte els diversos estudis relacionats amb les mutacions en
els diferents genotips de SQTL, es pot observar com aproximadament un
40% de les families tenen penetrancia incompleta.

D’altra banda, també s’ha observat que dins d’'una mateixa familia, hi ha
un espectre molt ampli en les manifestacions fenotipiques que pot variar
des de mantenir-se asimptomatic la major part de la vida, a patir
esdeveniments aritmics ja des de la infantesa’®*®*°. Aquesta variabilitat,
en part, es pot explicar per factors de l'individu, factors exogens i per
modificadors genétics®'®*’. A continuacié s’exposen alguns d’aquests

mecanismes:
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Com s’ha dit anteriorment, hi ha una diferencia en la prolongacio del QTc
marcada pel sexe, ja que les dones tendeixen a tenir un QT més llarg
que els homes®®.

D’altra banda, factors exogens com un desequilibri electrolitic com la
hipocalémia, febre o la preséncia de bloquejadors de potassi també
poden afectar a la llargada del QT***7.

Recentment s’han estudiat els factors genétics que podrien estar
modulant una mutacio patogenica i que podrien explicar la diferencia en
fenotip a diferents membres d’'una mateixa familia: (1) I'accié de variants
genetigues comunes que podrien modular I'efecte de les mutacions
causals de SQTL1, SQTL2 i SQTL3, com per exemple KCNE1l
p.(Asp85Asn), KCNE2 p.(Lys897Thr) i SCN5A p.(His558Arg),
respectivament; (2) mutacions a regions no codificants pero critiques per
la regulacié de I'expressid, com promotors, UTR 3’ o 5’; i (3) l'accio de
variants comunes a gens no relacionats amb el SQTL pero que la seva
modulacio podria modificar el fenotip, per exemple, variants comunes en
els receptors a o B adrenérgics que podrien modular la severitat del

SQTL1®,

3.3. Relaci6 genotip-fenotip i estratificacio del risc

Per tal d’avaluar l'estratificacié del risc i la decisié del procés clinic, en
aquest moment s’utilitzen tant les caracteristiques fenotipiques (QTc,
simptomes, historia familiar, sexe, edat) com les genotipiques (gen

afectat). Seguidament es planteja una possible estratificacié del risc
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proposat per Giudicessi i Ackerman (2013)'® — basant-se en els articles
Priori (2003), Sauer (2007), Westenskow (2004) i Mullally (2013)*>! —
tot i que hi ha publicades altres estratificacions similars®:

(1) Els pacients amb un risc molt alt (= 80%) de patir una 0 més aritmies
cardiaques o MSC abans dels 40 anys sén aquells amb: mutacions
causals a més d’un al-lel del KCNQ1 amb heréncia autosomica recessiva
(SJLN) i que han tingut = de 10 esdeveniments cardiacs abans dels 18
anys; o el pacients amb ST. En aquests casos, €S necessari un proces
clinic més agressiu que normalment requereix la implantacié d’'un DAI.

(2) Els pacients que tenen un risc alt (= 50%) de patir una aritmia
cardiaca deguda a la SQTL abans dels 40 anys, sOn aquells amb: un
QTc = 550ms, independentment del genotip; un QTc = 500 ms en
pacients amb SQTL1, SQTL2 o homes amb SQTL3; pacients amb meés
d'un al-lel afectat sigui per dues mutacions patogeniques heterozigotes al
mateix gen (compostes) o dues mutacions patogeniques heterozigotes a
gens diferents (digeniques); i els pacients amb més de 2 (perdo menys de
10) aritmies cardiaques abans dels 18 anys.

(3) Els pacients que es troben en un risc intermedi (30-49%) de tornar a
patir una aritmia cardiaca son: pacients amb un QTc entre 500 i 549 ms,
independentment del fenotip; dones amb genotip associat a SQTL1, 2 o
3; homes amb SQTL3 amb un QTc < 500 ms; o qualsevol pacient que
hagi patit menys de 2 esdeveniments cardiacs associats al SQTL abans

dels 40 anys. El tractament, normalment és amb (3-bloquejadors.
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(4) Tots els altres pacients amb SQTL, perd que s’hagin mantingut
asimptomatics amb un QTc < 500 ms, tenen un risc relativament baix de
patir un esdeveniment aritmic (< 30%) i el tractament s’hauria de valorar
en funcio del cas.

D’altra banda, s’ha demostrat també una diferéncia en la causa que
desenvolupa I'esdeveniment aritmic en funcié del genotip. EI 2001 sobre
una poblacié de 670 pacients simptomatics amb SQTL, es va dividir la
causa sota la qual s’havia produit l'aritmia o la MSC en tres grups:
exercici, emocio o repos. Més endavant el 2012, els resultats obtinguts
es van modificar pel mateix autor amb noves evidéncies®. En aquests
articles descriuen que:

Majoritariament els pacients amb SQTL1 desenvolupen les aritmies en
exercici (75%), mentre que esdeveniments aritmics sota estrés
emocional o en repos son més rars (15 i 10%, respectivament); els
pacients amb SQTL2, desenvolupen la major part d’aritmies davant d'un
estres sobtat quan es troben, per exemple el so d’una alarma (63%),
seguit per aritmies desenvolupades sota estres emocional (37%); i
finalment, pacients amb SQTL3, el 80% dels desenvolupen I'aritmia en
repos o dormint, un 15% durant un estrés emocional i un 5% en exercici.
En el mateix estudi també es va observar que el 99% dels pacients que
havien desenvolupat I'aritmia mentre nedaven eren casos de SQTL1, i
que el 80% dels pacients que havien desencadenat l'aritmia sota un

soroll sobtat eren casos de SQTL2%.
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3.4. Implicacions terapeutiques de I’analisi genética

Des del 1970, els antagonistes del receptor [(-adrenérgic (B-
bloquejadors) s’utilitzen com a terapia per a la prevencido dels
esdeveniments aritmics letals de la SQTL. Tot i que no esta en dubte la
seva eficacia en la reduccio de les aritmies cardiaques en els pacients
amb SQTL, els estudis demostren que els efectes son diferents en funcio
del genotip. Els B-bloquejadors son molt efectius en els pacients amb
SQTLL1. Els pacients amb SQTL2, comparats amb el SQTL1, sén més
susceptibles a tenir un esdeveniment cardiac sobretot quan hi ha un
desequilibri en la concentracid plasmatica de potassi, esdeveniments
sobtats o0 en el postpart.

Per tant, en els pacients de SQTL2 el consell clinic i el seguiment durant
el tractament és molt important. Finalment, esta descrit que el 10-15%
dels pacients SQTL3 tractats amb B-bloquejadors tenen esdeveniments
cardiacs relacionats amb el corrent de sodi tarda que es manté durant la
fase 2 i 3 del PAC (tipus de corrent que s’explica en el capitol 5, 61 7), en
aguests casos, el tractament amb B-bloquejadors (preferiblement
propanolol) s’hauria de combinar amb bloquejadors del canal de sodi
com la mexiletina™®,

Respecte del tractament en els pacients amb les formes de SQTL més
malignes com la ST o SJLN, els B-bloquejadors necessiten ser combinats

amb agents antiaritmics i normalment amb la implantacié d’'un DAI*®.
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Per dltim, el tractament dels genotips minoritaris, com que estan
relacionats als corrents responsables de SQTL1, SQTL2 i SQTL3, per
analogia son tractats com el SQTL majoritari respectiu ja que no hi ha

suficient informacié per consensuar les relacions genotip-fenotip™®.

En resum, es pot observar, per tant, que la importancia del genotip en
SQTL es fa palesa ja que pot determinar les manifestacions
electrocardiografiques, I'estratificacio del risc, les causes sota les quals

es pot desenvolupar una aritmia letal, i pot condicionar la terapia®®>2.
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4. Sindrome de Brugada

La SBr es va descriure per primera vegada el 1992 pels germans
Brugada®. Es una malaltia cardiaca hereditaria caracteritzada per una
elevacié del segment ST en el ECG. Predisposa a un alt risc de MSC,
taquicardies ventriculars polimorfiques secundaries i FV en abséncia de
defectes estructurals en el cor**’,

La prevalenca estimada dels pacients amb SBr varia en funcio de la
poblacié. Per exemple, a Europa és d’entre 1-5 cada 10.000 habitants
perd al sud-est asiatic és de 12 cada 10.000 habitants. Es més comuna

en homes (aproximadament el 80% dels casos) i I'edat mitjana de

diagnosi entre els 40 i 45 anys®°.

4.1. Fenotip i diagnostic clinic

4.1.1. Criteris de diagnostic

El diagnodstic de la SBr requereix la preséncia d’'una elevacié prominent
en forma concava del segment ST a les derivacions precordials dretes
(V1-V3) de 'ECG, que exposa un punt J ampli o un segment ST elevat = 2
mm, seguit per una ona T negativa. Aquesta elevaci6 és la que
s’anomena SBr tipus 1 i és la diagnostica (Figura 4A, SBrl). Les SBr
tipus 2 i 3 s6n patrons de susceptibilitat a la SBr, perd no sén
diagnostiques: el patrd tipus 2 és una elevacié del punt J =2 2 mm, una
elevacio del segment ST = 1 mm, i una ona T positiva o bifasica (Figura
4A, SBr2); i en el tipus 3 també s’observa la forma concava del segment
ST perd amb una elevacié < 1 mm (Figura 4A, SBr3)>**>°*% | ’ECG dels
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pacients amb SBr és dinamic, i hi poden coexistir els tres patrons
electrocardiografics en un mateix pacient en diferents moments.

D’altra banda, I'elevacié es pot donar de manera espontania en 'ECG del
pacient; o bé, hi ha pacients que mostren un ECG normal fins que es
desemmascara la sindrome per algun factor extern com febre,
desequilibris ionics, cocaina, antidepressius triciclics, antihistaminics de
primera generacid, o farmacs antiaritmics bloquejadors del canal de sodi
(mexiletina, flecainida, ajmalina o procainamida, entre d’altres)>*°%8,
Gracies al fet els antiaritmics bloquejadors del canal de sodi poden
desemmascarar SBr, s’utilitzen en 'ambit clinic per desemmascarar-la de
forma controlada®. Majoritariament s'utilitza ajmalina o flecainida, i la
prova només es considera positiva si es desemmascara un patré tipus 1
(Figura 4B)>**’.

La SBr només pot ser diagnosticada de manera definitiva si el pacient
mostra un patré de SBr tipus 1 en el ECG (en almenys una de les
precordials dretes, induit o no) més algun dels seguents factors: FV
documentada, taquicardia ventricular polimorfica documentada, historia
familiar de MSC en menors de 45 anys, presencia de familiars amb SBr
encoberta, induccid d’aritmies ventriculars durant una estimulacio
eléctrica programada, sincopes, respiracid nocturna agonica i/o una
mutacio que pugui explicar el fenotip. Si el pacient només manifesta el
patré tipus 1 en el ECG pero sense cap dels altres criteris clinics, el

diagnostic sera de SBr idiopatica®®2,
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Figura 4. Electrocardiogrames caracteristics en pacients amb SBr. A. ECG
caracteristics de SBr tipus 1, SBr tipus 2 i SBr tipus 3. B. Comparacié de 2 ECG d‘un
mateix individu abans de ser tractat (ECG basal) i després de la infusi6 de flecainida
on es pot observar I'elevacié del segment ST de SBr tipus 1 a les derivacions V1 i V2.

Font: Berne, 2012%.

4.1.2. Estratificacié clinica del risc

La SBr és la responsable d’un 4% de les MSC, i augmenten en un 20% a
aquelles MSC sense cap defecte estructural cardiac®®. Comparat amb la

SQTL, l'estratificacio del risc en els pacients amb SBr es basa en criteris

clinics.
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Majoritariament, les FV i la MSC tenen lloc a la nit o durant el son®®. Un
estudi va revelar que 26 dels 30 episodis registrats en pacients amb DAI
implantats eren durant el son, la qual cosa mostra la importancia de
I'activitat vagal en I'aritmogénesis de la SBr. Aixi mateix, el 2002, es va
associar que la sindrome de la mort sobtada inexplicada nocturna —
descrita a Filipines el 1917 amb una incidencia molt alta al sud-est asiatic
majoritariament en joves — és fenotipicament, geneticament i
funcionalment, la mateixa malaltia que la SBr°’.

La identificacio dels pacients amb risc de patir MSC i la seva prevencio,
€s una de les tasques més importants en estudis d’aquesta malaltia en
'ambit medic. A la literatura hi ha dos grans estudis de seguiment dels
pacients amb SBr (334 pacients® i 1.029 pacients®), en els quals es
determina que: els pacients que s’han diagnosticat després d’'una MSC
avortada tenen un risc molt alt de tornar a patir aritmies ventriculars
(entre el 17 al 69% en els segiients 48-84 mesos)’’; els pacients que
presenten sincopes amb el patro tipic de SBrl a 'ECG de forma
espontania tenen un risc del 6 al 19% de patir aritmies ventriculars als
24-39 mesos; i el risc de patir aritmies letals en els pacients
asimptomatics perd amb patr6é de SBrl al ECG, varia entre I'1 i el 8%’
Per tant, els pacients de SBr amb un MSC avortada o sincope previ
tenen significativament un risc més alt de patir una aritmia ventricular que
els asimptomatics amb SBr2. També determinen que el temps que

tarden a patir una aritmia cardiaca els pacients asimptomatics amb SBrl1
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espontani, és significativament més curt que els que SBrl induit, tot i
aixo, en general, els pacients asimptomatics tenen una probabilitat molt
baixa de patir una aritmia cardiaca®*®2.

D’altra banda, un estudi amb 460 pacients de SBr, Hiraoka et al. (2013)%,
compara els factors de risc i la prognosis de pacients joves (< 35 anys)
respecte de pacients grans (> 35 anys). Aquest estudi revela que el risc
d’estratificacid en els pacients joves és similar als obtinguts amb els
pacients >35 anys, i també similar als altres estudis pacients de SBr
sense diferenciar I'edat®"%%,

Finalment, existeixen controversies en I'is de [I'estimulacié eléctrica
programada com a marcador per l'estratificacido del risc. Aixi com en
alguns estudis s’ha observat que pot ser marcador de futures aritmies

>7%2 3ltres estudis no ho observen®®. Tot i aixo0, a les guies

cardiaques
de funcionament i prevencid de pacients amb aritmies ventriculars i MSC,
utilitzen l'aparicid d’una aritmia ventricular durant I'estimulacié electrica

programada com un marcador de risc en els pacients asimptomatics amb

SBr espontania®.

4.2. Implicacions de la diagnosi genetica en la SBr

4.2.1. Gens implicats en la SBr

El fet que els bloquejadors del sodi desemmascarin la SBr indica un rol
clau de la inhibicié del Iy, i la patologia de la malaltia. De fet, aixi ho
demostra el fet que, fins a dia d’avui, més de 350 mutacions en el gen

SCN5A s’han associat a aquesta malaltia des del 1998°°°". Tot i que
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pacients amb mutacions en el gen SCN5A corresponen a la majoria dels
casos (entre el 11 i el 24%°®), mutacions a 17 gens més també s’han
relacionat amb la malaltia: 7 gens relacionats amb una alteracio del Iy,
(SCN1B, SCN3B, GPD1L, MOG1, SLMAP, FGF12 i PKP2); 3 gens amb
una alteraci6 de les Ic, (CACNA1C, CACNB2, CACNA2D1 i TRPM4); i 7
gens relacionats a un alteracio de la Iy (KCND3, KCNE1, KCNES3,
KCNJ8, HCN4 i ABCC)9).

Tot i aix0, el percentatge que representen els pacients amb mutacio a
aguests 17 gens és molt baix, i encara queda un percentatge molt alt de
pacients, entre un 60-75% dels casos, al quals no se’ls ha diagnosticat la

causa geneética®®®

(Taula 4). A més, igual que en la SQTL, la publicacio
d’exomes complets de més de 6.500 individus de poblacié general posa
en discussio la patogenicitat d’algunes mutacions i I'associacié d’alguns

gens a SBr descrits® .

4.2.2. Diagnhosi genética a la practica clinica

La diagnosi genetica pot ser util en la SBr per confirmar aquells casos de
SBrl, i sobretot, per I'estudi de familiars amb casos index amb mutacio
per tal de identificar aquells familiars risc i poder prendre precaucions.
Principalment es recomana el rastreig del gen SCN5A, ja que és el que
pot aportar més probabilitats de diagnostic de mutacié. En els casos de

SBr2 i SBr3, la diagnosi genética no esta recomanada®**.
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Gen Proteina Corrent ionic Efecte funcional Incidéncia
SCN5A Na,1.5 Ina Pérdua de funci6  11-24%
GPD1L G3PDI1L Ina Pérdua de funci6  Rara (1mut)
CACNA1C Ca/l.2 lcaL Pérdua de funci6 6-7%
CACNB2 Ca,B2 lcaL Pérdua de funci6  4-5%
SCN1B Na,31 Ina Pérdua de funcié 1-2%
KCNE3 Mirp2 lioflks Guany de funcié Rara (1mut)
SCN3B Na,3 Ina Pérdua de funcié  Rara (2mut)
KCNH2 hERG1,Kv11l.1l Iy Guany de funci6  Rara (3mut)
KCNJ8 Kir6.1 lkatp Guany de funcié Rara (1mut)
CACNA2D1 Ca,020-1 lcal Pérdua de funcié6  Rara (3mut)
RANGRF MOG1 Ina Pérdua de funci6 Rara (1mut)
KCNES5 Mirp4 liof ks Guany de funci6  Rara (3mut)
KCND3 K4.3 lo Guany de funci6  Rara (2mut)
HCN4 HCN4 I Guany de funci6  Rara (1mut)
SLMAP SLMAP Ina Pérdua de funcié  Rara (2mut)
TRMP4 TRMP4 NSCc, Pérdua i guany 6%*

PKP2 PKP2 Ina Pérdua de funci6  2.5%*
ABCC9 SUR2A lkatp Guany de funcié 49%*

Taula 4. Taula resum dels gens associats a la SBr. Els gens estan llistats per

ordre de publicaci6. NSCc, significa Calcium activated Non-Selective Cation

channel. Incidéncia rara significa que s’han trobat entre 1 i 3 mutacions en el gen

respectiu. *Percentatge dins la poblacié de SBr analitzats en els respectius estudis.
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4.2.3. Penetrancia incompleta i expressivitat variable

L’heréncia de les mutacions en els pacients amb SBr és de transmissio
autosomica dominant, tot i aix0, hi ha penetrancia incompleta,
expressivitat variable i superposicio fenotipica, igual que en altres
malalties monogéniques d’heréncia mendeliana® "3,

Igual que en SQTL, factors individuals o exogens poden explicar part de
la penetrancia incompleta: com les diferencies en funcié del sexe per
diferéncies hormonals®®, la hipertémia/febre’®, o el tractament amb

bloquejadors del canal de sodi, *°.

D’altra banda, el fet que a més
algunes mutacions poden provocar diferents canalopaties (SBr, SQTL3 o
SPCC), fa que s’hagi determinat que hi pot haver superposicié de
fenotips de diferents malalties cardiagues en un mateix individu o en
membres d’una mateixa familia amb la mateixa mutacid, complicant més
la interpretacié de la penetrancia i la expressivitat d’una mutacio”®.

Tot i aixd, com que el percentatge de penetrancia incompleta és alt i hi ha
un percentatge elevat de pacients sense diagnosticar geneticament,
s’estan comengant a estudiar vies d’heretabilitat més complexes. Amb
aguests estudis es pretén buscar nous factors de risc que puguin donar
nous coneixements dels mecanismes moleculars que poden provocar la
SBr i/o que puguin explicar la penetrancia incompleta i I'expressivitat

variable que influeixen en el fenotip fent que l'efecte d’aquestes

mutacions causals de SBr depenguin de I'individu en particular'®.
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Estudis recents d’associaci6 de genomes complets (GWAS, Genome-
Wide Association Study) han revelat tres variants comunes estretament
ligades a la malaltia (una al gen SCN5A, una al gen SCN10A i una al
gen HEY2)”". Aquestes variants podrien afectar la patogenicitat de
mutacions causals, com s’ha demostrat amb la variant comuna SCN5A
p.(His558Arg)’®. Aixi mateix, un estudi d’aquest mateix 2014 posa de
manifest una possible interaccié del promotor del gen SCN5A amb una
regio no codificant reguladora del gen SCN10A. L’estudi d’'una variant
comuna en aquesta regid causa una reduccio de I'expressid del SCN5A, i

suggereix nous mecanismes genomics fisiopatologics per la SBr’°.

