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De la muerte subita cardiaca a las canalopatias

1. Es aquella muerte natural que va precedida de la pérdida brusca de
conciencia en la hora que sigue al inicio de los sintomas
+ Espafa - 9-12.8% de las muertes (225.924 en 2015)

2. Taquiarritmias ventriculares (80-95%) o bradiarritmias (15%)
* 80-95% se asocian a cardiopatia isquémica o insuf. Cardiaca
* 10-15% se asocian a cardiomiopatia

3. 1-3% aparece en jovenes (< 30 aios) con corazén “normal”

* Mutaciones en los genes que codifican las proteinas que forman los canales
idnicos y/o regulan su actividad (canalopatias)

+ Alteran las propiedades eléctricas cardiacas - Sindromes arritmogénicos
primarios




La compleja estructura de un canal iénico

Ensamblaje de varias proteinas

(subunidades)

Forman “poros hidrofilicos” que permiten
la difusion de iones a través de la
membrana a favor de su gradiente

electroquimico (108 vs 103 ions/s)

Filtro de selectividad (Na*, Ca?*, K*)

Pueden abrirse-cerrarse (gating) en
respuesta a cambios de voltaje (potencial
de membrana), ligandos
(neurotransmisorres/moduladores) y
fuerzas fisicas (presion, estiramiento)
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Canalopatias cardiacas
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Atrial fibrillation

Brugada syndrome

Early repolarization syndrome

Jervell and Lange-Nielsen syndrome
Long QT syndrome

Short QT syndrome

Sudden Infant Death Syndrome

Sick Sinus Syndrome

Progressive cardiac conduction Disease

Ikur [ KCNAS: AF7

KCNH2: LQTS2, SIDS, SQTS1, AF2
KCNE2: LQTS6, SIDS, AF5

KCNQ1: LQTS1, JLN1, SIDS, SQT2, AF1
KCNE1: LQTSS, JLN2
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Phase 4

KCNJ2: LQTS7, SQT3, AF4, CPVT3, ATS1,
DAVD1

KCNJ5: LQTS13

KCNJ8: ERS, AAF10
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!_‘_“E Mutaciones en el gen KCNE3 producen Sind. de Brugada iéat\@

« 105 probandos con SBr

*+ SCN5A, KCNQ1, KCNH2, KCNE1, KCNE2, KCNE3, KCNE4, KCNE5, CACNA1C,
CACNB2b, GPDH-1, KCND3, KCHiP2 and SCN1B
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Delpén et al. Circ Arrhythmia Electrophysiol. 2008;1:209-218

Mutaciones en el gen KCNE3 producen Sind. de Brugada
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%”2 . KCNE3 (MiRP2) R99H + KCNE3
aumenta marcadamente la |,
« En el miocardio humano Kv4.3 vy
KCNE3 (MiRP2) coinmunoprecipitaban
+ NOVEDAD: primer canal de K* y en la
subunidad B (SBr6)

EOOH 80 kDa I: «Kv43
~o-Kv4.3 + WT KCNE3 {n=10)

-m- Kv4.3 + R99H KCNE3 (n=T7) 36 kDa E <« KCNE3
-0~ Kv4.3 + WT KCNE3 + R99H KCNE3 (n=8)
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Mutaciones en el gen KCNE3 producen Sindrome de Brugada
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Arbol de las familias con mutaciones en el canal de Ca?* tipo-L
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BrS = sindrome de Brugada; BrS/SQT = SBr con QT corto; ER = sindrome de

repolarizacion temprana. IVF = FV idiopatica. + = heterozigoto. ++ = homozigoto.