4.3. Mecanismes d’elevacié del segment ST

Es proposen dos mecanismes per explicar I'elevacié del segment ST en
les precordials dretes que s’observen en un ECG tipus 1 de SBré%8:
Hipotesi de desequilibri en la repolaritzacio: la primera hipotesi de
mecanisme es focalitza en un desequilibri a la repolaritzacié primerenca
del ventricle dret del miocardi. Aquest fenomen seria degut al fet que la
pérdua de funcié del canal de sodi altera d’'una manera diferent les
ceél-lules de l'epicardi respecte a les de I'endocardi, a causa de les
diferéncies intrinseques d’aquestes. El corrent sortint I, és més
prominent a les cél-lules de I'epicardi del ventricle dret comparat amb les
de I'endocardi. En condicions normals, el corrent sortint |, s’activa a

causa de la despolaritzaciéo rapida de la membrana, i s'oposa a la

despolaritzacio provocada pel corrent de Na* que genera una petita osca
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de la fase 1 del PAC, després I'equilibri també amb el corrent de Ca*
déna I'entrada a la fase plateau en forma de cupula. La hipotesi és que a
I'epicardi, com que hi ha molt més corrent sortint |;,, una reduccié del Iy,
provoca una descompensacio ionica significativa, i incrementa la relacio
entre el corrent de sortida de K* i el corrent entrant de Na'. Aquesta
descompensacié provoca una repolaritzacio prematura i una alteracié a
la morfologia del PAC. En canvi, en I'endocardi a on el corrent I, és
menys significatiu, la reducci6 del Iy, no descompensa tant el balanc dels
corrents, i la morfologia del PAC de I'endocardi segueix sent similar.
L’alteracié en la morfologia del PAC de l'epicardi augmenta el gradient
transmural entre I'endocardi i I'epicardi, que és el que finalment s’observa
en forma d’elevacié del segment ST en el ECG d’un pacient amb SBr. A
més, aquesta descompensaciéo a I'epicardi produeix una fase plateau

més llarga que en I'endocardi, fent negativa la ona T%># (Figura 5A).

Hipotesi de desequilibri en la despolaritzacio: el segon mecanisme,
es focalitza en un desequilibri a la despolaritzacio. La reduccio del Iy,, per
una mutacié o per bloquejadors, causaria un alentiment considerable de
la conduccio del Tracte de Sortida del Ventricle Dret (TSVD o RVOT en
angles) respecte a la conducci6 del Ventricle Dret (VD). En
consequeéncia, es registre I'elevacié del segment ST i la inversié de I'ona

T (Figura 5B)%".
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Tant una hipotesi com [l'altra segueixen sent valides ja que hi ha
evidéncies que sostenen tant una com Jlaltra, i en canvi no hi ha

evidéncies que en refusin cap de les dues®

Gradient
transmural

+30
mV :|
/'.".\
ECG normal
B TSVD
AD

J\/V\ﬁ ECG SBr

Figura 5. Esquemes de les dues hipotesis de mecanisme d’elevacié del segment
ST en un ECG tipus 1 de SBr. A. Hipotesi de desordre en la repolaritzacio. B.

Hipotesi de desordre en la despolaritzacio. Hipotesis explicades en el text.
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4.4, Tractament

La implantacié d’'un DAI és I'inica estrategia efectiva i consensuada en el
tractament i la prevencié de la MSC en els pacients amb SBr>**%*%. Tot i
aixo, les seves complicacions i que bona part de la poblacié no hi pot
tenir accés (infants i joves, i persones en un context socioeconomic
advers) fa necessari I'estudi de tractaments més economics i a I'abast de
tota la poblaci6®>°.

A diferéncia de la SQTL no s’ha establert un tractament farmacoldgic en
funcié del genotip. No obstant aix0, s’estan fent avencos pel tractament
de la sindrome que ataquen al desequilibri ionic que de la fase 1 del
PAC: farmacs com la quinidina que disminueixen el corrent l,; farmacs
que augmenten els corrents positius entrants de Ca* o de Na*, com els
agents B-adrenérgics que augmenten el lq,, i la Dimethyl Lithosermate B

gue alenteix la inactivacié del canal de sodi; o farmacs inhibidors de les

fosfodiesterases lll, que augmenten I, i disminueixen lio°C.
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5. Electricitat cel-lular

En els tres blocs anteriors, s’ha descrit I'activitat eléctrica cardiaca, i com
una disfuncié d’aquesta pot provocar canalopaties cardiaques com la
SQTL o la SBr, entre d’'altres. Tots tres s’han descrit des d’'un punt de
vista macroscopic, pero s’ha pogut observar que el correcte
funcionament recau sobre les subunitats que formen els canals ionics
cardiacs i les proteines que regulen els funcionament i localitzacio
d’aquests canals. Tal i com s’ha dit, aquests canals es troben a la
membrana plasmatica, sén selectius a un i0 i sOn dependents de
voltatge.

D’altra banda, en el marc teoric de la SQTL i la SBr, s’ha pogut observar
gue ambdues malalties es poden desencadenar per alteracions en el Iya.
Aquesta tesi se centra principalment en mutacions a les proteines que
configuren el canal de sodi cardiac depenent de voltatge en relacié amb
la SQTL i la SBr.

Es per aixd que en aquest capitol, i en els seguents, es descriura la
complexitat de [l'electricitat cel-lular des d'un punt de vista més
microscopic: les propietats biofisigues dels canals ionics, técniques
utilitzades pels registres dels corrents i en concret, les propietats
biofisiques del corrent de sodi (Capitol 5); I'estructura de les subunitats
gue formen els canals de sodi, en concret el canal de sodi cardiac, i els

factors que influeixen en tenir un canal funcional a la membrana (Capitol
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6); i finalment, les alteracions concretes del corrent de sodi cardiac que

poden explicar el fenotip de la SQTL i la SBr (Capitol 7).

5.1. Propietats electriques dels canals ionics dependents de
voltatge

La membrana plasmatica, formada per la bicapa lipidica, és hidrofobica i
per tant impermeable als ions. En les cél-lules excitables, la membrana
plasmatica esta carregada electricament a causa de la diferéncia en el
gradient ionic entre I'exterior i I'interior cel-lular. Aquest gradient ionic
permet emmagatzemar energia eléctrica com en una bateria, de manera
que la membrana d'una cél-lula es pot observar com un condensador.
Aquesta distribuciéo asimétrica de les carregues (dels ions), crea una
diferéncia de potencial o de voltatge a la membrana (V,,, mesurada en
volts (V))%84,

Els canals ionics actuen com a conductors dels ions, per tant, son els que
introdueixen la conductancia a la membrana disminueix la resistencia que
aguesta ofereix al pas dels ions.

D’altra banda, la difusié d’'un ié X dependra de la concentracié d’aquest a
una banda i altra de la membrana. L’ié6 sempre es difondra cap a on hi
hagi menys concentracié d’aquest io.

Els potencials de membrana originats per la difusio dels ions s’anomenen
potencials de difusio, que sera zero quan l'ié hagi arribat al seu potencial
d’equilibri electroquimic. En una situacié a on la concentracié d’un i6 X

sigui coneguda a l'interior [X]; i a I'exterior cel-lular [X]y, es pot calcular el
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potencial d’equilibri de I'i6 (V) a través de I'equacio de Nerst* (aon R és
la constant dels gasos, T la temperatura, z la valéncia de l'i6, i F,
constant de faraday, per un i6 X a una temperatura X el valor RT/zF és
constant):

*Vy = RT/zF In [X]o / [X]¥3%.

La taula 5 mostra els potencials d’equilibri dels diferents ions involucrats
en el potencial d’accid, en unes concentracions similars a les

fisiologiques en el muscul cardiac i a una temperatura de 37°C .

16 RT/zF [X]o (MM) [X]i (mM) [XTo/[X]i Vi (MV)
Na* 26.73 145 12 12 +67

K* 26.73 4.5 155 0.026 -95
Ca*? 13.37 2 0.0001 10000 +132
cr 26.73 116 4.2 29 -89

Taula 5. Concentracions idoniques i potencial d’equilibri dels diferents ions
involucrats en el potencial d’accié en muscul cardiac de mamifer a 37°C. mM,

mil-liMolar i mV, mil-liVolts. Els altres simbols es citen al llarg del text.

Per un determinat i6 X, el corrent dependra del voltatge, i de la
permeabilitat de I'ié (o conductancia), per tant segueix la llei d’Ohm®8%:
I= VIR =V-G

Sent | el corrent de l'i6 (mesurat en Ampers, A), V el potencial, i G la
conductancia (mesurada en siemens, S).

Ara bé, el corrent sera negatiu quan el potencial de membrana (V,,) sigui
més negatiu que el potencial d’equilibri de I'ié (Vy), en canvi, sera positiu
quan el V,, sigui més positiu que Vy,. La quantitat de corrent ionic variara

en funci6 de la diferencia entre el V., i el V,, i de la conductancia
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macroscopica per aquest i0 X, per tant, el corrent d’'un i6 segueix
'anomenada llei dOhm modificada:

lx = Gx - (Vm-Vy)

Es pot observar que com més gran és la diferencia entre V-V, més gran
és el corrent. Aquesta propietat s’anomena forga impulsora (o driving
force en angles). El driving force sera més gran com meés allunyat estigui
la diferéncia de potencial de membrana del potencial d’equilibri de I'i6.

La I, pot ser igual a zero en dues situacions: (1) perqué la membrana €s
impermeable als ions i per tant no hi ha conductancia (Gya = 0 S); 0 (2)
perqué el driving force és 0, per tant quan el potencial de membrana és
igual al potencial d’equilibri de I'i6 (V-V,=0)%384,

En el cas dels canals dependents de voltatge, la conductancia i
permeabilitat macroscopica dels ions, depenen de les propietats
biofisiques del canal®*®#*.

La conductancia macroscopica per cada voltatge dependra de la
conductancia unitaria del canal (que vindra determinat pel driving force
(gx)), de la probabilitat d’'obertura d’aquest canal (que dependra del
voltatge aplicat(Pq)), i del nimero de canals presents a la membrana de
la cel-lula (N):

Gx=0x-N-Pq)

En un sistema a on només podem registrar el corrent d’'un sol tipus d’i0
X, el corrent registrat sera la suma del corrent que passa a través de tots

els conductors elementals, per tant, de tots els canals.
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Si estudiem el corrent de sodi d’'una cél-lula, es pot observar que en el
potencial de repos de la membrana (vora -90mV, V,), no hi ha Iy, (Figura
6 A i B). En aquesta situacio la Gy, €s zero perqué els canals de sodi es
troben en estat tancat a potencials negatius i, encara que el driving force
és molt gran, el Iy, és 0 mV.

A mesura que es va despolaritzant la membrana, el Iy, va augmentant
gracies al fet que la probabilitat d’obertura del canal augmenta per la

dependéncia de voltatge.

v, v, O v,

Figura 6. Relaci6é corrent (I) - voltatge (V) a la membrana cel-lular. A. Grafic que
correspon a la relacié 1-V d’'un canal de sodi depenent de voltatge. El grafic mostra la
quantitat de corrent | a cada voltatge. A V,, el voltatge és molt negatiu de manera que
no s’obre cap canal i el Iy, €s 0 pA. A V,, la probabilitat d’obertura és maxima i el
driving force és gran, de manera que es registra un pic de corrent. A V3, el voltatge de
la membrana i el voltatge d’equilibri de l'i6 s’igualen i el corrent és 0 pA. B. La
conductancia (G) corresponent a cada voltatge, en relacié al grafic A: a V; no hi ha
corrent per tant la conductancia és 0, a V; el Iya, €s maxima (prop de 0 mV) la
conductancia és maxima, i a Vs la conductancia és maxima, pero Iy, €s igual a 0 Pa
perqué no hi ha driving force. Les linies puntejades d’ambdoés grafics representen la
maxima conductancia. En aquest moment, disminueix el Iy, a causa de la disminucio

del driving force.
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Prop de OmV (V,, Figura 6 A i B) la probabilitat que els canals estiguin
oberts és maxima, per tant la conductancia és maxima, i com que el
driving force encara és gran es registra el pic de corrent. A partir d’aqui,
la conductancia sempre és maxima, i la quantitat Iy, que es registra
depen del driving force. A mesura que el potencial de membrana es va
acostant al potencial d’equilibri, el Iy, registrat disminueix. En el moment
en que el potencial de membrana s’iguala al potencial d’equilibri de I'ié no
es registra Iy, (V3). A partir d’aqui el gradient es reverteix i el corrent és

positiu o sortint (Figura 6 A)%.

5.2. Registre dels corrents cel-lulars

El 1939 i 1940 Hodgkin i Huxley per un costat, i Curtis i Cole per I'altre,
van realitzar els primers registres de potencials d’accidé dels axons
gegants de calamar®®®. El 1949, Cole desenvolupa la primera técnica
per poder controlar el voltatge de la membrana i poder veure aixi les
diferencies en la conductancia. Els treballs realitzats i les equacions
concebudes per Hodgkin i Huxley el 1952, van poder explicar la
generacio i propagacié dels potencials d’accidé i en aquest moment es va
delinear el concepte de canal ionic, els protocols basics de polsos per
generar les corbes I-V, i les corbes d’activacié i d'inactivacié dependents
de voltatge®’.

Més endavant, es va descobrir que la neurotoxina tetrodotoxina (TTX)
bloquejava els canals de sodi, la qual cosa va permetre registrar els

corrents de potassi de manera aillada; i que el tetraethylammonium
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(TEA) bloquejava els canals de potassi i permetia registrar el corrent de
sodi aillat. Tots aquests descobriments van permetre tota una serie
d’estudis, gracies als quals, als anys 70 ja estaven ben establerts
conceptes com el de porus conductor de ions, el d’obertura intracel-lular i
extracel-lular selectiva, i el de dependéncia de voltatge de la
conductancia (revisat per Bezanilla, 2008%).

El 1976, es va realitzar per Neher i Sackmann el primer registre d'un
canal unic utilitzant unes micropipetes pressionant fibres musculars de
granota. Immediatament es va reconéixer que si s’aplicava una pressio
negativa quan la pipeta estava pressionant la membrana de la cel-lula es
creava un segell entre la membrana i la pipeta que excedia el gigaohm.
En aquest moment es va concebre la técnica Patch Clamp (Figura 7).
Tot i que I'aplicacio del patch clamp es va idear per poder registrar canals
anics, rapidament es va observar que permetia registrar també els
corrents macroscopics d’'una cel-lula sencera amb més nitidesa que els
microelectrodes. A partir d’aqui es van comengar a registrar altres
cel-lules, com neurones i cardiomiocits, la qual cosa va permetre
augmentar el coneixement en corrents, selectivitat ionica, permeabilitat i

dependencies de voltatge.

5.2.1. Registre dels corrents per patch clamp
La tecnica de patch clamp permet donar polsos quadrats de voltatge a la
cel-lula i rebre el corrent que es genera a la membrana plasmatica en

resposta al pols (voltage clamp), o bé, només en les cel-lules excitables,
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excitar a través d’'un pols de corrent la cél-lula i registrar les diferéncies
de potencial que es creen a la membrana de la cél-lula plasmatica
(current clamp). Aixi mateix, es poden realitzar registres de corrent de
tota la cél-lula (corrent macroscopic, 1), o el que condueix un canal Unic

(corrent unitaria, i).

Ordinador

+80 mV

Eléctrode IA10 mV
80mVI= ™ 420 my [

de voltatge

Eléctrode
de referéncia

Figura 7. Esquema representatiu de la técnica de patch clamp. L’eléctrode de
referéncia es troba immers a la solucié de bany, mentre que I'eléctrode de voltatge es
troba a I'interior de la pipeta amb la qual se segella la cél-lula. El brag en el qual esta
connectada la micropipeta i l'eléctrode de voltatge, és el micromanipulador i
preamplificador (en gris a la figura) a on s’hi connecta també l'eléctrode de referéncia.
El preamplificador, esta connectat a 'amplificador (ampli) i aquest a I'ordinador. Entre
l'ordinador i 'amplificador i hi ha un convertidor de senyal analdgic-digital i digital-
analogic no representat a la figura. En configuracié de voltage-clamp s’envien els pols
de voltatge i es reben els corrents generats per la cél-lula en resposta a aquests pols; i
en configuracio de current-clamp s’envien pols de corrent i es registren els canvis de

voltatge de la membrana cel-lular.

Whole-cell: El corrent de sodi macroscopic mostrat a la figura 8E es pot
registrar a través del métode whole-cell voltatge clamp. S’utilitza una
micropipeta de vidre amb un microelectrode a l'interior per monitoritzar
tant el potencial com el corrent que passa a través de la cel-lula (Figura

7). La micropipeta es presenta a la membrana, i s’aplica succi6é a
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I'interior de la pipeta per tal de formar un segell d’alta resisténcia entre la
pipeta i la membrana cel-lular (Gigaseal). Aquest tros de membrana
segellada amb la pipeta és el que s’anomena el patch. Després, amb una
altra succio es trenca la membrana per la zona del patch i es crea un
cami continu de baixa resisténcia entre l'interior de la cel-lula i la pipeta
(Figura 8B). Aplicant un protocol de voltatge fixat s’obté el corrent
macroscopic, de sodi en aquest cas, en resposta aquest voltatge (Figura
8E).

D’altra banda, el corrent que condueix un unic canal es pot registrar de
tres maneres diferents:

Cell attached: Es crea el gigaseal i llavors, enlloc de trencar el patch
com en el corrent macroscopic, es registre directament el corrent que
passa a través del trosset de membrana segellada (Figura 8A). Nomeés
es registrara el corrent del canal que esta a dins del patch. En aquesta
configuracio es controla la solucié de la cara externa del canal (que es
troba a dins la pipeta), perd no la interna ja que no s’hi té accés.
Inside-out patch: En el moment del cell attached se separa la porci6 de
membrana del patch de la membrana plasmatica, i es mesura el corrent
del canal que es troba a linterior (Figura 8C). En aquest cas, la solucio
del bany estara en contacte amb la cara interna del canal, i la de la pipeta
amb I'externa.

Outside-out patch: Es trenca el patch com amb el whole cell, i llavors,

se separa de la resta de la membrana com en el inside patch, s’espera
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Figura 8. Registres macroscopics i de canal Unic per patch clamp. A - D. Imatges
representatives d’'una cél-lula segellada amb una pipeta amb configuracio de cell
attached (A), whole cell (B), Inside-out (C) i Outside-out (D), respectivament. E.
Corrents macroscopica representativa obtinguda configuracié de whole cell. F. Corrent
unitaria representativa que es pot obtenir amb cell attached, inside-out o outside-out.
Ambdés corrents (E i F) han sigut obtinguts a -20 mV venint d’'un potencial base de -
100 mV, en cél-lules CHO. G. Grafic I-V de corrent unitaria (ing) Versus voltatge. La

conductancia unitaria (g).

gue la membrana es ressegelli, quedant la part interna del canal a
I'interior de la pipeta i I'externa a la solucié de bany (Figura 8D).

Les petites transicions de corrent rectangulars que s’observen a la figura
8F al mesurar el corrent unitari (i) d’'un canal, corresponen a I'obertura i al
tancament del canal. Al realitzar el grafic de corrent unitari (iy,) dels

canals unics de sodi versus el voltatge en el qual s’han mesurat els
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corrents, obtenim una corba I-V de canal Unic. La pendent de la I-V
unitaria és equivalent a la conductancia unitaria del canal (g) (Figura 8G).
En aquesta tesi, dos dels article presentats se centren en el registre del
corrent de sodi. S'utilitzaran les configuracions de whole cell i de cell
attached pel registre del corrent de sodi macroscopic i Unic,
respectivament; en les condicions, solucions i sistemes d’expressio

heterdlogues descrites a la metodologia dels articles corresponents.

5.2.2. Sistemes d’expressio heterologa

Els avengos en biologia molecular i en I'is de sistemes d’expressid
heterologa han permeées que es pugui registrar i investigar les propietats
dels canals i les alteracions que es donen en aquests a causa de farmacs
o mutacions. Els sistemes d'expressidé heterdloga més utilitzats a la
literatura per aquests tipus d'estudi so6n les linies cel-lulars
immortalitzades HEK293 (Human Embrionic Kidney, o la linia derivada
HEK293 tsA201), CHO (Chinese Hamster Ovary) i ovocits de Xenopus

laevis (exemples d’estudis®®

). En els ultims anys s’han establert també
linies cel-lulars immortals més similars als cardiomiocits com les cél-lules
HL-1, derivades de cardiomiocits auriculars de ratoli, o les H9C2,
cardiomiocits ventriculars de rata (exemples d’estudi: Baroni et al., 2013; i
Cerrone et al., 2013%%)

També s’han realitzat estudis en models animals i animals transgenics

aillant els cardiomiocits o neurones per poder registrar els corrents wild-

type (WT) o mutades (exemple d’estudi Lopez-Santiago et al., 2007%).
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Finalment, els avencos en reprogramacio cel-lular, han fet possible
I'obtencido de miocits cardiacs derivats de cél-lules mare pluripotencials
(induced pluripotent stem cells, iPS cells), podent registrar directament
els corrents de ceél-lules derivades a cardiomiocits dels mateixos pacients
a partir de teixit epitelial (exemple d’estudi Fatima et al., 2013; i Priori et
al., 2013)%®%  En aquests dltims tipus cel-lulars més propers a les
cél-lules excitables, és possible mesurar els potencials d’accio

espontanis o induits per injeccié de corrent.

5.3. Propietats biofisiques dels canals de sodi depenent de
voltatge

A través dels registres realitzats des de Hodgkin i Huxley, es va poder
establir que a part de la propietat de selectivitat idnica, els canals de sodi
dependents de voltatge tenen dues propietats funcionals claus: (1) la
dependéncia de voltatge de 'activacid, i (2) la inactivacio rapida. Per tant,
els canal de sodi dependents de voltatge els podem trobar en tres estats
majoritaris: obert (O), tancat (T) o inactivat (I), tot i que per assolir cada
estat major passa per diferents estats intermedis*®.

Seguidament, en aquest mateix capitol, es descriuran breument en
quines condicions s’assoleixen els diferents estats del canal de sodi i els
protocols per tal de poder-ne registrar les diferents propietats

100,101

biofisiques A continuacio, en el capitol 6, s’explicaran les

estructures moleculars dels canals de sodi dependents de voltatge, i
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s’exposaran també els diferents gens que codifiquen per les diferents
subunitats a dels diferents canals de sodi dependents de voltatge.

Tot i que no hi ha grans diferéencies en el tipus de corrent que condueixen
les diferents isoformes dels canals de sodi depenent de voltatge huma,
en aquet capitol els protocols i les imatges obtingudes dels registres son

de la subunitat a del canal de sodi majoritaria al cor, la Na,1.5.

5.3.1. Tancat

El canal de sodi cardiac es troba en estat de repos (o tancat) a potencials
molt negatius. Fisiologicament la membrana plasmatica es troba a uns -
90mV. Pels registres de patch clamp s’acostuma a donar un potencial
base de -120mV/-100mV per assegurar que tots els canals estiguin
tancats i per tant disponibles per poder tornar a ser activats. En aguesta
conformacio, el canal no permet I'entrada de Na* a la cél-lula i per tant el

corrent que es registraria seria de 0 pA.

5.3.2. Obert o activat

A partir d’'un pols despolaritzant, a -20mV per exemple, els canals
s’activen rapidament per tal de poder despolaritzar les cél-lules en la fase
0 del PAC. En una cél-lula que s’estigui registrant per voltage clamp, al
donar el pols despolaritzant es registra una entrada de ions Na' a
I'interior de la cél-lula (com el representat a la Figura 8E).

Corba I-V

La figura 9A és un registre de Iy, obtingut per patch clamp mode whole

cell, a on es pot observar el Iy, obtingut a diferents voltatges
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despolaritzants. Es pot observar que quan es dona un pols de -80mV no
hi ha Iy, (vermell), per tant el voltatge no és suficientment despolaritzant
perqueé els canals entrin a I'estat d’obert. En canvi, a -40mV (taronja) i a -
20mV (verd) ja es pot registrar corrent. A -40mV s’observa menys Iy, que
a -20mV perquée la probabilitat d’obertura a -40mV encara no és maxima
en comparacié a -20mV. Si es genera un grafic de la quantitat de corrent
al pic respecte a cada voltatge, s’obté la relacié |-V representada a la
Figura 6A. Com que el corrent macroscopic depen directament del
namero de canals a la membrana, el pic de corrent obtingut a cada
voltatge es normalitza per la capacitancia de la cél-lula, perqué no afecti

la mida de la cél-lula en la quantitat de corrent obtingut.

Activacié depenent de voltatge

A partir del mateix protocol es pot mesurar la dependencia de voltatge de
'activacié. Mesurant la conductancia (G) obtinguda a cada voltatge, a
través de I'equacio de la llei d Ohm modificada:

Gna = Ina, al pic I (Vdonat-VNa),

es pot generar el grafic en relacié a la conductancia maxima (Gmax)
(G/Gmax, Figura 9C). De la grafica obtinguda es mesura el valor Vy,, que

aporta el voltatge en el qual es troben el 50% dels canals activats.

5.3.3. Inactivacio6 rapida
Els canals de sodi comencen a inactivar-se tant bon punt s’han obert. Tal
i com es pot observar a la figures 9A al cap de pocs mil-lisegons del pic

de corrent maxima, la inactivacio ja és gairebé completa. Només quan hi
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hagi una repolaritzacié i es torni al potencial de repos, els canals tornaran

a estat de tancat.

Inactivacié en estat estacionari o inactivaciéo depenent de voltatge

Amb el protocol de la Figura 9B, es pot mesurar quantitat de Iy, a -20mV
després d’haver passat per diferents voltatges despolaritzants sense
passar per un potencial de repds. L'objectiu és obtenir la fraccié de
canals viables per poder-se activar en el pols de -20mV (I/lax, Figura 9C).
Com en I'exemple anterior, com que a -80 mV els canals estan tancats, i
per tant encara son viables per tornar a ser oberts, quan s’aplica un pols
de -20mV hi ha Iy.. En canvi, aplicant un prepols de -20mV tots els
canals s’han obert i inactivat al cap de pocs ms, es per aix0, que sense
aplicar un voltatge repolaritzant per poder-se tancar, tots els canals
segueixen inactivats, i en el segon pols a -20mV no s’observa Iy,. De la
grafica obtinguda, es pot mesurar el valor Vy,, de la inactivacio, que dona

el voltatge en el qual hi ha el 50% dels canals inactivats (Figura 9C).

Cinetica d’inactivacio rapida

Amb els mateixos registres obtinguts amb el protocol de la figura 9A es
pot mesurar la constant de temps d’inactivacio, que és el temps que tarda
el corrent en arribar al 63% de la inactivacio des del pic d’amplitud
maxima, als diferents voltatges. Ajustant el corrent mentre s’esta
inactivant a una doble exponencial, es pot obtenir la constant de temps

d’inactivacio (tau () rapida (t,) i la t lenta (1)) (Figura 9D).
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Figura 9. Protocols de voltatge i grafics resultants dels registres de Iy, per whole
cell patch clamp, en cel-lules HEK transfectades. A. Corrents macroscopics
obtinguts després d’un increment de polsos despolaritzats, de -120mV (potencial base)
a -80mV fins a +80mV cada 10mV. Es representa en colors el corrent obtingut a -
80mV (vermell), -40mV (taronja) i -20mV (verd). B. Corrents macroscopics obtinguts a
-20mV després d’un prepols a diferents potencials despolaritzant de 50ms (de -120mV
fins a 5mV, cada 5mV). Es representa el corrent obtingut a -80mV (vermell) i -20mV
(verd). C. Grafic de la conductancia respecte al voltatge (G/Gmax), obtingut a partir del
protocol A; i grafic de inactivacié dependent de voltatge obtingut a partir dels corrents
del protocol B (I/Imax). L'area blava és I'anomenada finestra de corrent. Els Vi,
obtinguts es marquen en gris. D. A partir del protocol A, també s’obté la cinética

d’inactivacié ajustant una doble exponencial al corrent mentre s’inactiva (en violeta)

obtenint la constant d’inactivacié rapida (7;) i lenta (1)).
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Finestra de corrent

En el grafic 9C, es pot observar pintada en blau la finestra de corrent
entre les corbes d’activacio i la inactivacié. En aquesta regi6, existeix una
poblacié de canals disponibles per ser activats (no es troben inactivats), i
al mateix temps I'activacié no és nul-la. L’activacio dels canals de sodi en
aguest rang de voltatges pot donar lloc a un corrent de sodi sostingut.
Aquest corrent de sodi sostingut, només es produira en aquests rangs de
voltatges (-70mV a -40mV), que en condicions fisiologiques tenen lloc

durant la repolaritzaci6 a la fase 2-3 del PAC.

Recuperacio de la inactivacié rapida

Un cop els canals s’han inactivat i es torna al potencial de repds, aquests
canals necessiten un temps per recuperar-se de la inactivacio i tancar-se.
Un cop tancats podran tornar-se a obrir. Amb un protocol de dos pulsos,
en els quals entre pols i pols s’aplica a diferents temps creixents de
recuperacio a -120mV (entre 1 i 80ms) (Figura 10A esquerra), es pot
observar com amb pocs mil-lisegons la capacitat de recuperacio
augmenta exponencialment a mesura que augmenta el temps donat de
recuperacio. Fent el grafic del corrent obtingut a -20mV (P2) després de
passar pels diferents intervals de temps a -120mV, i normalitzat pel
corrent maxim obtingut al primer pols (P1), es pot obtenir la constant de
temps de recuperacio de la inactivacido (t) en ajustar el grafic a una

monoexponencial o biexponencial (Figura 10A).
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5.3.4. Inactivaci6 tardana o profunda

La inactivacié tardana o profunda (o slow inactivation en anglés) és un
estat d’inactivacié que succeeix a partir dels 100ms, en qué el canal
necessita més temps per recuperar-se de la inactivacio i mes energia per

102 Els canals de sodi

activar-se, comparat amb la inactivacio rapida
dependents de voltatge tenen diferents estats d’inactivacié més o menys
profunds. En funcié de en quin estat de profunditat es troba el canal, li
sera més facil o més dificil recuperar-se per tornar a ser activat. La
importancia d’aquest estat recau en la fase 2 del PAC, ja que si es troba
en un estat poc profund d’inactivacié hi poden haver reobertures. A
través d’un protocol de doble pols, es pot mesurar la quantitat de canals
viables per tornar a ser activats després d’un pols llarg (500 o 1.000ms) a
diferents voltatges despolaritzants (Figura 10B); o bé, aplicar un primer
pols a un voltatge despolaritzant a diferents durades (de 100 a 1.000ms),
per mesurar quant de temps necessiten els canals a un pols de voltatge

despolaritzant perqué els canals puguin entrar en inactivacié tardana

(Figura 10C)%.

5.3.5. Corrent de sodi tarda

Com s’ha pogut observar, en condicions fisiologiques els canals de sodi
s’obren transitoriament generant el pic de ly,, com els de la figura 9A,
responsable de la despolaritzacié de la fase 0 del PAC, i sOn rapidament
inactivats. Tot i aix0, hi ha un percentatge de corrent de sodi que es

mante, degut al fet que alguns canals pateixen una inactivacio més lenta
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0 canals que tarden més temps a activar-se. Aquest corrent s’lanomena
corrent de sodi tarda (Inat, O late sodium current). En condicions
fisiologiques, la quantitat de Iy, en comparacié amb el pic de Iy, és molt
petit, i per tant un augment de Iy.1, €s suficient per generar un substrat
patogénic'®1%. Aprofitant que la Na,1.5 és resistent a la TTX, perd és
sensible a concentracions altes, es pot mesurar el Iyot €n comparar el
corrent obtingut durant un pols de voltatge despolaritzant molt llarg

(750ms) amb o sense TTX (Figura 10D).

Figura 10 (pagina seglent). Protocols de voltatge i grafics resultants dels
registres de Iy, corresponents a la recuperacié de la inactivacié, inactivacio
profunda, i corrent de sodi tarda. A. Recuperacié de la inactivacio: a I'esquerra la
representacio dels corrents macroscopics obtinguts després d’un protocol de dos
polsos, a la dreta, el grafic resultant de la divisié de P2/P1 a cada temps ajustat a una
monoexponencial. B. Inactivacié tardana en funcié de voltatge: a I'esquerra els
corrents macroscopics obtinguts al pols de test després d’'un primer pols llarg a
diferents voltatges, a la dreta, el grafic obtingut després de dividir el corrent en el pols
de test (I) pel pols amb corrent maxima (Imax) @ voltatge. C. Inactivacio tardana en
funcio del temps: a I'esquerra els corrents obtinguts en un pols (P2) després d’un pols
despolaritzant de diferents temps de durada (P1), a la dreta, el grafic resultant de
dividir P2/P1 en funci6 de la durada del P1. D. Corrents representatius dels corrents
obtinguts a un pols de voltatge despolaritzant (-20 mV) llarg (750 ms) abans i després
d'afegir TTX a la solucié de bany. La diferéncia entre el corrent obtingut amb TTX i

sense TTX és 'anomenat ly,7.

77



Marc teoric

o e
i

| ool
i '"rff’vi’i;f’im;wrinmmi’ S o /
Bk

10 ms

''''''''''''''''

0 10 20 30 40 50 60 70 80

P1  -20mV -20 mV |_ t (ms)
-120mV 1-100 ms
B | 1.004,
| 3
| % 0.95- §
1]
r 500 pA | _ E ;
25ms = 0.904
500 ms SESRERRE
+10 A J I—_20 mV 0.85
i -120 mV -120-100 -80 -60 -40 -20 O
-120 mV VimV)
C 1.00
0.951
[ ] A ol
( ( [ Q (0]
N
o
100 pAL_ 0.851
20 ms
P1 P2
+10 /;/ rO 4 _20 mV 080 T T T T T T 1
100-1300 mV 40 ms 0 02 04 06 08 1 12 14
_ 120 mV
-120 mV 20 ms t(s)

78



Marc teoric

6. Estructura del canal de sodi cardiac

Des dels primers registres de corrents cel-lulars per Hodgkin i Huxley, es
van comencar a definir les propietats dels canals ionics. Amb els estudis
biofisics es va descobrir la selectivitat idnica en els porus, es va detectar
el moviment dels sensors de voltatge i els corrents ionics, i es van
desenvolupar models mecanistics per aquestes propietats®%1%. Més
recentment, els estudis d’estructura i funci6 que utilitzen tecniques
moleculars, bioquimiques, estructurals i electrofisiologiqgues han pogut
aportar les bases moleculars i estructurals d’aquestes propietats dels
canals ionics'®.

Si ens centrem en els canals de sodi dependents de voltatge, tal i com
s’ha descrit al llarg del capitol 5, podem concloure que tenen tres
propietats clau: (1) la dependéncia de voltatge de Il'activacio, (2) la
inactivacio rapida, i (3) la selectivitat idnica de la conductancia.

Els primers canals de sodi purificats de cél-lules excitables de mamifer
van demostrar que els canals eren complexos proteics compostos per
una subunitat a d’'uns 260 KiloDaltons (KDa, Na,a), associada a una o
dues subunitats B auxiliars d’aproximadament 33-39 KDa'*"'%, formant
uns complexos heterodimerics o heterotrimerics amb una o dues
subunitats B (Na,)'%>%.

La posterior expressio de les subunitats Na,a soles en cél-lules no
excitables, va determinar que I'expressié d’aquesta subunitat és suficient

per desenvolupar les propietats claus dels canals de sodi dependents de
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voltatge™®. Ara bé, la coexpressi6 de les Na, és essencial per
reconstituir les propietats d’aquests canals, ja que diversos estudis
demostren que aquestes subunitats modifiquen la cinética i la
dependéncia de voltatge del Iy,"*'. A més a més, també s’han publicat
altres proteines que interaccionen amb el canal amb diferents funcions
d’ancoratge, moduladores i/0 reguladores, necessaries també per a
I'obtencié de canals funcionals a la membrana'?,

S’han descrit multiples gens que formen les subunitats a i B dels canals
de sodi dependents de voltatge. Aquests gens formen diferents subtipus
de Na,a i Na,8, amb subtils diferéncies en les propietats funcionals i en la
distribuci6 i expressié entre els teixits**>.

A continuacio, es profunditzara en I'estructura molecular i funcioé de les
subunitats Na,a i Na,3, els gens que codifiquen per aquestes subunitats,

i els altres factors involucrats en obtenir canals funcionals a la

membrana.

6.1. Gens, estructura molecular i funcio de les subunitats a que

formen els canals de sodi dependents de voltatge

6.1.1. Gens que codifiquen per les diferents Na,a

S’han caracteritzat diferents canals de sodi dependents de voltatge.
Aquests son similars en les caracteristiques funcionals amb petites
diferencies en algunes de les propietats que permeten distingir les
diferents isoformes, cada una especialitzada en el seu rol fisiologic i

farmacologic.
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Els canals de sodi depenent de voltatge dels vertebrats, sobretot d’huma
i de rosegadors, son els més ben caracteritzats molecularment. S’han
caracteritzat nou subunitats a diferents del canal de sodi depenent de
voltatge (Na,1.1 - 1.9) en diferents teixits excitables i son codificades per
9 gens diferents'®**3,

La sequéncia d’aminoacids de les nou Na,a és més d’un 50% idéntica
entre elles, és per aixo que son considerades part d’'una mateixa familia
de Na,o, 'anomenada familia Na,1 (Figura 11A i Taula 6)}?>!34
També s’ha descrit un desé canal de sodi (Na,), codificat pels gens
SCNG6A i SCNTA, pero la sequéncia d’aminoacids €s molt més divergent,
amb diferencies en regions importants pel funcionament i la dependéncia
de voltatge del canal, la qual cosa suggereix que aquest canal forma part
d’una segona familia de canals de sodi (Na,2)***.

Els gens que codifiquen per les 9 subunitats a de la familia Na,1 es
poden dividir en quatre clusters filogenetics corresponents al segment
cromosomal a on es troben (Figura 11B i Taula 6)'%>*13114:

Els gens que codifiquen per les Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 i Na,1.7 es troben
tots localitzats en el cromosoma huma 2 (SCN1A, SCN2A, SCN3A i
SCN9A, respectivament. Taula 6). Les quatre subunitats s6n molt
similars en sequéencia (Figura 11A) i en les caracteristiques biofisiques,
totes quatre son sensibles a la TTX i s’expressen en neurones.

El segon cluster de gens que codifiquen per canals de sodi son els que

codifiguen per Na,1.5, Na,1.8 i Na,1.9 (SCN5A, SCN10A i SCN11A,
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respectivament), i es troben localitzats al cromosoma huma 3 (Taula 6).
Aquestes tres subunitats son el 75% identiques respecte als gens del
cluster del cromosoma 2 (Figura 11A). Ara bé, aquestes tres subunitats
son resistents, en diferents graus, a la TTX. La subunitat Na,1.5
s’expressa de manera majoritaria en el cor, i els canals Na,1.8 i Na,1.9
s’expressen majoritariament en les neurones sensorials periferiques.

Les dues isoformes restants, es localitzen en dos cromosomes diferents,
el Na,1.4 al cromosoma huma 17q923-25 i el Na,1.6 al cromosoma huma
12q13 (Taula 6). La Na,1.4 és codificada pel gen SCN4A (expressada en
muascul esquelétic) i la Na,1.6 és codificada pel gen SCN8A (molt
abundant en el sistema nervios central), tenen el 85% de similitud amb

les isoformes del cromosoma 2 (Figura 11A), incloent la sensibilitat a la

TTX.
Subunitat a Gen Localitzaci6 cromosomica
Na,1.1 SCN1A 2924
Na,1.2 SCN2A 2923-24
Na,1.3 SCN3A 2924
Na,1.4 SCN4A 17923-25
Na,1.5 SCN5A 3p21
Na,1.6 SCNB8A 1213
Na,1.7 SCN9A 2024
Na,1.8 SCN10A 3p22-24
Na,1.9 SCN11A 3p21-24
Na, SCN6A-7TA  20g21-23

Taula 6. Subunitats a dels canal de sodi dependents de
voltatge. Simbols de la proteina, gens i localitzacié cromosomica

d’acord a la nomenclatura en humans.
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Figura 11. Relaci6 filogenética entre els diferents canals de sodi dependents de
voltatge™*'**. A. Comparacié aminoacidica dels canals Na,1.1-9 de rata'®. B. Relaci6
filogenética utilitzant 'analisi amb la maxima parsimonia de les sequéncies dels canals

de rata Na,1.1-1.9 i el Na,. TTX-R significa resistent a la tetrodotoxina.

6.1.2. Estructura molecular i funcié les subunitats Na,a

En general, tots els canals ionics dependents de voltatge tenen una
arquitectura similar, que consisteix en un modul central que forma el
porus conductor dels ions, i quatre moduls periférics sensors de voltatge.
En mamifer, les subunitats a dels canals de potassi dependents de
voltatge s6n homotetramers de quatre subunitats homologues, mentre
gue les subunitats a de calci i sodi sén tetramers constituits per una sola
proteina amb 4 dominis homolegs connectats entre ells per uns llargs
llagos intracel-lulars®®®.

Posant el focus a la Na,q, la prediccié de la proteina — a través de la
sequencia aminoacidica i assajos d’hidrofobicitat, bioquimics, estructurals
i electrofisiologics — és que cada domini esta format per 6 segments a-
helix transmembrana (S1-S6) connectats entre si per llacos intracel-lulars

i extracel-lulars intercalats. Els dominis N- i C- terminals soén
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intracel-lulars. A cada domini, els segments del S1 al S4 serveixen com a
modul sensor de voltatge. Els segments S5, els S6, i els llacos que
uneixen els dos segments (lla¢ P) dels 4 dominis, formen el modul que
constitueix el porus del canal (Figura 12A). La prediccié de I'estructura
tetramerica consisteix en qué els quatre dominis es pleguen formant el
porus, folrat pels llacos que es formen entre el segment S5 i S6 de cada
domini que reentren a la regié transmembrana per formar el filtre idnic

selectiu a I'extrem extracel-lular del porus*®>*°® (Figura 12B).