Burashnikov et al. Heart Rhythm 2010;7:1872-82




Mutaciones del canal de Ca?* tipo-L en pacientes con sindromes “con onda
J” (SBr y SRT) y muerte subita cardiaca
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La duplicacion de 5 aa en Cav1.2 y la mutacion CACNA1C p.V2014l producen una pérdida de funcién y un sindrome de
Brugada (asociado a un QTc corto, QTc = 346 ms)

B Burashnikov et al. Heart Rhythm 2010;7:1872-82 ""“9

Mutaciones del canal de Ca?* tipo-L en pacientes con sindromes
“con onda J” (SBr4 y SRT3) y muerte subita cardiaca
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Modelado molecular de S5 y S6 del canal Kv11.1 (HERG)
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Filtro de
selectividad

Channel S6 domain sequéhce
N 519

hKvi.5 G KIVGSLCAIAGVLTEALW)/IVSN# Lazo P
hKv2.1 3LgKIVGGLCCIAGVLVBALPBP;\\I\VNNT;G

hKv3.1 EZWLVGALCALAGVLTBAMPpvrﬁuwfg

hKva.2 :\ZKIFGSICSLSGVLVEALPPVIVS\N;OQ
hKCNng{:KT[ASCFSVFAISFALPQGILGSGEZQ

hKv11.1 SEKITFSTCVMLIGS LMEJAS[I[EGNVSATI

637

G: glycine, E: glutamic acid




Paciente #2 — Un error frecuente

e Mujer de 49 anos diagnosticada de epilepsia a
los 11 anos. Responde mal a antiepilépticos

¢ Sincopes en respuesta a estimulos auditivos (!!)

¢ Hospitalizada en 2010 por un cuadro de FV
desencadenado por el desperteador

¢ Marcada prolongacion del QTcB (610 ms).
¢ Sus 2 hijas también
e Andlisis genético — mutacion con pérdida de
sentido en el nucleétido 1910 (A—G) del gen

KCNH2

¢ Sustitucion de acido glutamico por glicina en
posicion 637 (E637G)
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Amorés et al. Heart Rhythm 2011;8:463-470

Importancia del factor desencadenante
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Distinguishing pathogenic mutations from benign variants
1.0
I QT2 Fore BBs
5 08 HIGHER RISK
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ég 03 o RISK . 30%2Risk<50%
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0.1
" § 10 15 20 25 30 35 40 LOWER RISK Risk <30%
Age (years) i
KCNH2 estimated Predictive Values
100%
(95- AR RS, PrediCtors Of cardiac
events
"""""""" QTc > 500 ms (in therapy)
Genetic locus
- LQT2 vs LQT1 2.81 (1.50-5.27)
(17-84) e LQT3 vsLQT1 4.0 (2.45-8.03)
Moss et al. Circulation 2002; Kapa S et al. Circulation 2009; Cerrone M, Priori SG. Eur Heart J 2011
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Programas de actividades de I+D entre grupos de investigacion de la Comunidad de Madrid en Biomedicina 2010
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FUNDACION PARA LA INVESTIGACION BIOMEDICA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO LA PAZ
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5.

6.

CONSORCIO ITACA - OBJETIVOS aiy

Diagnosticar a los pacientes (probandos) y sus
familiares directos afectados por arritmias
cardiacas sospechosas de ser producidas por
una canalopatia (SAPs)

Genotipar a los probandos y sus
familiares directos

Crear un registro de pacientes con SAPs (HPH y
H120)

Estudiar las alteraciones funcionales
producidas por las mutaciones

Crear una coleccién de ADN

Diseiar una web nacional/internacional
(http://lwww.itaca.edu.es/) para divulgar

B informacion sobre los SAPs

Diagnéstico

Clinico/Genético

b

Electrofisiologia

| Coleccion NS
o

Las cosas hay que hacerlas segun la normativa

Uno de los objetivos de esta propuesta era la creaciéon de
una colecciéon de muestras segun las directrices
establecidas por la Ley 14/2007 de Investigacion
Biomédica

Pasar los Comités Eticos de los 6 hospitales no es tarea
facil a pesar de estar a menor de 10 km de distancia
Informacion al paciente sobre el proyecto Itaca

Acuerdo de deposito de muestras

Asentimiento informado general para el almacenamiento
y uso de muestras en la Coleccion de Itaca (14-17 afhos)

Consentimiento informado general para el
almacenamiento y uso de muestras en la Coleccion de
Itaca

)
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www.itaca.edu.es

INVESTIGACION TRASLACIONAL DE ARRITMIAS
CARDIACAS SECUNDARIAS A CANALOPATIAS

ITACA-CM s2010/8MD-2374

Participantes Actividades Coordinacién Reuniones Docurmen tos Difusién Infraestrueturas el 98 ‘