A DIl DIl DIV B

A A A AN Extracel-lular

1'23 6 1+ 6 1128041 (5 112 0 m

|
v v v v Intracel-lular
N-terminal
C-terminal

N-terminal C-terminal

Figura 12. Estructura de les subunitats a dels canals de sodi dependents de
voltatge. A. Representacio esquematica de I'estructura primaria de la subunitat a dels
canals de sodi dependents de voltatge. B. Representacié esquematica de I'estructura
guaternaria predita de la proteina. La proteina envolta el porus folrat pels llagcos entre

els segments S5 i S6.

El 2012, es va determinar per primera vegada I'estructura d’un canal de
sodi depenent de voltatge després d’obtenir cristal-litzat a alta resolucio el

canal de sodi del bacteri Arcobacter butzleri (Na,Ab)'*

i la regid del
porus conductor en estat obert del bacteri Magnetococcus (Na,M)"*®.
Aquesta estructura primitiva esta formada per la uni6 de 4 monomers
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identics, igual que els canals de potassi dependents de voltatge de
mamifer, cada un equivalent a un dels dominis homolegs de la Na,a de
mamifer perd sense els llacos intracel-lulars i extracel-lulars™*°. La figura
13A és la representacio d'un dels dimers cristal-litzat, a on en blau es pot
observar l'estructura del modul sensor de voltatge d’un monomer
(segments S1-S4), i el modul que forma el porus (el llag entre els
segments S5-S6 i els segment S5-S6); i al fons el segon monomer en
vermell. Es pot observar també que els monomers es troben intercalats,
de manera que el modul que forma el porus esta posicionat al costat del
modul sensor de voltatge de la subunitat veina (en vermell).

A la figura 13B es pot observar una duplicacié simetrica del dimer,
obtenint una representacié del tetramer que configurarien els 4
monomers. Com es pot observar, el porus és central envoltat pels 4
moduls formadors del porus, i els 4 moduls sensors de voltatge es troben
posicionats simetricament al voltant dels moduls que formen porus.

En els estudis de mutacions que poden afectar la funcié del canal, és
important entendre la relacié entre la seva estructura i com les diferents
conformacions que la proteina pot adoptar li atorguen les propietats
biofisiques caracteristiques. Com s’ha mencionat anteriorment,
I'estructura dels canals de sodi dependents de voltatge es va predir en
base a la sequéncia primaria de la proteina, assajos bioquimics i

electrofisiologics, pero els estudis recents de cristal-lografia han permés
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Modul sensor Modul formador
de voltatge del porus

Figura 13. Estructura cristal-litzada de Na,Ab. A. Representaci6 d’'un dimer de
Na,Ab. Un monomer es troba marcat amb blau i I'altre en vermell. Es marquen del
monomer blau els segments S1-S6, el lla¢ citoplasmatic entre els segments S4 i S5, i
el llag que forma el modul del porus amb S5 i S6 (llag P). B. Representacié d'un
tetramer obtingut en duplicar de manera simétrica el dimer. S’observa com els moduls
formadors del porus formen la cavitat del porus (porus assenyalat amb un asterisc *), i
els 4 moduls sensors de voltatge es troben periférics a aquests moduls centrals.
Ambdues figures s’han obtingut a través de la importacié de l'estructura proteica
publicada per Payandeh et al. al Protein Data Base (PDB, referéncia #4EKW), al

programa Pymol.

avancar en el coneixement de les propietats biofisiques del canal com la
selectivitat ionica, la dependéncia de voltatge de [I'activacio, i la
inactivacio, i han obert la porta a comprendre i predir la possible
patogenicitat d’'una determinada mutacié'®>*%>11° Ara bé, encara cal
dilucidar molts detalls de I'estructura, tant de la subunitats Na,a com de

les Na,, per entendre, entre altres coses, la interaccié entre les dues.
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Com que els estudis funcionals presentats en aquesta tesi estan
relacionats amb les mutacions a les subunitats Na,8, no es profunditzara
més en la subunitat Na,a i a continuacié es descriuen breument les
diferents Na,p, i el estudis realitzats per la determinacié de les
estructures moleculars d’aquestes subunitats i la modulacié biofisica dels

les Na,f3 en relacio a la funcié de les diferents Na,a.

6.2. Gens, estructura molecular i funcié de les subunitats 8 que

formen els canals de sodi dependents de voltatge

6.2.1. Gens que codifiquen per les diferents subunitats Na,8

Fins al dia d’avui, s’han identificat cinc subunitats f del canal de sodi
depenent de voltatge (Na,8): Na,B1*"** Na,B1b™®M® (variant de
splicing de la B1), Na/2'%®'#*'# Nap3'? i Na/p4'®. Les cinc
subunitats estan codificades per quatre gens: SCN1B (per les dues
isoformes de les 1), SCN2B, SCN3B, i SCN4B, respectivament.

Diversos estudis demostren que Na, interaccionen amb les diferents
subunitats Na,a, i s’expressen en diferents tipus cel-lulars'**. En general,
s’observa que les Na,a estan associades a les subunitats Na,1 i Na,83

per enllagos no covalents107:108.122

, 1 a les subunitats Na,82 i Na,4 per
ponts disulfur’®*?. Tot i que poden existir altres tipus d’interaccions ja
que la ruptura del llag disulfur de Na,f2 i Na,4 amb Na,1.5 i Na,1.2,
respectivament, no anul-la del tot la interacci6 entre les dues

subunitats*?*1%,
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Mutacions en els gens que codifiquen per aquestes proteines, s’han
implicat en el desenvolupament de diferents malalties: epilépsia, alteracio
de la resposta al dolor, malaltia de Huntington, aritmies cardiaques i
MSC, entre d’altres™!. Aquest fet suggereix que aquestes Na, tenen un
paper important en l'excitabilitat cel-lular i per tant en les malalties

relacionades en la regulacid d’aquesta excitabilitat.

6.2.2. Estructura molecular i funci6 de les subunitats Na,

Les Na,8 estan formades per un llarg domini extracel-lular amb una
sequéncia de reconeixement peptidica seguida d’'una seqiéncia tipus
immunoglobulina  (formant part de la superfamilia de les

immunoglobulines)'?®, un Unic segment transmembrana i una cua

citoplasmatica curta®*!

(Figura 14A). Tot i que aquesta és I'estructura que
comparteixen totes les Na,, assajos d’hidrofobicitat suggereixen que
possiblement la Na,f1b és la Unica subunitat que no és transmembranal i
és secretada’®’'%,

Recentment, s’ha pogut obtenir I'estructura del domini extracel-lular de
les subunitats Na,83*2° i Na,84?* a través de cristal-lografia (Figura 14 B
I C, respectivament).

Sorprenentment, en I'estudi de Namadurai es va cristal-litzar la Na,83 en
forma de trimer, i demostren que la Na,83 pot formar monomers, dimers i
trimers, a través d’un I'enllag disulfur entre dues cisteines de la mateixa

subunitat (Cys2-Cys24), que exposarien els aminoacids clau per poder

oligomeritzar-se. A més a mes, l'estudi demostra que la Na,f3 pot
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interaccionar per diversos llocs a la vegada amb la Na,a, potenciant
interaccions oligomeriques entre subunitats Na,a a través de les Na,3.
En l'estudi postulen per similitud aminoacidica, que la subunitat Na,f1
també podria formar dimers i trimers i promoure I'oligomeritzacié de les
Na,a, com han suggerit altres estudis™*.

Per contra, a I'estudi de cristal-litzacié de la subunitat Na,4, s’observa
que el domini extracel-lular de la Na,4 es troba en forma monomérica*?*.
S’estableix, també, que la Cys58 (equivalent a la Cys24 de la subunitat
Na,f3 de l'estudi anterior o a la Cys26 de la Na,f2 de l'estudi Chen
(2012)'?) és la cisteina que formaria el pont disulfur amb les Na,a.

D’altra banda, la Na,82 i la Na,s4 no tenen la cisteina equivalent a la
Cys2 de la Na,f3, per tant tot indica que les cisteines Na,34-Cys58 o
Na,f2-Cys26 formen l'enlla¢ disulfur amb la Na,a i no formen un pont
disulfur entre la mateixa subunitat Na,f per abséncia de la Cys2
equivalent. Aquesta diferencia provocaria que no es donin les condicions
estructurals necessaries per establir oligomers entre les mateixes Na,32 i
les Na,4, i que aquestes subunitats tampoc puguin promoure

I'oligomeritzacio entre subunitats Na,a. Aquest fet indicaria diferencies

importants en el rol de les subunitats Na,1/83, i les Na,[32/p4.

Les Na,f s’expressen majoritariament en cél-lules excitables (neurones
centrals i periferiques, cel-lules musculars i cardiaques), pero també
s’expressen en cél-lules no excitables (glia, cél-lules endotelials

111

vasculars, carcinoma i cel-lules mare) En alguns teixits, hi ha
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evidencies que suggereixen que les Na,8 es poden expressar sense la
presencia de la Na,a. Aquest fet, juntament amb la similitud d’aquestes
proteines a altres proteines de la familia de les immunoglobulines,
suggereix que a part de tenir una funcio en la regulacio i modulacié de les
Na,a, tenen una funci6 no conductora com la d’adhesidé i migracio

Cel_lular106,111,128

N-term

Extracel

Intracel

Na p_ o™ Extracel-lular Na 3 Extracel-lular Na p4

Figura 14. Estructura de les subunitats B dels canals de sodi dependents de
voltatge. A. Representacié esquematica predita a partir de les seqleéncies
aminoacidiques de les diferents subunitats Na,f. En verd, es pinta el domini tipus
immunoglobulina. B. Representaci6 de [lestructura cristal-litzada del domini
extracel-lular de la Na,f3 formant un trimer. Els diferents mondomers es poden
observar pintats en diferents tonalitats de vermell. C. Representacié de I'estructura
cristal-litzada del domini extracel-lular de la Na,f4 en forma de monomer. B i C.
Ambdues figures s’han obtingut a través de la importacié de l'estructura proteica
publicada per Namadurai i Gilchrist, respectivament, del PDB al Pymol (PDB #4L1D i

#4MZ2, respectivament).
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En conjunt, les Na,8 tenen una elevada importancia en I'excitabilitat
cellular i les malalties relacionades en la regulacié daquesta
excitabilitat.. Aquest apartat se centra en la seva regulacié i modulacio
sobre la subunitat a Na,1.5 i la seva implicacio en les aritmies cardiaques

hereditaries (Taula 7).

Subunitat Na,B7a

El gen SCN1B es troba situat al cromosoma huma 19 (19q13.12).
Codifica per la subunitats Na,81a i una variant de splicing alternativa,
Na,f1b. Els exons de I'1 al 5 del gen, codifiquen la subunitat Na,f1a de

218 aminoacids (Figura 15). Aquesta subunitat s’expressa en cor*®:3*

coimmunoprecipita amb la Na,1.5"%.
S’ha determinat que el domini extracel-lular de subunitat Na,f1a
interacciona amb el lla¢ entre els segments S5 i S6 dels dominis | i IV de
la Na,1.5213%13¢ Ajxi mateix, s’ha identificat que el domini C-terminal de
la Na,1.1 interacciona amb el C-terminal de la Na,81a'*, i que una
delecié completa del domini C-terminal de la Na,f1a altera la interaccio
de la Na,f1a amb la Na,1.2'®. Per tant, aquests estudis posen de
manifest també la importancia d’aquest en el domini C-terminal de la
Na,B1a en la interaccié amb les subunitats Na,q.
Els experiments que s'utilitzen sistemes d'expressido heterdloga
demostren diversos efectes de la Na,f1a a les Na,a. La propietat més
92,93,102,131,139-142

consensuada és que incrementa lamplitud de Iy, :

possiblement degut al fet que la presencia de la subunitat incrementa la
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quantitat de Na,a de la superficie cel-lular®®***. Aquests estudis també
demostren que pot afectar a altres propietats biofisiques del canal, com
'activacid i inactivacid depenent de voltatge, recuperacid de la
inactivacio, el corrent de sodi tarda (Ina7) 1 12 inactivacié profunda.

Els estudis de la patogenicitat de mutacions en aguest gen en relacié a la
Na,1.5 soén diversos. Mutacions en els exons que codifiquen per la
Na,f1a s’han associat a aritmies cardiaques hereditaries amb alt risc de
MSC: dues mutacions responsables de FAF en dues families no
relacionades [SCN1B p.(Arg85His) i p.(Asp153Asn)]®% i una mutaci6
responsable de SBr ilo SPCC en una familia [SCN1B p.(Glu87GIn)]***

(Taula 7).

Subunitat Na,81b

La subunitat Na,f1b és un splicing alternatiu del gen SCN1B (també
anomenat SCN1Bb per aquesta variant). L’intré 3-4 es codifica fins a un
codd stop alternatiu, que impedeix la codificacié de I'exd 4 i 5. En
consequéncia, les subunitats Na,f1a i Na,f1b sén idéntiques fins a
'aminoacid 149, i a partir de 'aminoacid 150, el C-terminal de les
subunitats Na,81a i Na,f1b sén diferents. El C-terminal alternatiu és més
llarg que el de la Na,81a, i fa que la proteina de la subunitat Na,1b sigui
més llarga (268 aminoacids respecte als 218 de la Na,f1a, Figura
15)118,119_

Aquesta subunitat s’expressa en teixit amb un patré molt similar a la

Na,f1a, en elevades quantitats en cervell i muscul esquelétic i en
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quantitats menors en cor, placenta, pulmd, fetge, ronyons i pancrees*.
En el cor huma, la subunitat Na,f1b s’expressa en el ventricle dret i
esquerre, a les auricules i en les fibres de purkinje!***3. Estudis recents,
han observat que aquesta subunitat esta ancorada a la superficie

527144 nerd no amb

cel-lular quan es coexpressa amb la subunitat Na,1
les altres subunitats a estudiades (Na,1.1 i Na,1.3), per tant suggereixen

una interaccié especifica amb algunes Na,a™?’.

SCN1B
Exons Ij\ |£| 3 3 alternatiu 4 5
aa149 STOPalternatiu STOP
Isoforma a 1 2 3 4 5 | 218 aa
Isoforma b 1 2 3 3 alternatiu 268 aa

Figura 15. Representacié de les dues variants d’splicing del gen SCN1B. La
isoforma a que codifica per la B1a de 218 aminoacids esta formada pels exons 1, 2, 3,
4 i 5. Mentre que la isoforma b, que codifica per la B1b de 268 aminoacids, esta

formada pels exons 1,2,3 i part de I'intr6 3-4 a on es troba un cod6 stop alternatiu.

Els estudis de caracteritzacié funcional de la subunitat Na,81b, fins a dia
d’avui, determinen que la subunitat B1b incrementa la densitat del Iy, de
la Na,1.5"*** de Na,1.2"% i de Na,1.3'?’. Aixi com amb aquest afecte té
el suport de la majoria d’articles, existeixen controversies en les
evidéncies presentades de 'afectacio de la Na,1b a les altres propietats
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biofisiques de la Na,1.5. Aquestes controversies es mencionen
detalladament a la discussio associada als resultats del segon article que
es presenta en aquesta tesi.

L’efecte patogenic d’aquesta subunitat s’ha estudiat a partir de tres
mutacions trobades a I'exd 3 alternatiu: la mutaci6 SCN1Bb p.(Thrl79%)
responsable de SBr ilo SPCC en dues families no relacionades'*; la
mutaci6 SCN1Bb p.(Arg214GIn) responsable de SBr i MSL, en tres

families no relacionades™**, i la mutaci6 SCN1Bb p.(His162Pro) en un

pacient amb SBr**® (Taula 7).

Subunitat B2
El gen SCN2B situat al cromosoma huma 11 (11923.3), esta format per 4
exons que codifiquen per la Na,82 del canal de sodi cardiac de 215

aminoacids. La subunitat Na,82 interacciona amb el canal de sodi per

107,123

ponts disulfur , perdo també hi ha evidéncies d’interaccions no

125 |l45

covalents >, possiblement a través del domini C-termina
S’ha determinat que aquesta subunitat coimmunoprecipita amb la
subunitat Na,1.5™? i que s'expressa en els discs intercalars dels
cardiomiocids, i colocalitza amb la subunitat Na,1.5%%34,

La coexpressié de la Na,2 amb diferents Na,a en sistemes d’expressio
heterologa, majoritariament demostren que la Na,f2 no té un efecte en la
densitat del Iy,">?>%1% No obstant aix0, I'efecte de la Na,f2 a la
dependéncia de voltatge del canal esta en controveérsia, i les divergencies

van des de la manca defecte'®®'*21¢ fins a desviacions de la
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dependéncia de voltatge de l'activacié i/o de la inactivacié a potencials

120,146 92,146,147

meEs negatius 0 Meés positius
La possible explicacié d’aquestes controversies, a banda de les possibles
diferencies en funcié de la subunitat Na,a estudiada, recau en el fet que
l'efecte de la Na,f2 depén de les modificacions posttraduccionals, en
particular la sialitzaci6*°.

Finalment, també s’ha demostrat que, a diferéncia de la Na,f1, la
subunitat Na,2 interacciona directament amb la Na,1.5 a la membrana
plasmatica sense tenir cap efecte en el transit d’aquesta proteina®.
Aquests estudis coincideixen amb els estudis fets amb la subunitat a
Na,1.7, els quals postulen que les subunitats Na,31 i Na,83 interaccionen
amb la Na,1.7 abans d’arribar al Golgi, perd en canvi les subunitats
Na,82 i Na,84 hi interaccionen directament a la membrana plasmatica’*®.

Fins al moment, només s’han identificat dues mutacions al gen SCN2B

[SCN2B p.(Arg28Trp), p.(Arg28GIn)] relacionades a FAF*? (Taula 7).

Subunitat B3
La subunitat Na,3, de 215 aminoacids, esta codificada pels 5 exons que
conformen gen SCN3B localitzat en el cromosoma 11 huma (11g24.1).

Aquesta subunitat, s’expressa en teixit ventricular, auricular i fibres de

139,149,150
. Els

purkinje estudis també demostren que la Na,3

coimmunoprecipita amb la Na,1.5""*2,

95



Marc teoric

Igual que les altres subunitats Na,, diferents estudis demostren que
modula i regula diferents propietats biofisiques de la subunitat a
Na,1.5139147 130155 ‘1ot i qix0, hi ha divergéncia en els resultats observats.
Un estudi amb ratolins knock-out (KO) de la Na,f3 va revelar que una
deficiéncia d’aquesta subunitat provocava anomalies electrofisiologiques
ventriculars. L’analisi electrofisiologica dels midcits d’aquests ratolins van
demostrar que l'abséncia de la Na,f3 reduia significativament el Iy, i
alterava la inactivacié depenent de voltatge™®.

D’altra banda, mutacions a la subunitat Na,3 també s’han associat a
malalties eléctriques cardiaques: dues mutacions s’han associat com a
responsables de SBr en quatre families diferents no relacionades, una

150 i tres families amb la

familia amb la mutaci6 SCN3B p.(LeulOPro)
mutaci6 SCN3B p.(Val110Pro)™!; la mutaci6 SCN3B p.(Val54Gly) s’ha
relacionat amb TV idiopatica i MSLY™ en dues families no
relacionades; I'altra mutacié SCN3B p.(Val36Met) també s’ha relacionat a
MSL'"; i finalment, 4 mutacions s’han associat a FAF [SCN3B

p.(Arg6Lys), p.(LeulOPro) p.(AsplO3Val) i p.(Metl61Thr)] en quatre

families no relacionades™***** (Taula 7).

Subunitat 4
La subunitat Na,84, de 228 aminoacids, esta codificada pel gen SCN4B
localitzat al cromosoma 11 huma (11g23.3) de 5 exons. Aguesta

subunitat també coimmunoprecipita amb la subunitat Na,1.5™,

96



Marc teoric

123,159

s’expressa en cor i en els cardiomiocits es localitza en els discs

intercalars'®**,

Estudis en sistemes d’expressid heterdloga demostren que la Na,f4 no
afecta I'amplitud del corrent igual que la Na,82, pero modula la cinética
d’inactivacio®®’ 8,

Finalment, les mutacions SCN4B p.(Leul79Phe)*® i p.(Ala220Thr)>*
s’han associat a SQTL, les mutacions SCN4B p.(Vall61lGly) i
p.(llel66Leu) a FAF'® i la mutaci6 SCN4B p.(Ser206Leu) a MSL™’

(Taula 7).

Efectes en la Efectes en les Canalopatia

Subunitat Gen localitzacio de p!roplgtats cardiaca
Na, codificant biofisiques de .
Na,1.5 relacionada
Na,1.5
Augment Iya,
Lla¢ S5-S6 del DI i modulacio de les
Na,p1 SCNIB I?IV, rol en propletats_ploflsm\ues_ FAF, SBri SPCC
I'expressio a la i modulacié del transit
superficie cel-lular a la superficie
cel-lular.
SCN1B Lfgsﬁbiztfgfgﬁ'o nd, Augment Iy, i
Na,f1b variant Ip 5 al modulacio de les SPCC, SBri MSL
splicing expressio a a propietats biofisiques
superficie cel-lular '
Lloc d’interaccio nd,
possible rol en Modulaci6 de les
Na,82 SCN2B 'ancoratge a la propietats biofisiques. FAF
superficie cel-lular
Alteracio del lya,
Lloc d’interaccid nd, modulaci6 de les
possible rol en propietats biofisiques, SBr, TV idiopatica,
Na,33 SCN3B I'expressio a la i modulaci6 del transit FAF i MSL
superficie cel-lular a la superficie
cel-lular.
Lloc d’interaccié nd,
Na,B4 SCN4B Pos&ble rol en Modglamo d.e I,eg SQTL, FAF i MSL
I'ancoratge a la propietats biofisiques.

superficie cel-lular

Taula 7. Modulacié i fenotips clinics associats a la interaccio de les Na, amb la Na,1.5.

97



Marc teoric

6.3. Altres factors moleculars que intervenen en I’'obtencié d’un
canal funcional ala membrana

Igual que altres proteines de membrana, després de la seva transcripcié
la subunitat Na,1.5 és transportada fins a la membrana plasmatica i rep
tota una serie de modificacions posttranscripcionals. Durant el transport
de la Na,1.5 del RE a la superficie cel-lular, la proteina és glicosilada,
fosforilada, i metilada, s’ancora al citoesquelet, s’emmagatzema a
diferents compartiments cel-lulars, i s’acobla a diversos complexos
multiproteics*®, finalment després d'un cert temps la Na,<1.5 és
degradada®.

Per tant, hi ha moltes proteines que intervenen en el fet que la Na,1.5
arribi funcional a la superficie cel-lular. Mutacions en alguns dels gens
gue codifiguen per les proteines responsables de les modificacions
posttraduccionals i del transit de la proteina, s’han associat com a
causants de canalopaties cardiaques, i fan evident la seva importancia
en la regulacié i modulacié de la Na,1.5%%0%163,

Aquest apartat no esta directament relacionat amb els estudis que es
realitzen a la tesi, pero si que es mencionen alguns d’aquests processos
a la discussio. S’ha trobat necessaria la introduccié breu d’aquests
processos, ja que soOn els processos que intervenen en el fet
d’aconseguir canals funcionals a la membrana. Per tant, introduint-los es

fa palesa la quantitat de mecanismes complexos en els quals hi

intervenen diverses proteines que si fallen per una mutacio, per exemple,
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poden ser responsables de les malalties eléctriques cardiaques en les
quals es centra aquesta tesi. A la figura 16, es poden observar les
diferents proteines que interaccionen amb la Na,1.5, i a la taula 8 la seva
funcié i possible vinculacié de mutacions en els gens que codifiquen per

aquestes proteines a les canalopaties.

6.3.1. Glicosilacio

La glicosilacié és un dels processos posttraduccionals més comuns en
les proteines secretades o transmembrana amb dominis extracel-lulars.
La glicosilacié pot afectar l'activitat i I'estabilitat de la proteina a la
membrana. En el RE i el golgi, les subunitats Na,a i Na,§ se sotmeten a
un procés sequencial de glicosilacié, que pot augmentar la massa
d’aquestes subunitats un 15% en les subunitats Na,a i un 30% en
subunitats Na,8*?*. La preséncia de glicosilaci6 tant en les mateixes Na,o
com en les Na,B, en especial la sialitzacio, remarca el paper fonamental
d’aquesta modificacié posttraduccional en la regulacié de la proteina,
paper que ha estat explorat i reconegut com un potencial modulador de la

dependéncia de voltatge d'aquests canals per diversos estudis

94,146,148,164

6.3.2. Fosforilacio

Diversos estudis revelen un rol de les fosforilases en la modulacio del Iy,
cardiaca (revisats a Rook et al. (2012)*! i Adsit et al. (2013)%%?). Els
estudis demostren una possible modulacio de la fosforilacié de la
proteina kinasa A i C, en la modulacié del Iy, directament o indirectament.
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D’altra banda, s’ha demostrat la regulacio de la Na,1.5 a través del ca*?,
per interaccio de la calmodulina (CaM), la proteina kinasa Il depenent de
Ca*? (CaMKIl), i possiblement una modulacié directe dels ions Ca*™.
Finalment, s’ha descrit també una modulacié de la inactivaci6 de la
Na,1.5 a través de lactivitat de proteines tirosina-quinases Fyn i les

tirosina-fosfatases PTPH1, respectivament.

6.3.3. Metilacio

Recentment, s’ha demostrat per primera vegada la regulacio
posttraduccional de la Na,1.5 per la metilacié de les arginines 513, 526 i
680 del llag entre el domini DI i Il de la Na,1.5%%. També s’ha demostrat
que les proteines catalitzadores de la metilacié d’arginines 3 i 5
(proteines arginina metiltransferases, PRMT3 i 5) son les que regulen
aguesta metilaci6 en la Na,1.5. La seva coexpressié en un sistema
d’expressid heterdloga augmenta significativament el Iy, per un augment
de I'expressié de la Na,1.5 a la superficie cel-lular® (Taula 8A, Figura

16).

6.3.4. Ubiquitinacié

La Nedd4-2, de la familia E3 ubiquitina-lligases, té un paper fonamental
en la degradaci6 de la Na,1.5. Els estudis han demostrat que la
coexpressio de la Nedd4-2 amb la Na,1.5 en un sistema d’expressio
heterologa resulta en una disminucio del Iy, a causa d’una reduccié de

Na,1.5 a la membrana plasmatica. També, s’ha demostrat que la seva
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interacci6 amb la Na,1.5, es produeix a través del motiu PY en el C-

terminal*®® (Taula 8A i B, Figura 16).

6.3.5. Transit

Els estudis de caracteritzacié del complex multiproteic del canal de sodi
cardiac en l'estudi del transit de la Na,1.5 i dels processos moleculars
gue succeeixen, ha involucrat en aquest transit a diverses proteines. La
taula 8A i B i la figura 16 resumeixen el lloc d’interaccio, els efectes en la
localitzacié de la Na,1.5, i els efectes en les propietats biofisiques del
canal, de les proteines accessories involucrades en el transit descrites

fins al moment!!%161.163,

DI g, DIl DIll pIv
[AWa) N N N N NN Extracellular
|I 11213 | 112|3 112}3! 11213 | | |
B8 ' AL
v ‘14-3-3r| v v CaM v EGE Intracellular
l e, /  ca
PKA L\ |
I a-actinina 2 CaM
N-terminal Ca'}”K" Ankirina-G — 4_5
PRMT3-5 ( C-terminal
~ MOG

' Siptrofina PTPHA1
ZASP Placofilina-2 Caveolina-3 Distrofina

? Cx43 N-caderina Desmogleina-2

wn
p=
S
GPD1L Teletonina B1b, B2, B3, B4 v

Figura 16. Representacié de I'estructura primaria de la Na,1.5 i els llocs
d’interaccié de les subunitats B i les altres proteines accessories. Proteines en

interrogant; el lloc d’unid, fins al moment, es desconeix.
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4b augmentant el Iy, i el Iy, 1, causant SQTL.
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Taula 8A. Resum de les proteines que interaccionen i regulen la localitzaci6 i/o funcié de la Na,1.5. nd=
no determinat. Taula adaptada de Rook 2012'°* | Shy, 20132 i Adsit, 2013,
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Taula 8B. Resum de les proteines que interaccionen i regulen la localitzacié i/o funci6 de la Na,1.5 . nd=
no determinat. Taula adaptada de Rook 2012'°* Shy, 2013'*? | Adsit, 2013,
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7. Mecanismes cel-lulars d’alteracio del |\, en la SQTL i

la SBr

En els primers apartats de la introduccié de la tesi, s’han donat les bases
de I'excitabilitat cardiaca i s’ha explicat la clinica relacionada a la SQTL i
a la SBr, i els gens als quals s’hi han associat mutacions a les
respectives malalties.

D’altra banda, també s’ha donat una visid més microscopica de com es
produeix el pas dels corrents per la membrana plasmatica, i centrat en el
sodi, com es pot registrar aquest corrent i quina és l'estructura de les
proteines gracies a les quals es condueix el sodi.

Tant la SQTL com la SBr tenen en comu que una desregulacio del sodi
pot provocar ambdues malalties. Un augment de la funcié del canal de
sodi cardiac pot explicar la prolongacio del PAC portant a una SQTL; i
una disminucio de Iy, pot explicar la SBr per un defecte en la fase 0 del
PAC.

En aquest dltim apartat de la tesi, es pretén explicar per quins
mecanismes electrofisiologics, les mutacions relacionades a una alteracio

al corrent de sodi poden causar SQTL, i SBr.

7.1. SQTL: Augment de la funcié del canal de sodi cardiac

Fins al moment, les mutacions causals de SQTL associades a un guany
de funcio del corrent sodi, s’han descrit al gen que codifica per la mateixa

subunitat a del canal de sodi cardiac SCN5A (SQTL3), al gen que
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codifica per la Na,f4 (SCN4B, SQTL10), i als gens que codifiquen per
altres proteines reguladores com la caveolina 3 (CAV3, SQTL9) i la a-
sintrofina (SNTA1, SQTL12).

Actualment s’han associat a SQTL al voltant de 200 mutacions al
SCNb5A, de les quals unes 55 han sigut estudiades funcionalment®; dues
mutacions en el gen SCN4B, de les quals només la primera ha sigut

estudiada funcionalment®***®; cinc mutacions a la CAV3, de les quals 4

s’han estudiat funcionalment'®’; i tres mutacions a la SNTA1, totes tres

estudiades funcionalment!®®*7°,

En els quatre tipus de SQTL associades a una disfuncié del sodi, el
principal mecanisme pel qual les mutacions prolonguen el QT esta
relacionat a un augment la densitat de Iy, (Figura 17A). Aquest
increment del lyat, pot provocar un augment del flux de Iy, durant la fase
plateau i de repolaritzacié del PAC (fases 2 i 3), i allargar la repolaritzacio
del PAC i desenvolupar la prolongaci6 del QT observat als
ECG71’73’158’167’168’171.

Els resultats dels estudis funcionals de mutacions relacionades amb
SQTL, evidencien que hi ha diverses alteracions en les propietats del
canal de sodi cardiac que poden provocar un guany de la seva funcioé. En
tots aquests casos, com a resultat de I'alteracié del canal provocat per

una mutacié, hi ha una major entrada de sodi durant la fase plateau del

PAC.

‘Font:. Dades obtingudes de la Biobase HGMD Professional 2014.1

(https://portal.biobase-international.com/)
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Els canvis en el corrent es poden deure a: (1) una alteracio de la
dependéncia de voltatge, augmentant la finestra de corrent; (2) una
desacceleracié de la inactivacié; (3) un augment en el temps de
recuperaci6 de la inactivacio; i/o (4) un augment el pic de Iy, "™

(1) En el rang de voltatge la finestra entre la corba d’activacio i inactivacio
depenent de voltatge, un petit percentatge de canals que no estan
inactivats podrien obrir-se. En conseqiiéncia es produeix una entrada de
Na® en la fase del PAC corresponent a aquest rang de voltatge, que se
solen produir durant la fase 3. En condicions normals I'efecte d’aquest Iy,
€s minima; pero un increment en I'area d’aquesta finestra —sigui per una
desviaci6 en la corba d’inactivacié cap a potencials més positius, per una
desviacié de la corba d’activacié a potencials més negatius, 0 una
desviaci6 d’ambdues dependéncies de voltatge a la vegada— seria
suficient per donar un desequilibri en els corrents que provocarien un
allargament de la fase 3 i per tant prolongarien el QT'»*%01 (Figyra
17B).

(2) Una desacceleracio de la inactivacid, provocaria una caiguda mes
lenta dels corrents macroscopics. Aguest mecanisme podria provocar un
augment del Iy, | podria afectar la dependéencia de voltatge d’altres
corrents entrants o sortints que alterarien el PAC (Figura 17C)"*",

(3) Una recuperacié de la inactivacio significativament més rapida és

frequent en els mutants de SQTL3. A causa d’aquesta acceleracié de la

recuperacio de la inactivacid6 es podrien causar reobertures en la

106



Marc teoric

repolaritzacio de la fase 1 del PAC, i augmentarien el flux de Iy, en la
fases 2 del PAC (Figura 17D)"**"*,

(4) Finalment, un augment del corrent en el pic de Iy, provocaria un
guany de funcio a la fase 0 del PAC. Es creu que aquest augment podria

afectar indirectament i alteraria els altres corrents (Figura 17E)"*170171,

En conjunt, 'augment de la densitat de Iy.1, les reobertures, i el
desequilibri dels altres corrents durant la fase plateau i de repolaritzacio
del PAC, poden ser el desencadenant de l'allargament del QT i de les
aritmies letal, com una TdP o una FV, que poden desencadenar a la fi

una MSc’t17t,
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Figura 17. Mecanismes de guany de funcié del canal de sodi cardiac. A. Augment
de el corrent de sodi tarda (Ine7). B. Alteracié en la dependéencia de voltatge, que
augmenta el corrent en la finestra entre les dues corbes. C. Descens de la constant
d’inactivacio del canal. D. Recuperacio de la inactivacié més rapida. E. Augment del

corrent de sodi en el pic. La linia vermella representa el canal mutat i la negre el WT.
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7.2. SBr: Disminucio de la funci6 del canal de sodi cardiac

La major part de les mutacions que s’han associat a SBr s’han identificat
en el gen SCN5A (fins al moment al voltant de 350 mutacions), i prop
d’'unes 60 mutacions s’han estudiat electrofisiologicament®.

A més a més, com s’ha vist en el capitol 4, s’han identificat mutacions
causals de SBr en altres gens que codifiquen per proteines que formen o
regulen el canal de sodi cardiac: SCN1B (3 mutacions)***** SCN3B (2
mutacions)*****, GPD1L (1 mutaci6)'’?, MOG1 (1 mutacié)'’®, SLAMP (2
mutacions)'’™, i PKP2 (5 mutacions)®.

La pérdua de funcio del canal de sodi cardiac a causa de les mutacions
en aquests gens es pot explicar a través diferents mecanismes:

(1) Mutacions radicals al SCN5A que resultin en una Na,1.5 truncada i
per tant no funcional™"3*"*,

(2) Mutacions que provogquen una alteracio en les propietats biofisiques
de la Na,1.5, que en consequéncia causen una reduccio de Iy, (Figura
18A). Aquestes alteracions s’observen en algunes de les mutacions de la
Na,1.5, i també a mutacions de les subunitats Na,1 i Na,83 que afecten
les propietats biofisiques de la Na,1.5"73141.130.171.

(a) La perdua de funci6 del canal és deguda a una desviacio de les

corbes de dependencia de voltatge (Figura 18B): la corba de

inactivacid es desvia a potencials més negatius disminuint la

¢ Font: Dades obtingudes de la Biobase HGMD Professional 2014.1
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disponibilitat de canals per ser activables; i/o la corba d’activacio es
desvia a potencials més positius.
(b) Una acceleracié de la inactivacio que en consequeéncia redueix
el flux de corrent Iy, a l'inici de la fase plateau, i provoca un
desequilibri dels corrents en aquesta fase (Figura 18C).
(c) Algunes mutacions provoguen que el canal entri en un estat de
inactivacido tardana o profunda amb una recuperacié de la
inactivacio meés lenta (Figura 18D). Aquest defecte es pot agreujar
a frequéncies d’estimulacié altes, com un augment en el ritme
cardiac, ja que la fase 4 s’escurga i provoca un augment en
I'acumulacio de canals inactivats i per tant una reduccio de Iy,. Tot |
gue una aritmia causada per un estat d’inactivacio profunda podria
no ser letal en una SBr, ja que les aritmies letals tenen lloc
majoritariament en repos, la reduccidé de canals viables en repos
podria provocar també el fenotip de la SBr.
(3) Mutacions que provoquen una reduccio significativa del Iy, a causa
d’un defecte en el transit del canal de sodi cardiac a la superficie cel-lular
per la retencié del canal a algun compartiment citoplasmatic’>"**"t,
Aquest efecte s’ha descrit en algunes mutacions en la mateixes subunitat
que formen el canal (la Na,1.5, i la Na,3)"", perd és important remarcar
que és el mecanisme principal de totes les mutacions descrites a

proteines reguladores GPD1L'"2, MOG1'"3, SLMAP'™ i PKP2%.
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Figura 18. Mecanismes de peérdua de funcié del canal de sodi cardiac. A.

Reduccidé del Iy,. B. Alteracié en la dependencia

de voltatge de la inactivacio (a

voltatges més negatius) o activacio (a voltatge més positius). C. Un increment de la

constant d’inactivacié del canal. D. Una recuperacié de la inactivacio més lenta a

causa d’una inactivacié més profunda. Els protocols sén els mateixos que els explicats

en les figures 6 i 7. La linia vermella representa el

negre el WT.
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A llarg de la introduccio, s’han descrit les bases moleculars de
I'electricitat i excitabilitat cel-lular i cardiaca, aixi com les bases cliniques,
geneétiques i moleculars de la SQTL i la SBr. En la SQTL i la SBr s’ha
pogut observar que la diagnosi genetica pot tenir un paper important per
donar suport al fenotip, detectar familiars portadors, i en el SQTL per
determinar el risc i tractament.

D’altra banda, identificar la mutacié causal i els mecanismes moleculars
pels quals es dona la malaltia aporta coneixement basic sobre el seu
funcionament. Tot i aix0, s’observen limitacions®°4®:

(1) L'existencia de mutacions amb significat incert, i mutacions falses
positives catalogades com a causals, perdo que s’han recatalogat com a
mutacions rares no patogeniques despreés de projectes com el ESP.

(2) Que després de l'analisi genética romanen sense mutacié causal

identificada, un 60-75% en pacients amb SBr i un 20-35% en pacients

amb SQTL.
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(3) L'elevada penetrancia incompleta i I'expressivitat variable de les
mutacions trobades en pacients amb les corresponents malalties.
Aquesta recerca pretén principalment millorar el nostre coneixement
relacionat amb I'aspecte mencionat com a segona limitacio, tot i que a
més, aporta coneixement que serveix per avancar també en les altres
limitacions.

La tesi que es presenta es basa en que un diagnostic genetic negatiu no
exclou el desordre al pacient, ni tampoc que no tingui una mutacié o un
altre mecanisme que pugui explicar-ne la malaltia, és a dir que poden ser
pacients falsos negatius. Les causes de falsos negatius poden ser
diverses: mutacions en gens no descrits, variacions en el niumero de
copies no detectades per Sanger (insercions i delecions grans), o
desordres en I'expressid, entre d’altres*®. Aquesta recerca s’emmarca en
el plantejament d’'una de les possibles explicacions: els pacients falsos
negatius poden ser portadors de mutacions patogeniques a gens encara
no associats amb la malaltia.

Davant d’aquesta possibilitat es planteja que els gens que codifiquen per
les subunitats Na,f s6n gens candidats. Al llarg de la introduccié s’ha
pogut observar que poden tenir una gran importancia en aquestes
malalties per dues raons:

(1) Formen part del complex proteic del canal de sodi cardiac, i afecta

directament a la funcié de la Na,1.5. Com s’ha vist a la introduccié la
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Na,1.5 té un paper fonamental en [I'excitabilitat cardiaca, i la seva
disfunci6 pot provocar malalties eléctriques com la SQTL i la SBr.

(2) S’han identificat mutacions als gens que codifiquen per la subunitat
Na,4 responsables de SQTL, i mutacions als gen que codifiquen per les
subunitats Na,s1 i Na,f3 responsables de la SBr. Per tant, els gens
SCN1B, SCN2B i SCN3B en pacients amb SQTL; i els gens SCN2B i
SCN4B en pacients amb SBr; sén gens potencialment candidats de

poder ser portadors de mutacions que causin aguestes malalties.

Hipotesis

Tenint en compte el marc teoric exposat i considerant aquestes

limitacions i plantejaments, s’han formulat les seglients hipotesis que

emmarquen la present tesi doctoral:

(1) Esperant que un percentatge de pacients amb SQTL i SBr romandran
sense mutacio després de l'estudi genétic dels gens previament
descrits, la nostra hipotesi és que un percentatge d’aquests pacients
negatius tindran mutacions als gens que codifiquen per les subunitats
Na,f3.

(2) Les subunitats Na, poden ser portadores de mutacions causals de
malalties cardiaques amb les quals no han sigut préviament
relacionades. Per tant, la nostra hipotesi és que l'afectacié de les
mutacions a aquestes subunitats en el canal de sodi cardiac no depen

tant del tipus de subunitat siné de la mutacio en particular.
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En acabar la primera etapa de rastreig genetic, han sorgit dues

subhipotesis de les ja plantejades:

(1) La mutacié a la subunitat Na,f1b és la responsable del SQTL del cas
index per una afectacio del corrent de sodi, i de manera més probable
produeix un augment del corrent Iy;r.

(2) La mutacio trobada a la subunitat Na,2 és la responsable de la SBr
del cas index per una afectacio el corrent de sodi, i de manera més

probable produeix una perdua de la funcio del canal.

Objectius

Per tal d’avaluar les nostres hipotesis, s’han formulat els seguents

objectius:

(1) Diagnosticar geneticament una poblacié clinicament diagnosticada
amb SQTL, per:

a. Realitzar I'estudi genétic dels gens majoritaris (SCN5A, KCNQ1,
KCNH2, KCNE1, i KCNE2) associats a SQTL, per identificar i
avaluar les mutacions patogéniques i caracteritzar les eines
predictores de patogenicitat.

b. Realitzar l'estudi genétic dels gens que codifiquen les
subunitats Na,8 d’'una porcié de la poblacié anterior, negatius
per mutacions patogeniques als gens majoritaris, per identificar
el percentatge de pacients amb mutacions a aquests subunitats

reguladores del canal de sodi cardiac.
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(2) Realitzar estudis electrofisiologics i bioquimics necessaris per tal
d’analitzar el possible efecte patogénic de les mutacions identificades
a les subunitats Na,1b i Na,f2 en les propietats de la Na,1.5, i
avaluar la possible causalitat d’aquestes mutacions a SQLT i SBr,

respectivament.
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En aquesta seccio es presenten els tres articles publicats en el transcurs

d’aquesta tesi:

Article 1: Riuré H, Campuzano O, Berne P, Arbelo E, Iglesias A, Pérez-Serra A, Coll-
Vidal M, Partemi S, Mademont-Soler |, Pic6 F, Allegue C, Oliva A, Gerstenfeld E,
Sarquella-Brugada G, Castro-Urda V, Fernandez-Lozano |, Mont L, Brugada J, Scornik
FS, Brugada R (2014). Genetic analysis, in silico prediction, and family segregation in
Long QT Syndrome. European Journal of Human Genetics. In Press. doi:

10.1038/ejhg.2014.54.

Article 2: Riuré H, Campuzano O, Arbelo E, Iglesias A, Batlle M, Pérez-Villa F,
Brugada J, Pérez, GJ, Scornik, FS, Brugada R (2014). A missense mutation in the
sodium channel B1b subunit reveals SCN1B as a new gene responsible for Long QT

Syndrome. Heart Rhythm. 11(7):1202-9. doi: 10.1016/j.hrthm.2014.03.044.
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QT Syndrome.

Autors: Helena Riurd, Oscar Campuzano, Paola Berne, Elena Arbelo,
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Resum

Tal i com s’ha introduit en el marc teodric, la SQTL és una malaltia
electrica cardiaca, caracteritzada per una prolongacio de l'interval QT en
el ECG, amb un alt risc de patir aritmies i MSC. L’objectiu d’aquest treball
és contribuir amb noves dades en el coneixement de les bases
genetiques que regeixen aquesta malaltia, i també avaluar l'analisi
genetica en les decisions cliniques.

Per assolir aquest objectiu s’ha analitzat per sequenciacidé directe pel
metode Sanger els exons que codifiguen pels 5 gens majoritaris
associats a SQTL (KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1 i KCNE2), a una
poblaci6 de 115 pacients préviament diagnosticats amb SQTL. La
patogenicitat de les mutacions trobades, s’ha analitzat per segregacio
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familiar, frequéncia al-lelica en les bases de dades publiques,
conservacio entre especies, i predictors in silico.

Les mitjanes de QTc, edat, i ratio entre dones i homes obtingudes han
sigut similar als estudis previs. S’ha identificat mutacio en el 51,3% dels
casos index, majoritariament en KCNQ1, KCNH2 i SCN5A. Shan
identificat un total de 36 mutacions previament descrites, i 18 mutacions
noves. Després dels estudis de patogenicitat de les mutacions
identificades, 39 mutacions s’han considerat potencialment patogéeniques,
12 de significat incert i 3 probablement no patogéniques. S’han identificat
multiples mutacions en un 5,2% dels casos. Finalment, s’ha observat que
el percentatge de pacients amb mutacié identificada augmenta fins un
63,6% quan s’analitzen els pacients amb una puntuacié de Schwartz =
3,5, i que puja fins a un 75,7% quan s’han analitzat Unicament els
pacients amb un QTc = 500ms. També s’ha observat que el nimero de
VUS disminueix en aquests pacients meés severs, i augmenta el nimero
de mutacions patogeniques i multiples mutacions.

De l'article en deriven diverses conclusions: la probabilitat d’identificar la
mutacié probablement causal augmenta en funcié de la severitat de la
malaltia, tot i aixd roman un percentatge de pacients sense mutacio
identificada; el numero de VUS trobades és elevat la qual cosa complica
les conclusions diagnostiques; i finalment, de moment la segregacio

familiar és clau per determinar la patogenicitat de les mutacions.
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Article 2

Titol: A missense mutation in the sodium channel 31b subunit reveals
SCN1B as a susceptibly gene underlying Long QT Syndrome.
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Resum

En aquest projecte se sequencien els gens que codifiquen per les
subunitats Na,f3 de 30 pacients amb SQTL de l'article 1, sense mutacio
patogénica identificada en els gens maijoritaris. L’objectiu d’aquesta
analisi és identificar si algun d’aquests pacients sén portadors d’alguna
mutacié en les subunitats Na,§ que pugui explicar la malaltia. En SQTL
I'dnica subunitat Na,8 que s’ha relacionat préviament amb la malaltia és
la Na,f4. En aquesta analisi genética s’ha identificat la mutaci6 SCN1Bb
p.(Pro213Thr) en un pacient de 8 anys que va ser diagnosticat després
de patir un sincope quan el van fer sortir a la pissarra a I'escola. L’estudi
clinic i genétic dels familiars confirmen segregacié familiar amb
penetrancia incompleta.

Els objectius experimentals que prossegueixen a aquesta analisi son
estudiar electrofisiologicament els efectes reguladors de la subunitat
Na,1bWT a la funcié de la Na,1.5, i estudiar electrofisiologicament en un
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sistema d’expressio heterdloga la mutacio SCN1Bb p.(Pro213Thr) per tal
de determinar si la mutacio és probablement la causant de la malaltia.

Els resultats obtinguts de I'efecte de la subunitat B1bWT en la funcié de
la Na,1.5, han mostrat que la B1bWT augmenta significativament la
densitat del ly,, i disminueix el nUmero de canals en inactivacio tardana.
Els resultats de I'estudi de l'alteracié causada per la B1bP213T en la
Na,1.5 comparada amb la B1bWT, han revelat que la mutacié altera
diverses propietats del corrent.

La B1bP213T causa tres efectes significatius perd subtils que poden
contribuir en el guany de funcié de la Na,1.5: la B1bP213T desvia la
finestra de corrent de la dependéncia de voltatge, accelera la recuperacio
de la inactivacio, i disminueix I'entrada del canal en un estat d’inactivacié
profunda. D’altra banda, la mutacio augmenta significativament el Iyar,
sent aquest I'efecte principal de les mutacions associades a SQTL3.
Finalment, s’ha estudiat si aquestes alteracions al corrent Iy, pot provocar
un allargament del potencial d’accié en cel-lules HL-1. Amb aquests
experiments s’ha confirmat que la mutacié augmenta significativament la
duracio del potencial d’accié, en comparacié amb el PA de les HL-1 que
expressen B1bWT.

Aquests resultats demostren que la mutacio B1bP213T altera la funcié de
Na,1.5 allargant el PA, i per tant que la mutacio SCN1Bb p.(Pro213Thr)

és potencialment la causant de la SQTL en la familia estudiada.
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Article 3
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Resum

Aquest projecte es basa en els resultats obtinguts en un projecte no
presentat en aquesta tesi, en el que es sequencien els gens que
codifiqguen per les subunitats Na,f en 38 pacients amb SBr sense
mutacions identificades als gens préviament relacionats amb la malaltia.
En aquest projecte es va identificar la mutacio SCN2B p.(Asp211Gly) en
una pacient de 47 anys diagnosticada amb SBr després d’ingressar a
I'hospital per sincope.

La hipotesi plantejada per aquest tercer estudi és que aquesta mutacio
pot ser la causal del fenotip patogénic de la familia.

En l'estudi clinic i genetic dels familiars s’ha determinat que cap altre
familiar amb mutacié ha desenvolupat un SBrl al ECG de manera
espontania, pero aquests tenen principis de SPCC. El test d’ajmalina per
millorar la determinacié de la segregacié familiar, no va ser possible.
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Per estudiar els efectes funcionals a la de la mutacié a Na,f2 (82D211G)
a la Na,1.5, s’han realitzat estudis electrofisiologics i bioquimics en
cel-lules CHO, transfectades amb Na,1.5+p2WT i Na,1.5+2D211G.

Els resultats electrofisiologics de la Na,f2 mutada, han revelat que la
B2D211G disminueix significativament la densitat de Iy, sense alterar les
altres propietats biofisiques del canal.

Hi ha dos possibles mecanismes que poden explicar una reduccié del Iya,:
una disminucié en la conductancia del canal Unic, o una disminuci6 del
namero de canals a la superficie cel-lular. Els resultats obtinguts en
estudiar el primer mecanisme, han revelat que no es troba afectada
aguesta propietat del canal. Per contra, els assajos de purificacio de les
proteines de membrana, han demostrat una disminuci6 de la quantitat de
Na,1.5 a la superficie cel-lular quan aquesta es troba coexpressada amb
la B2D211G, en comparacié amb la B2WT. Finalment, experiments
dimmunoprecipitaci6 han determinat que no es troba alterada Ila
interaccio entre la Na,1.5 i la B2 per un efecte de la mutacio.

Per tant, aquests resultats suggereixen que la mutacié 2D211G pot
provocar una disminucio del Iy, a causa d’'una reduccié de I'expressio de
Na,1.5 a la superficie cel-lular, la qual cosa explica la SBr i els principis

de SPCC a la familia.
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Les primeres mutacions genetigues associades a la SQTL, es van
descobrir el 1995-1996°%%. Actualment s’han associat mutacions a 16
gens amb la malaltia'®*. El 1992 es descobria la SBr*®, i el 1998
s’identificava per primera vegada una mutacié en el gen SCN5A com a
causal de la SBr*®. El 2014 ja hi ha identificats 18 gens més relacionats
amb aquesta malaltia®.

En els ultims 20 anys, s’ha fet un gran aveng¢ a la practica clinica i
genetica relacionada amb aquestes malalties eléctriques hereditaries, la
qual cosa ha portat a conéixer més profundament les seves bases
genetiques i de la MSC. Tot i aix0, encara romanen preguntes, i vora un
60-75% dels pacients amb SBr i un 20-35% dels pacients amb SQTL
sense diagnostic genétic.

Els resultats obtinguts en els tres articles que emmarquen la present tesi
es poden dividir en quatre blocs de discussio:

(1) En els dos primers articles s’ha realitzat una analisi genética dels
gens majoritaris associats a SQTL en 115 pacients (Article 1), i dels gens

que codifiquen per les subunitats Na,f d’'una poblacié de pacients amb
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SQTL sense mutacié als gens majoritaris (Article 2). En aquest primer
apartat es discutiran els resultats obtinguts del primer article, i també la
frequéncia de diagnostic dels gens minoritaris i els gens candidats, tant
en SQTL com en SBr, corresponents al primer objectiu de la tesi.

(2) En el segon i tercer article s’ha demostrat la possible causalitat de les
mutacions trobades en els gens SCN1Bb i SCN2B, associant-les per
primera vegada a la SQTL i SBr, respectivament. En aquest apartat es
discutiran els resultats obtinguts corresponents al segon objectiu de la
tesi.

(3) D’altra banda, el segon i el tercer article també contribueixen en la
recerca del paper de les subunitats Na,§ en relacié a la Na,1.5, i en
definitiva, contribueixen en aportar més indicis de la seva importancia en
la modulacié i regulacié de la funcio del canal de sodi cardiac.

(4) Finalment, I'ultim apartat de la discussié se centrara en avaluar les
diferents limitacions, perspectives i reptes, de l'analisi genética de les
canalopaties cardiaques, del paper de les Na,8 en la funcié cardiaca i

dels estudis in vitro per avaluar la causalitat de les mutacions trobades.
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1. El paper de I’'estudi genétic en la SQTL i la SBr, i del
descobriment de nous gens candidats.

1.1. Analisi genética, prediccio in silico, i segregaci6 familiar en
el diagnostic genétic dels pacients amb SQTL

En la nostra cohort de 115 pacients de SQTL no relacionats, la mitjana
d’edat, la ratio entre dones i homes i la mitjana del QTc és similar a la
dels estudis previs®*" 31> per tant, la nostra poblacié és representativa
dins del global de pacients amb SQTL.

Els estudis previs descriuen gque la identificacid6 de mutacions és d’'un 70-
75% dels casos**>%. Tot i aixd, també hi ha estudis més recents que
observen que la taxa d’identificacié en I'analisi genética dels pacients de
SQTL és al voltant del 50%***!, perd aquest percentatge augmenta fins
al 75% quan aquests pacients tenen un valor de la taula de Schwartz =24
punts®.

En el nostre estudi s’ha identificat que el 51,3% dels pacients son
portadors d’'una o més mutacions en alguns dels 5 gens sequenciats,
pero igual que a I'estudi de Tester et al. (2005)%, quan s’han analitzat els
pacients amb una puntuacié de Schwartz = 3,5 punts, el percentatge de
pacients amb mutacié identificada és de 63,6%, augmentant fins al
75,7% quan s’han analitzat només els pacients amb un QTc = 500 ms. A
mes, s’ha observat que la probabilitat de trobar mutacions potencialment
patogenigues en aquest pacients augmenta en comparaci6 amb els
pacients amb un QTc < 500 ms. Un fet similar succeeix quan s’han
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analitzat els pacients segons edat. Si s’analitzen només aquells pacients
en qué I'edat de diagnosi és menor a 40 anys, el percentatge de pacients
amb una mutacié identificada augmenta fins al 62,3%, similar a 'observat
en altres estudis®”**!. Per tant, igual que en altres estudis, els nostres
resultats suggereixen que l'eficiencia de 'analisi genética augmenta com
més severa és la malaltia®*°, fet que déna suport a les recomanacions
de les guies i directrius a on es recomana diagnosticar genéticament
aguells pacients amb una clinica robusta, ja que permet una associacio
més solida del fenotip-genotip>**.

Diversos estudis mostren que el percentatge de pacients amb multiples
mutacions oscil-la entre el 2-11%. De manera similar, en el nostre estudi
se n’han identificat un 5,2%. Tot i que els casos index de les families A,
C i D (Figura 2, Articlel) tenen una clinica més severa dins de la seva
propia familia, no s’observen diferéncies significatives quan s’ha
comparat la poblacié de pacients amb mdultiples mutacions amb la dels
pacients amb una sola mutacié. Per contra, els estudis recents
demostren que els pacients amb més d'una mutacié tenen el QT
significativament meés prolongat i una frequéncia més elevada
d’esdeveniments aritmics que poden ser letals®*7¢,

En comparacié amb el nostre estudi, aquests estudis s’han realitzat en
poblacions més grans (=220 pacients amb mdultiples mutacions, i >150

pacients amb una mutacid), per tant, un augment de les nostres cohorts

d’estudi podrien afavorir 'observacio també de diferencies significatives.
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Prediccié de la patogenicitat

A la introduccidé s’han descrit els diferents criteris que es poden utilitzar
per tal de predir la patogenicitat de les mutacions trobades: (1)
cosegregacio familiar; (2) mutacié rara o absent a les bases de dades
publiques; (3) assaig funcional in vitro; (4) mutacions radicals; i (5)
prediccions amb programes in silico. La falta d’'informacié familiar, i la
falta d’infraestructura per poder realitzar els assajos in vitro de multiples
mutacions en poc temps, limita poder predir la patogenicitat de les
mutacions utilitzant aquestes dues eines.

Al llarg d’aquests ultims anys, s’han dissenyat diversos programes de
predicci6 in silico per tal de definir la patogenicitat de les variants: SIFT,
Polyhen2, Mutation assessor, Provean, SNP&Go, entre d’altres; i eines
de prediccio combinada, com Condel o CoVEC (que extreuen el resultat
després de consultar les bases de dades individuals anteriors). En el
nostre estudi, s’ha utilitzat una eina de prediccié combinada, el Condel
(que inclou la prediccié de SIFT, Polyhen2, Mutation assessor); i una de
simple, el Provean, que és I'lnica que inclou la prediccié de delecions i
insercions inframe (sense corriment del marc de lectura). Estudis previs
d’aquestes dues eines determinen que la ratio de prediccions verdaderes
és al voltant del 80%'""*"®. Dels resultats de les prediccions de les 36
mutacions previament descrites i les 18 noves que s’han identificat en al

nostre estudi, se’n pot extreure la seguent informacio:
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(1) Mutacions previament descrites

Basant-nos en la literatura, la freqiencia a la poblacié general, la
segregacio familiar i la conservacio entre espeécies s’ha considerat que 30
de les mutacions son probablement patogeniques: 5 mutacions radicals
(mutacions stop, delecions o insercions inframe, o frameshift) i 25
missense. Les 25 missense considerades patogeniques, el Condel n’ha
predit com a probablement patogeniques 23 (92%) i el Provean les ha
considerat totes potencialment patogeniques (100%). Per tant, la precisio
és similar a I'observada en altres estudis, i fins i tot més altal’"*"8,

Quatre de les mutacions identificades s’han considerat VUS ja que dues
mutacions estan préviament associades a altres canalopaties
cardiaques, SBr [SCN5A p.(Arg620Cys)]®” i SPCC [SCN5A p.
(Pro1008Ser)]*™®; i les dues restants, KCNQ1 p.(Pro73Thr) i SCN5A
p.(Ser216Leu), son considerades VUS a la literatura ja que s’han trobat
en poblacié general**%.

Finalment, les mutacions [KCNE1 p.(Asp85Asn) i KCNE2 p.(Thr8Ala)]
s’han considerat no causals de la malaltia. Tot i que la freqiéncia a

45,181-183 |

poblacié general és < 1, els resultats obtinguts en estudis previs
la segregacié familiar, apunten que aquestes dues mutacions siguin
considerades no patogeniques. D’altra banda, el Condel ha predit KCNE1

p.(Asp85Asn) i KCNE2 p.(Thr8Ala) com a neutrals, pero en canvi el

Provean les ha predit com a patogeniques. Aquests resultats podrien
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estan d’acord amb el 20% de falsos positius que poden persistir després
de les prediccions®””.

(2) Mutacions noves

Les 18 mutacions noves que s’han identificat en el primer article, per tant
absents a les bases de dades de mutacions, 7 son radicals i 11
missense. A la literatura, hi ha diversos articles que publiguen esquemes
de la probabilitat de la patogenicitat de mutacions noves en funcié del
tipus de mutacié, localitzacié en la proteina, i prediccié in silico'’ 818,
Breument, en aquests estudis es determina que les mutacions missense
trobades en el N-terminal del K,7.1, K,11.1 i Na,1.5 (exceptuant les
zones conservades amb funcionalitat en aquest domini), es podrien
catalogar com a VUS (=75% de possibilitats de ser patogeniques) i
confirmar la seva patogenicitat a través de programes in silico,
segregacio i/o assajos in vitro. Algunes regions del C-terminal del K,11.1 i
Na,1.5 tenen entre un 50-80% de ser patogeniques. | en canvi, les
mutacions radicals, o mutacions missense en regions essencials de la
proteina (transmembrana o porus) i al C-terminal del K,7.1, tenen una
probabilitat alta de ser la mutacié causal de malaltia (=80%).

De les missense noves, només dues es localitzen en regions amb
elevada probabilitat de ser patogéniques: a la regié del porus [KCNQ1
p.(Tyr315His)] i al llag extracel-lular DIlIl S5-S6 de la Na,1.5 [SCN5A
p.(Gly1329Ser)]. D’acord amb la seva potencial patogenicitat, els dos

programes in silico consultats les han predit com a patogeniques.
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Les 9 missense restants es localitzen totes en regions amb menys
probabilitat de ser patogeniques, perdo en canvi, tots els aminoacids
corresponents a les noves mutacions estan conservats entre especies
menys la mutacio KCNH2 p.(Gly238Arg). L’analisi de patogenicitat via
predictors in silico, les prediu com a neutrals o difereixen en la seva
predicci6é. Per tant, la prediccio in silico d’aquestes 9 mutacions és
ambigua i es necessita I'estudi de segregacié familiar o els assajos
funcionals per poder avaluar-ne la causalitat. D’aquestes 9 mutacions
corresponents a 9 casos index diferents, la historia clinica i genética
familiar respectiva només se n’ha disposat de 3: les mutacions KCNH2
p.(Gly880Val) i p.(Arg356His) s’han identificat conjuntament amb altres
variacions en els casos index, fet que fa més complicada I'analisi de la
segregacio amb el fenotip i per tant la seva prediccié de patogenicitat; i la
tercera, KCNH2 p.(Gly238Arg), la seva condici6 de benigna s’ha
reafirmat amb la falta de segregaci6 familiar.

Per tant, després de 'analisi de les 18 mutacions noves, 7 es mantenen
com a potencialment patogeniques, 8 es mantenen com a VUS a I'espera
de més informacié familiar o assajos in vitro, i una es pot predir com a
potencialment benigna.

Finalment, alguns estudis observen un alt percentatge de desacords
entre els programes in silico utilitzats'®. En la nostra analisi, el Condel i
el Provean han estat en desacord en 6 de les 54 mutacions trobades. De

la mateixa pagina del programa Provean, se’'n pot extreure que els

186



Discussio

predictors SIFT, Polyphen2 i Provean estan d’acord en la prediccié d’'una
variant com a patogenica en un 78,5% de les 15.966 mutacions testades.
Per tant, difereixen en un 21,5%°. Tot i que un 11% de desacords és dins
del rang, es fan indispensables la segregacio familiar /0 els estudis
funcionals per poder esbrinar la patogenicitat o la neutralitat d’aquestes
mutacions, ja que si no, aquestes mutacions es mantenen com a incertes
es fa més dificil el diagnostic genétic dins el diagnostic clinic'**2,

Aquest fet determina que els predictors in silico son utils per decidir la
patogenicitat, perd que encara s’han d’utilitzar juntament amb altres eines
com la segregacié familiar i estudis in vitro per poder acumular
evidencies de la patogenicitat d’aquestes mutacions, sobretot quan les
mutacions es troben en zones en principi funcionalment poc rellevants.

El fet que sense segregacid familiar no es pot determinar la causalitat,
genera limitacions importants en la diagnosi genética, ja que les analisis
genetiques es realitzen majoritariament només en casos index. Aquesta
situacié és problematica per poder determinar la verdadera associacio
patogénica entre la mutacié i el fenotip, especialment perque aquestes
mutacions comporten implicacions cliniques importants *>*/*.

Ara bé, a la introduccié s’ha descrit que el 2012 es va obtenir per primera
vegada l'estructura cristal-litzada del canal de sodi de bacteri Na,Ab**°.

Estudis que han pogut modelar mutacions a partir de [I'estructura

tridimencional de la proteina, poden predir els canvis conformacionals

¢ Dades extretes de http://provean.jcvi.org/about.php.
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gue se n’obtindran, i lligat en aquests canvis la possible patogenicitat de

la mutaciot?*12°,

Tot i que algunes eines predictores com el Polyphen-2'%°

, jJa incorporen
dins dels algoritmes els canvis en l'estructura, aquesta eina és limitada
en els casos que I'estructura proteica no esta ben determinada.

En els propers anys, I'aveng que s’esta realitzant en la cristal-litzacié de
les proteines que codifiquen pels canals de sodi, potassi, i calci, permetra

una prediccié més acurada de la patogenicitat de la mutacio a traves del

canvi conformacional concret que provoca a I'estructura proteica®®®.

1.2. L’analisi genética de gens minoritaris i gens candidats

Al llarg de la tesi s’han realitzat estudis genétics dels gens KCNQL1,
KCNH2, SCN5A, KCNE1 i KCNE2 en una poblacié de pacients de SQTL
(Article 1), pero també dels gens que codifiquen les Na,f3 en pacients de
SQTL (Article 2) i de SBr (article previ relacionat a l'article 3).

En aquest apartat, es discuteix i s’avalua el diagnostic genetic dels gens
minoritaris.

En el segon article, d’'una poblacié de 30 pacients SQTL negatius per
mutacions a SCN5A, KCNQ1, KCNH2, KCNE1 i KCNE2, s’ha identificat
geneticament una mutacio al gen SCN1Bb p.(Pro213Thr). El tercer estudi
prové de la identificacio de la mutacio SCN2B p.(Asp211Gly), en una
poblacié de 38 pacients de SBr sense mutacions al gen SCN5A (Selga et

al., en preparacio).
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En ambdds estudis, s’han rastrejat els 4 gens que codifiquen per les Na,3
humanes, per tant es pot analitzar:

(a) La frequencia de mutacions a les subunitats Na,f préviament ja
associades a la SBr (SCN1B i SCN3B) i SQTL (SCN4B);

(b) La freqlencia de mutacions a les subunitats Na,§ no associades
previament a les respectives malalties per identificar nous gens
susceptibles a provocar-les.

El resultats obtinguts en ambdds estudis son: (a) no s’ha identificat cap
mutacio en els gens que codifiquen per les subunitats Na,8 préviament
associades a aquestes malalties, i (b) en una ratio de 1:38 (2,6%) s’ha
identificat una mutacié a la Na,f2 en una pacient de SBr, i en una ratio
de 1:30 (3,33%) una mutacio a la Na,81b en un pacient de SQTL.

Per tant, aquests resultats suggereixen que la frequéncia d’identificacio
de mutacions potencialment patogéniques en aquests gens €s baixa.

Un fet similar es pot observar en el primer article a on s’han sequenciat
els gens KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1 i KCNEZ2 en una poblacio de
pacients de SQTL. Només s’ha trobat una possible mutacié causal nova
en el KCNE1 (1:115, 0,8%), després de sequenciar els gens KCNEL i
KCNE2 dels 115 pacients. Aquests dos gens codifiquen per les
subunitats B del K,7.1 i K,11.1, respectivament®®*®*! per tant, la

frequencia alhora de trobar mutacions patogeniques a aguestes

subunitats també és baixa.
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En conjunt, en els nostres estudis, igual que en estudis

30,384L14L15L138.187 g'observa que la probabilitat de trobar mutacions

previs
en els gens que codifiquen per les subunitats B, tant de sodi com de
potassi, és baixa (entre el 0 i el 3%). D’acord amb les guies i directrius
publicades, la baixa probabilitat de trobar mutacions als gens minoritaris
associats a les malalties o gens candidats, fa que sigui meés indicat que
nomeés se sequenciin dels gens SCN5A, KCNQ1 i KCNH2 en SQTL i
SCNS5A en SBr per diagnostic genétic dins la practica clinica®>*.

Perd en recerca, el rastreig de nous gens minoritaris i candidats, permet
identificar la frequéncia en la qual es troben mutacions probablement
patogeniques en aquests gens i nous gens susceptibles de ser portadors
de mutacions que provoquin un fenotip de SBr i SQTL, i augmentar el
percentatge de pacients amb diagnostic genétic*®4%%8,

Per tant, aixi com el diagnostic genétic per sequenciacié rutinaria per
Sanger de les subunitats Na,f i les K,[3, en pacients de SQTL i SBr, pot
ser massa costds si es compara amb el percentatge de resultats
obtinguts; si s’utilitzen tecnologies de nova generacid, la introduccié dels
gens que codifiguen per aquestes subunitats en els panells de
sequenciacid, ens pot permetre coneixer, a part del diagnostic, la

frequencia en la qual es troben mutacions en aquest gens en pacients de

SQTL i SBr.
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2. Mutacions a les Na,B relacionades a la SBrila SQTL

En aquesta tesi s’ha avaluat electrofisiologicament i bioquimicament una
mutacio a la subunitat Na,f1b (81bP213T) identificada a un pacient amb
SQTL, i una mutacié a la subunitat Na,f2 (2D211G) trobada en una
pacient amb SBr. L’objectiu d’ambddés estudis ha sigut demostrar la
patogenicitat de les mutacions trobades, per poder relacionar per primer
cop els gens SCN1Bb i SCN2B com a possibles nous gens responsables
de la SQTL i la SBr, respectivament; i demostrar que encara que algunes
subunitats Na,8 s’han associat a unes canalopaties cardiaques i a altres
no, totes son potencialment candidates de ser portadores de mutacions

patogenigues que puguin provocar SQTL, SBr, SQTC, SPCC o FAF.

2.1. La subunitat 1bP213T altera la funcié de la Na,1.5, i revela
el gen SCN1B com a nou gen candidat per la SQTL

En el segon article de la tesi, s’ha identificat una nova mutacié missense
a un nen de 8 anys amb SQTL amb episodis sincopals sota estres. Fins a
dia d’avui, cap mutacié s’ha descrit en la 31b lligada a SQTL.

Mutacions patogéniques en la subunitat B1b s’han associat a SBr, SPCC
i MSL*** Draltra banda, mutacions patogéniques a la subunitat f4 del
canal de sodi s’han associat a SQTL™®,

La hipotesi de treball s’ha basat en quée la mutacio B1bP213T pot

provocar la SQTL al nostre pacient amb un mecanisme similar als
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postulats per pacients amb SQTL3 i SQTL10 amb mutacions a SCN5A i
SCN4B, respectivament.

Tal i com s’ha explicat en la introduccio, les mutacions patogéniques
ligades a una alteracié al canal de sodi cardiac relacionades a SQTL
majoritariament incrementen el Iy, poden augmentar la finestra de
corrent entre la corba de dependencia de voltatge de l'activacié i la
inactivacid, poden desaccelerar la constant d’inactivacié, accelerar la
recuperaci6 de la inactivacio, i/o augmentar el Iy, al pic?*"+817,

Els nostres resultats han revelat que la 31bP213T produeix un augment
del Iya7 1 altres multiples alteracions subtils a les propietats de la Na,1.5
gue poden explicar el SQTL a la familia estudiada. Un increment encara
gue petit en el Iy,r afecta les fases 2 i 3 del PAC, a on normalment
nomeés hi ha una petita quantitat de corrent de sodi. Aquest increment pot
resultar en una ona T retardada en el ECG, corresponent a la prolongacio
del QT del nostre pacient, aixi com una predisposicid6 a aritmies
provocades per EADs*".

S’ha observat que la B1bP213T desvia significativament I'activacio
dependent de voltatge cap a potencials més negatius, que no provoca un
augment de la finestra de corrent entre les corbes de dependencia de
voltatge de I'activacio i inactivacio, perd si un desplacament a potencials

meés negatius. Com que aquests potencials es produeixen al final del

PAC, un augment del corrent de sodi en aquesta etapa seria una de les
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causes que contribuirien a una repolaritzacio meés lenta i prolongarien el
QTc en el nostre pacient*’*.

D’altra banda, els nostres resultats han revelat que la probabilitat de tenir
canals a I'estat d’inactivacié profunda és significativament menor quan la
Na,1.5 es troba en preséncia de la f1bP213T comparada amb la B1bWT.
Una disminuci6 dels canals en estat d’inactivacié profunda, equivaldria a
tenir més canals viables per activar-se en comparacio amb el WT i
acceleraria també la recuperacio de la inactivacio, en la qual també
s’observen diferéncies. Aquestes alteracions, podrien provocar
reobertures del canal de sodi durant la repolaritzacié del PAC i podrien
provocar la prolongacio del QTc i també podria ser un substrat per la
induccié d’aritmies®**%8,

Finalment, el possible rol patogénic de la B1bP213T es confirma amb
'augment significatiu de la duracio del PA en les cel-lules HL-1 que
sobreexpressen B1bP213T en comparacié amb les B1bWT.

Es interessant remarcar, que tot i que la major part de SQLT3 presenten
els sincopes o les aritmies letals en una situacié de repos o dormint, en
el nostre cas d’estudi és sota estrés emocional, que representa un 15%
dels casos de SQTL3?*®. En un futur, seria interessant estudiar com les
alteracions subtils observades —I'acceleracido de la recuperacié de la
inactivacio, la disminucié de la inactivacio profunda, i la desviacié de la

finestra de voltatge— poden estar involucrades en el desencadenament

d’aritmies durant exercici i emoci6. Es podrien realitzar les analisis en
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presencia o abséncia de farmacs agonistes dels receptors B-adrenergics
(com lisoproterenol), imitant in vitro una condicié d’estrés'®®. Aquests
estudis podrien aportar evidencies de quines de les alteracions trobades
podrien estar involucrades en el desencadenament d’aritmies sota

estres.

2.2. La B2D211G altera la funcié de la Na,l1.5, i revela el gen
SCN2B com a nou gen candidat responsable de la SBr

El tercer article presentat en aquesta tesi, aporta evidéncies que
suggereixen que la mutacio trobada a la subunitat Na,f2 del canal de
sodi és la causal de la SBr.

Els estudis electrofisiologics han revelat una reducci6 significativa del Iy,
guan la Na,1.5 es coexpressa amb la subunitat 2D211G comparat amb
la subunitat B2WT, sense afectar les altres propietats biofisiques del
canal. Els estudis realitzats per tal de poder explicar per quins
mecanismes la mutacio podia disminuir la densitat del ly,, han demostrat
que la reduccié del corrent és a causa d’una reduccio de la Na,1.5 a la
superficie cel-lular.

En un estudi de Watanabe i col-laboradors (2009), van estudiar
mutacions en el gen SCN2B [SCN2B p.(Arg28Trp) i p.(Arg28Gin)]
responsables de FAF. En comparaci6 amb la Na,f2 WT, aquestes
mutacions causen una disminucié significativa del Iy, una desviacié a
potencials més positius de la corba d’activacié depenent de voltatge [en

el cas de SCN2B p.(Arg28Trp)], i una desviaci6 a potencials meés

194



Discussio

positius de la corba d’activacié i inactivacio depenent de voltatge [en el
cas de SCN2B p.(Arg28GIn)]?2. Tot i que en I'estudi no es precisa un
mecanisme causal de la reduccio del ly,, es discuteix que una reduccio
de Ina poOt provocar una taquiaritmia que alteri els nivells d’expressio dels
canals ionics en els miocits auriculars, que poden promoure i mantenir
una fibril-lacié auricular*-?,

En la SBr, I'efecte de la reduccio del Iy, promoguda per una disminucio
del canal de sodi cardiac a la superficie cel-lular, seria similar a 'observat
en una FAF, pero recauria majoritariament als miocits ventriculars per
observar I'elevacio del segment ST caracteristic de la SBré®2,

Diversos estudis demostren que pacients amb SBr poden desenvolupar
FAF, i que pacients amb simptomologia de fibril-lacié auricular poden
acabar desenvolupant un ECG tipic de SBr'®**!, Per tant, encara que la
SBr estigui més relacionada a defectes al ventricle pot acabar comportant
disfuncions a l'auricula i viceversa. Aquest fet explica que mutacions a la
subunitat SCN2B, o a les subunitats Na,8 en general, puguin
desenvolupar FAF o SBr amb un mecanisme similar, ja que és coherent
amb el que s’observa clinicament®*!9192,

D’altra banda, mutacions a les subunitats Na,f1b i Na,3 també s’han
relacionat com a possibles causals de la SBr.

Les tres mutacions estudiades de la Na,f1b revelen: (1) una disminucio
de INal41,143,l44;

(2) una desviacio a potencials més positius de la corba

d’activacié i inactivacié [en la SCN1Bb p.(Thr179%)]**!; (3) una desviaci6
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a potencials més negatius de la corba d’inactivaciéo depenent de voltatge
[la SCN1Bb p.(His162Pro)***]; (4) una desacceleracié de la recuperacié
de la inactivacié [SCN1Bb p.(Arg214GIn) i p.(His162Pro)]*****: i (5) la
SCN1Bb p.(Arg214GIn) també afecta el corrent l,, augmentant la
densitat de corrent i desaccelerant la cinética d’inactivacio™*.

Els estudis de les mutacions a la Na,83 revelen que I'efecte d’aquestes
mutacions al corrent i funcidé del canal de sodi cardiac son: (1) reduccio

150,151.
5 ;

del Iy, per una alteracio del transit de la Na,1 (2) desviacio de la

dependéncia de voltatge de la inactivacid a potencials més negatius
[només en el cas de la SCN3B p.(Leul0Pro)]*? i (3) desacceleracié de
la recuperacio de la inactivaci6 negatius [només la SCN3B
p.(Leul0Pro)]*°.

Es pot observar per tant que igual que en el nostre estudi, el mecanisme
comu i principal pel qual mutacions a les subunitats Na,8 provoquen SBr
és la reducci6 de Iy,. L’alteracié de la resta de les propietats biofisiques

del canal, podrien dependre de la localitzacié de la mutacio, lligada a la

funcié i modulacio de la corresponent subunitat Na,f.
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3. El paper de Na,Blb i Na,82 en la regulacié de la

Na,1.5

Al llarg de la tesi s’ha pogut observar que aquests ultims anys, diversos
estudis han fet palesa la importancia d’aquestes subunitats en la
regulacié de la funcio cardiaca. Si bé el nostre objectiu principal alhora
d’estudiar les subunitats Na,8 ha sigut en relacid a les mutacions
associades a les canalopaties cardiaques i a la MSC, els nostres estudis
han proporcionat també nou coneixement respecte al paper de les

subunitats Na,81b i la Na,f2 en la regulacié de la funcio de la Na,1.5.

3.1. Laregulacié de la subunitat B1b WT a la funcié de la Na, 1.5

L’efecte de la Na,f1b a les propietats del corrent de sodi, han estat
préviament investigades utilitzant diferents subunitats a i models

118,119,127,141,144 Tot i aixo

cel-lulars 'estudi de l'efecte de la subunitat

141143144 "o|s tres in vitro en

B1bWT a la Na,1.5 es redueix a pocs estudis
models cel-lulars HEK tsa201 i CHO, respectivament.

A través dels experiments realitzats en el segon article presentat en
aguesta tesi, s’ha observat que la Na,1bWT incrementa Iy, desvia
significativament I'activacio i la inactivacio dependents de voltatge, i
disminueix el nimero de canals en inactivacio lenta.

Respecte a l'increment de la densitat del corrent, els resultats obtinguts

sén coherents amb els resultats d’altres grups, ja que també observen

que la B1bWT augmenta la densitat del corrent de les subunitats a
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Na,1.2M8 Na,1.3'%" i Na,1.5"*1%314 per tant, és clar un efecte de la
B1bWT en la funci6 dels canal de sodi incrementant el pic de Iya.

Respecte a la resta d’efectes, hi ha divergencies. La desviacio a
potencials més negatius de Il'activaci6 depenent de voltatge es pot
observar als estudis de Watanabe et al. i Yuan et al. (en la Na,1.5), i de

118,141,143
1.2) .

Kazen-Gillespie et al. (en la Na, En canvi, en els altres

estudis no s’observa aquest efecte™*#"*,
D’altra banda, lI'efecte a la dependencia de voltatge de la inactivacio

141,143 5pserven una

també és diferent. En els estudis de Watanabe i Yuan
desviacié a potencials més negatius, mentre que en el nostre estudi la
desviacié s’observa a potencials més positius.

Igual que en altres estudis, els nostres resultats no han revelat un efecte

+118,141

de la B1bWT a la recuperacié de la inactivacio , en canvi Hu et a.l

observen una recuperacié més rapida de la Na,1.5 en preséncia de la
N .z 2 143,144
B1bWT, pero Yuan et al. observen una recuperacié més lenta .
En resum, I'efecte de la B1bWT a altres propietats biofisiques del canal, a
banda de l'increment del Iy, no és clar i queden aspectes per resoldre.
Part dels motius pels quals es poden donar aquestes divergéncies son
les condicions experimentals i les diferencies en les espécies utilitzades
: 161
(clons i models cel-lulars)"".
A la literatura hi ha estudis que utilitzen models animals pel gen SCN1B.

Aquests perd, majoritariament estan centrats en estudiar els efectes

neuronals ja que les subunitats Na,1 esta estretament lligada a

198



Discussio

epilépsia i altres canalopaties d’origen neuronal'®**%°. Només I'estudi de
Lopez-Santiago et al. (2007) analitza els cardiomiocits de ratolins SCN1B
KO®. En aquest estudi perod I'efecte de la Na,81, és una combinacié de la
pérdua d’ambdues isoformes la Na,f1a i b, i no Unicament I'efecte de
'abséncia o preséencia de la Na,81b. Per exemple, demostren que
'abséncia de les Na,f1 augmenta la densitat del corrent de sodi al pic i
tardana, i provoca una prolongacié del PAC. Aquest efecte és contrari a
'observat en el nostre estudi amb la Na,81b i en altres estudis amb
cel-lules de mamifers i ovocits de Xenopus, en qué majoritariament
s’'observa que la Na/5 sola té menys corrent que la
Na,1.5+p1%%9310213L141 ) ghez-Santiago et al. discuteixen que podria
succeir que l'efecte observat fos per una alteracié dels canals de sodi
sensibles a TTX del miocits ventriculars (que correspon a un 20% dels

canals de sodi expressats en miocits cardiacs®’

)inoalaNa,l1.5.

D’altra banda, en el nostre estudi no s’han observat diferéncies en els
resultats obtinguts al comparar el Iy,r de la Na,1.5 sola o coexpressada
amb la Na,1.5+B1bWT.

Fins a dia d’avui no hi ha estudis que analitzin directament la modulacio
del Ina7 per la Na,B1b, perd si hi ha estudis de I'efecte de la Na,1a al
Inat- El problema principal recau una altra vegada en qué els resultats
obtinguts son contradictoris, ja que Lopez-Santiago (amb el ratoli SCN1B

KO)* i Valdivia (coexpressant Na,81a amb Na,1.5 en HEK293)?

demostren que la Na,f1a disminueix el Iyar; en canvi, Maltsev i
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col-laboradors, descriuen que la Na,f1a augmenta el ly,r de la Na,1.5 en
HEK tsa201'%®,

En aquest segon estudi de la tesi, s’ha descrit per primera vegada que la
Na,f1b té un efecte a la inactivacié profunda de la Na,1.5. El 2007,
Zimmer i Benndorf van demostrar que la inactivacié lenta del canal de
sodi era regulada pel C-terminal de la subunitat Na,81a'*. Les dues
isoformes comparteixen el domini N-terminal de la proteina, de manera
que és poc probable que la regulacié de la inactivacido profunda en la
Na,f1b es produeixi per aquest domini. Per tant, igual que en la isoforma
Na,B1a, el més probable que la regulacié d’aquesta propietat es dugui a
terme a través del C-terminal. La importancia del domini C-terminal de les
Na,f1 també es fa palesa en larticle de Meadows et al. (2001). En
aguest estudi, la delecio total del C-terminal redueix parcialment la
interacci6 amb la Na,1.2 i altera alguna de les propietats el canal, fent
evident que no tota la regulaciéo de les Na,a per part de les Na,f1 ve
donada per la regié extracel-lular, siné també per la intracel-lular*3®.
Estudis recents determinen que la importancia de la subunitat Na,1b en
cor podria ser elevada, ja que s’ha observat que aquesta subunitat
estaria significativament més expressada que la Na,/f1a, tant en
I'auricula com en ventricle huma'*®. Tot i aixd, aquests resultats s’haurien
de confirmar ja que entren en divergéncia amb I'estudi de Watanabe®*.

D’altra banda, son pocs els estudis d’immunolocalitzacié de les

subunitats Na,§ que formen el canals de sodi en cardiomiocits
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humans®, o ratoli*®*****: i en cap d’aquests s’analitza la localitzacié de la

subunitat Na,f1b segurament per problemes dimmunodeteccié i
diferenciacié de les subunitats Na,81a i Na,1b**.

Els estudis futurs podrien anar encarats a optimitzar la diferenciacio de
les subunitats Na,1, i juntament amb técniques electrofisiologiques,

esbrinar les diferencies degudes a al canvi de sequéncia en el C-

terminal, en la localitzacié i funcié de Na,f1a i Na,1b sobre la Na,1.5.

3.2. Els efectes de la subunitat 2 WT a la funcio de la Na,1.5

Els estudis en sistemes d’expressio heterologa d’altres grups referents al
paper de la subunitat Na,82 a la Na,1.5, mostren evidéncies que la Na,[2
interacciona amb la Na,1.5 directament a la membrana plasmatica sense
cap rol en transit d’aquesta proteina®.

Tot i la clara interacci6 demostrada entre les subunitats Na,32 i Na,1.5,
els estudis fets a diferents laboratoris en relacio a la I'efecte d’aquesta
subunitat sobre les propietats biofisiques de la Iy, mostren controveérsies.
Per una banda, majoritariament indiquen que la Na,2 no té un efecte en

la densitat del Iy,, tant en la Na,1.5 com en les Na,1.1 i Na,1.2%%125146.147

perd per l'altra, I'efecte de la Na,f2 a la dependéncia de voltatge de les
Na,a esta clarament en controversia.

Els grups de Chen et al. i Malhotra et al. no observen un efecte de la
subunitat Na,82 a la dependencia de voltatge de la Na,1.1, i Na,1.5,

125,132

respectivament . En canvi, els grups de Qu et al., Isom et al., i

Watanabe et al. observen una desviacio de la corba de dependeéencia de
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voltatge del Na,1.2 i la Na,1.5%1%14

No obstant aix0, aquestes
desviacions ocorren en sentits oposats.

Cal destacar, que l'estudi de Johnson i Bennett mostra diferencies
significatives en I'efecte de la Na,f2 a la dependéncia de voltatge a les
Na,1.2 i Na,1.5, segons el model cel-lular utilitzat. Aquests estudis
demostren que l'efecte d’aquesta subunitat, es troba afectada per la
sialitzacié. Per tant, les modificacions posttraduccionals, com la
sialitzacio, influeixen en l'efecte de la Na,f2 a les propietats biofisiques
de les subunitats Na,a*®.

Els nostres estudis realitzats en relacio a l'efecte de la subunitat
Na,f2WT sobre la Na,1.5, en el nostre model cel-lular (cél-lules CHO) i
en les nostres condicions experimentals, van indicar que la Na,2WT no
afectava la densitat del corrent, ni les dependencies de voltatge de la
Na,1.5 (no publicats). En comparacié amb els estudis realitzats amb la
Na,1.5, els nostres resultats concorden amb I'estudi de Malhotra, pero no
amb l'estudi de Watanabe que observa una diferéncia, encara que petita,
a la dependéncia de voltatge de la inactivaci¢®%.

Per tant, la total comprensié de I'efecte de la Na,f2WT a les propietats
biofisiques de la Na,1.5 resta a I'espera de nous estudis. Possiblement,
els estudis en linies cel-lulars més similars a condicions natives, podria
evitar les incerteses en els resultats a causa de, per exemple,
modificacions posttraduccionals tal i com demostren Johnson i

Bennett'*°,
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En general, els estudis electrofisiologics, d’estructura i localitzacié
apunten a que la Na,82 i la Na, 4, tenen un rol diferent a les subunitats
Na,f1 i Na,3. Com s’ha dit anteriorment, funcionalment no s’observen
diferencies en la densitat del corrent en coexpressar la Na,a amb les
subunitats Na,2 i la Na,f4, pero si que se n’observen en coexpressar-
les amb les Na,f1 i Na,3 (multiples estudis citats al llarg de la tesi).
Estructuralment, els estudis evidencien que les subunitats Na,1 i Na,83
formen enllacos entre elles mateixes que permeten interaccions mes
complexes amb les Na,a, mentre que aquestes no s’observen en les
subunitats Na,82 i la Na,4'**'* En la localitzaci6, aixi com les
evidencies apunten que les subunitats Na,82 i la Na,4 interaccionen
directament amb les Na,a a la membrana plasmatica, les Na,81 i Na,83
interaccionaen ja en el RE***,

Respecte a aquesta Ultima evidencia, en el nostre article, en analitzar els
mecanismes pels quals la mutacido B2D211G provoca la reduccié del
corrent ly,, €S va observar que era a causa d’'una reduccio de la Na,1.5 a
la superficie cel-lular.

Els dos possibles mecanismes pels quals la subunitat Na,82 pot afectar
I'expressio de la Na,1.5 a la membrana plasmatica son: (1) una interaccio
de la mutacié en el transit de la proteina del ER a la membrana cel-lular;
0 (2) una alteracié de la mutacio a la via de degradacio de la Na,1.5.

Ara bé, com ja s’ha dit anteriorment els estudis de Zimmer et al. (2002) i

Laedermann (2013), demostren que és poc probable que la Na,2 tingui
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un paper en el transit de les subunitats Na,a, ja que les evidéncies
indiquen que interaccionen directament a la membrana cel-lular®®*!*®, Per
tant, els resultats podrien suggerir un possible paper de la Na,s2 en la
regulacio de la internalitzacié de la Na,1.5.

A la literatura no hi ha estudis en relacié aquest possible rol de les Na,f8

perd si en relaci6 a altres proteines'®®*%%?%

. Aguests estudis, han
identificat les proteines Need4 com a reguladores de l'ubiquitinacié del
canals de sodi via la interaccié d’aquestes proteines amb el motiu PY de
les subunitats Na,a. En concret, a I'estudi de Rougier et al. s’observa que
la proteina Nedd4-2 redueix el Iyq de la Na,1.5 a través d’'una reduccio
del nimero de canals a la superficie cel-lular'®.

Una possible explicacié de mecanisme similar a la de Rougier et al., seria
que la Na,32 té un efecte en el temps de permanéncia de la Na,1.5 a la
membrana. Per tant, la mutacié podria afectar aquesta internalitzacio i
degradaci6 de la subunitat a, que podria explicar aquesta reduccié de la
Na,1.5 a la superficie cel-lular i la corresponent reduccio del corrent.

Els estudis futurs podrien anar encaminats en estudiar aquest possible
rol, per esbrinar realment quina és la contribucié d’aquestes subunitats,
en concret de la Na,/82, en aquesta regulaci6 de la degradacio i
internalitzaci6 de la Na,1.5.

Igual que a l'article de Rougier, es podrien fer assajos a diferents temps

de I'expressié de Na,1.5 a la superficie cel-lular (en preséncia o abséncia

de la Na,f2WT) tractant les cel-lules amb Brefeldina A (BFA), un
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metabolit fingic que inhibeix el transport vesicular i interromp I'aparell de
golgi. El tractament amb BFA bloquejaria el transit de nous canals a la
membrana, i es podria mesurar si es troba modificada el temps de vida

mitja del canal a la membrana®®®.
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4. Limitacions, perspectives i reptes

Al llarg de la tesi, s’han anat exposant les limitacions més directes dels
nostres i els altres estudis que tenen com a objectiu el diagnostic geneétic
dels pacients amb sindromes com la SQTL i la SBr, la identificacié de
nous gens associats a aquestes malalties, i I'estudi del paper de les
subunitats Na,f8 i les mutacions in vitro.

A continuacié, es presenten algunes d’aquestes limitacions, i també les
perspectives i reptes de futurs estudis i tecniques que permetran
aprofundir en el coneixement i deixar enrere algunes d’aquestes

limitacions actuals.

4.1. La penetranciaincompleta

En els tres articles presentats d’aquesta tesi s’ha observat penetrancia
incompleta:

A T'article de I'analisi genética de 115 pacients de SQTL, a 59 pacients
se’ls ha identificat mutaci6 a un dels gens majoritaris associats a la
malaltia. D’aquests, hi havia 22 families disponibles per estudiar la
segregacio, i s’ha observat penetrancia incompleta en 12 mutacions, de
les quals la penetrancia mitjana de les families és del 41,3%.

En l'estudi la mutaci6 SCN1Bb p.(Pro213Thr), s’ha observat que la
mutacio segrega amb el fenotip de la malaltia pero amb una penetrancia
de 50%. Dels 4 membres amb mutacio, a dos se’ls ha diagnosticat un

QTc llarg i dos presenten un QTc dintre els valors estandards.
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En tercer lloc, a I'estudi de la mutacio en el gen SCN2B en una pacient
amb SBr, s’ha pogut observar que el cas index és I'inica amb SBr tipus 1
diagnosticada.

Tot i les dificultats que genera la penetrancia incompleta a I'’hora de
poder fer les analisis de correlacié genotip-fenotip; tant la SQTL com la
SBr estan caracteritzades per una elevada expressivitat variable i una
penetrancia incompleta.

En SQTL un 50% de penetrancia és consistent amb la penetrancia
publicada en les families amb SQTL, a on esta descrit que la penetrancia
pot variar des d’'un 25% a un 100%*291:292,

En SBr, un estudi de Probst et al. va revelar que només el 18% dels
pacients amb mutacio presentaven SBr espontani, i en canvi, després del
test d’ajmalina o flecainida, la penetrancia augmentava a un 61% de
pacients amb SBr induit en el ECG?®. Per tant, no és estrany el 25% de
penetrancia en la de la nostra familia amb la mutacié al SCN2B, ja que
ens basem en els ECG espontanis. Es a dir, la falta del test de la
ajmalina/flecainida en aquesta familia és un impediment per aclarir el
percentatge de penetrancia.

Com s’ha pogut observar a la introduccio, tot i que s’han formulat
diverses propostes per explicar la penetrancia incompleta i 'expressivitat
variable, segueix havent-hi moltes preguntes sense resoldre'®. Els
primers estudis d’associacié de genoma complet (GWAS) de milers

d’'individus, ja han trobat variants comunes o conjunts de variants
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comunes que poden contribuir, en part, a I'explicacié de I'expressivitat
variable i la penetrancia incompleta de la SBr’’. Altres estudis també han
demostrat associacions de variants comunes en NOS1AP amb
prolongacié del QT i probabilitat de simptomes?®*.

A la llarga aquests estudis i similars, ens permetran entendre millor els
determinants genetics que contribueixen en diversitat d’expressivitat

fenotipica o la manca d’expressivitat d’alguns SBr o SQTL.

4.2. La superposicio fenotipica

A l'estudi de la mutacié 2D211G, el pare de la cas index no presenta un
diagnostic de SBr tipus 1 per0 en canvi presenta un blogueig
atrioventricular de primer grau. La superposicié fenotipica entre la SBri la
SPCC és frequent a la literatura. Aquest tipus de superposicid, no és
insolita ja que la superposicido a les families es pot explicar per una
mateixa mutacio ja que una disminucié en la funcié del canal de sodi
cardiac podria provocar tant SBr com SPCC*"*.

Per contra, superposicions fenotipiques de SQTL3/SBr i SQTL3/SPCC,
també publicades a la literatura, sén degudes a una funcié més complexa
gue equival a una combinacié de guany i pérdua de funcié del canal de
sodi cardiac’’*.

En el primer article publicat en aquesta tesi, a on es diagnostica la causa
genetica de 115 pacients de SQTL, s’han identificat dues mutacions en el
SCN5A previament descrites en relacio a SBr i SPCC. Queden moltes

preguntes per poder explicar aquesta superposicid, com per exemple que
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molt membres afectats per mutacions que provoquen un augment i una
disminucio de la funcié no expressen les dues malalties com en el nostre
cas'’.

La preséncia de mutacions associades a altres malalties, dificulta la
decisié en la diagnosi i especialment en la terapia®®!’*?%, fent necessaris

en aquests casos estudis funcionals per determinar la possible causalitat

d’aquestes mutacions.

4.3. El futur de la diagnosi genética en les canalopaties

En els ultims anys s’ha avancgat molt en el camp de la diagnosi genética.
El fet que cada vegada la diagnosi genetica sigui més economica, tant
per meétode sequenciacié tradicional com a través de les noves
tecnologies de sequenciacié d’alt rendiment, ha facilitat que cada vegada
més aquesta estigui dins la practica clinica.

D’altra banda, aquesta disminucié en el cost també ha facilitat que a
través de la recerca s’hagin identificat nous gens i mecanismes
relacionats amb aquestes malalties. No obstant aix0, encara queda un
percentatge elevat de pacients falsos negatius, sobretot en la SBr.

En aquesta tesi, s’han identificat les dues mutacions estudiades en zones
codificants de dues proteines directament associades funcionalment a
una modulacié del canal de sodi cardiac. Tot i aix0, en els ultims anys
també s’esta observant que hi ha altres explicacions a la predisposicio a
les canalopaties, per mutacions en zones no codificants del genoma que

regulen al processament, transcripcio, i I'estabilitat del RNA missatger
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d’aquests canals®®. En sén exemples, SNVs a la regié del promotor del

SCN5A que afecta directament els nivells d’expressié del gen®”%%;

0
SNVs en zones reguladores especifiques no codificants com els
enhancers, que poden trencar la interaccio amb els factors de
transcripcio i alterar la funcié cardiaca’®?*.

Aixi mateix, SNVs a zones introniques que alteren el splicing alternatiu, o
variacions del numero de copies de diversos exons (duplicacions o

insercions grans)*%%!

, son també exemples d’alteracions geneétiques
gque amb la sequenciacio tradicional no es podien detectar i que ara
poden explicar part dels pacients falsos negatius*.

Per tant, en els proxims anys, amb I'iUs de les noves tecnologies de
sequlenciacié es podra aprofundir en el coneixement d’aquests altres
mecanismes de regulacié associats a les canalopaties cardiaques, a la
identificacié de grans duplicacions i insercions, i també a la identificacio
de nous gens relacionats igual que en aquesta tesi.

D’altra banda, en el primer article es fa palesa la necessitat de poder
predir la patogenicitat de les mutacions per poder prendre decisions a la
practica clinica. Casos index sense familiars, i un accés limitat a poder
realitzar els experiments in vitro per observar les alteracions funcionals
de la mutacid, fa necessari el desenvolupament més eines per tal que la
patogenicitat es pugui predir d'una manera més acurada.

El desenvolupament de les eines in silico ja existents 0o noves que

incorporin els canvis conformacionals de l'estructura 3D de la proteina
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186

(quan aquestes s’hagin pogut cristal-litzar)™", i altres estudis com el

projecte ESP i derivats®™ ™

, contribuiran a poder estar més segurs de la
patogenicitat de les mutacions, permetran detectar falsos positius, i

disminuir el nUmero de mutacions catalogades de significanca incerta.

4.4. Estudis de les Na,B i de mutacions in vitro i in vivo

Al llarg de la tesi s’ha pogut observar que una de les limitacions més
importants €s que encara hi ha moltes mancances respecte al paper de
les Na,8 en la modulacié i regulacio dels canals de sodi, i també d’altres

canals?*?

. Queda demostrat que no tenen el mateix efecte sobre totes les
Na,qa, i que I'efecte pot variar en funcioé dels models cel-lulars, amb I'is de
diferents clons, en comparar entre diferents especies, o per les
condicions dels registre, entre d’altres®%*.

A més, altres estudis com els més recents de l'estructura cristal-litzada
dels dominis extracel-lulars de les subunitats Na,3 i Na,4 demostren
que el nivell de complexitat d’aquestes subunitats segurament és més
elevada que el que es preveia fins ara?**?°.

D’altra banda, la necessitat de coneixer amb més profunditat el paper
d’aquestes subunitats Na,3 en el canal de sodi cardiac i d’altres Na,qa, es
fa més palesa quan diversos estudis, inclosos els dos dels treballs
d’aquesta tesi, han implicat mutacions en aguestes proteines en malalties
aritmogeéniques i altres malalties relacionades amb una disfuncié de

cel-lules excitables com les neurones o les cél-lules musculars (multiples

treballs ja citats en el transcurs de la tesi).
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Els estudis funcionals realitzats amb cel-lules de mamifers, com els duts
a terme en aquesta tesi, permeten aportar evidencies de la patogenicitat
de la mutaci6. Ara bé, I'extrapolacié al fenotip real ha de ser curosa, i
aguests estudis no son suficients per predir el grau de severitat de la
mutacio o la possible afectacié dels membres portadors.

Es per aix0 que, tot i que encara hi ha limitacions, cada vegada es fa més
necessari I'estudi d’aquestes subunitats WT i/o mutades en un ambient
més fisioldgic, com en cél-lules més similars als cardiomiocits™%, en
models animals®, o en miocits cardiacs derivats de cél-lules mare
pluripotencials®®®°.

Tot i que els estudis encara son limitats, en els propers anys aquestes
noves eines d’estudi, juntament amb els estudis d’estructura, d’expressio
i localitzacié, permetran estudiar més a fons aquestes subunitats Na,f3,

per tal de seguir aprofundint en el rol d’aquestes proteines en la funcio i

disfuncio cardiaca.
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Conclusions

1. El nostre estudi d’analisi genética en la poblaciéo de SQTL determina
per una banda que la falta d’associacions genétiques robustes (per
clinica poc severa, impossibilitat d’analisi de segregacié familiar, o
limitacions a les eines de prediccio in silico) complica les decisions
mediques, i per I'altra, que tal i com esperavem en plantejar la primera
hipotesi de la tesi, tant en el primer article com I'estudi no inclos de la
poblaci6 de pacients de SBr, es demostra que un percentatge
significatiu de pacients romanen sense mutacio després del diagnostic
genetic dels gens majoritaris.

2. Seguidament, el segon i tercer treball presentats confirmen que, en
relaci6 a la nostra primera hipotesi, els pacients sense mutacio
identificada en els gens majoritaris de SQTL i SBr poden ser
portadors, encara que en prevalenca baixa, de mutacions als gens
que codifiqguen per les subunitats Na,.

3. Els experiments realitzats en el segon article demostren que les
alteracions provocades per la mutacié a la Na,f1b a la funcio de la

Na,1.5 és consistent amb el fenotip de SQTL. Aquest estudi,



Conclusions

juntament amb els de segregacio i les dades cliniques, suggereixen
qgue la mutaci6 SCN1Bb p.(Pro213Thr) és la causa genética del SQTL
en el nostre pacient de 8 anys. Per tant, els nostres resultats aporten
evidencies per incorporar el gen SCN1Bb a la diagnosi genetica dels
pacients de SQTL.

. En el tercer article, els nostres experiments relacionats amb la
mutaci6 SCN2B p.(Asp211Gly) identificada en una pacient de SBr,
aporten evidéncies que la Na,f2 mutada altera la Na,1.5 disminuint Iy,
per una reduccio del nimero de canals a la superficie cel-lular. Per
tant, els nostres resultats suggereixen la incorporacio del gen SCN2B
com a un nou gen candidat de SBr.

. Per tant, en relaci6 a la nostra segona hipotesi, les mutacions
patogeniques en les subunitats Na,f poden ser responsables de
diverses canalopaties cardiaques, sent la mutacié particular en la
subunitat Na, la que comporta la malaltia, i no el tipus de subunitat
Na,f mutada.

. Finalment, els nostres estudis ressalten la importancia de continuar en
la cerca de nous gens i nous mecanismes que puguin donar resposta
al 60-75% de pacients amb SBr i al 20-35% de pacients amb SQTL
sense diagnostic genetic, i aporta més evidéencies de les bases
genetiques de la SBr i la SQTL en relacid a una disfuncio de la

Na,l1.5.
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