Documentos
18
Consentimienta informada general para el almacenamiento y uso de muestras en el Blobanco ITACA “=
-y
i
c i general para el ¥ uso de muestras en el Biohanco ITACA (Padre/Tutor) “= =

- W

el Biobanco MACA 7=

User: itaca
Password: ucm12

Protocolo de recogida de muestras

1. Tenemos establecido un sistema de recogida

2. A su llegada a la UCM la muestra recibira una nueva

codificaciéon: “cédigo de muestra en la coleccion”

* La codificacion se asigna mediante un programa informatico

(Bio-e-bank software, VSF-BEB0010)

3. La muestra de sangre se alicuota:
+ Se almacena la sangre heparinizada
+ Se extrae el DNA y se guardan las alicuotas de DNA

 El procesado de la sangre, el almacenamiento de las
muestras se hace en un laboratorio que hemos creado con

otra financiacion

11



/= Mend pnncipal - Windaws Internet Explorer

Q S T nitps bietark.c =l -Jj EIEIEAlE T s
it B e s
x Goofle Apllcacmn valldqda para.el manejo de muestras en biobancos acreditados o
~nme | Alta-seguridad-criterios. muy estrictos-para.mantener la seguldad de acceso
| b g "‘In i Incluye §| almaggnamlgngg dg datgg 8 m v pAgna - Seguidsd = Hevamientas - -
oce
-
(,_
bio—&-banhH
Procesos Almacenes i
= i— A -.:' —
i inw ST PRGN, G s 7 Afwisisanhiils
[ -
Donaciones ) Pdtes. de
provisionales " almacenar
: Pet. o
ul Custodia
Informes ekt B
pdtes. de o Posiciones |, 4 Pet. Pdt.
procesar dijpgnibles; Aprobar
Sol. Pdt. o
Anexos

Objetivo 3. Programa ITACA

Genotipar a los probandos y sus familiares directos buscando
mutaciones en los genes candidatos en funcion del fenotipo de los
pacientes

1. Diseiiamos un chip de secuenciacién para analisis de 79 genes que
desarrollé la empresa Nimgenetics (CARDIONIM)

2. Se analizan los exones de dichos genes y parte de algunos intrones

3. Secuenciacion de exoma completo. Se analizan exones de unos
1900 genes (datos de 110-112)
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ARHr Maduro
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Genes incluidos en CARDIONIM

ABCCO ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9
ACE angiotensin | converting enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 1
& 8 enzyme (peptidyl-dipep ) KCNH2 potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 2
ADRB1 adrenergic, beta-1-, receptor . ; !
! KCNIP2  Kv channel interacting protein 2
ADRB2 adrenergic, beta-2-, receptor, surface nnet! o .
h . : KCNJ11 inwardly-rectifying channel, y J, member 11
AKAPY Akinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9 um ! !
. ° KCNJ12  potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 12
ANK2 ankyrin 2, neuronal (ankyrin-B) um ! i .
! ’ KeN2 inwardly-rectifying channel, y J, member 2
CACNA1C calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit P y .
. ) KCNI3 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 3
CACNAID  calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1D subunit fum i i !
. " KeNJa potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 4
CACNAIG calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1G subunit um e .
. ! KCNIS inwardly-rectifying channel, y J, member 5
CACNAIH  calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H subunit fum i iy !
. ! KeNJ8 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 8
CACNA2D1  calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 1 . o :
! ' KCNN3 rter / Ca-activated channel, subf N, member 3
CACNB2 calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit N . ;
! - KCNQL  potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 1
cAsQ2 calsequestrin 2 (cardiac muscle) ! :
avs i KCNVL  potassium channel, subfamily V, member 1
CDKNIA cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) Nes1 neuronal calcium sensor 1
' nasel ! NOS1 nitric oxide synthase 1 (neuronal)
CDKN1C cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) ! )
° . NOSIAP nitric oxide synthase 1 (neuronal) adaptor protein
CHRM2 cholinergic receptor, muscarinic 2 ric oxi "
" : PITX2 paired-like homeodomain 2
DLGL discs, large homolog 1 (Drosophila)
15, ! PLN phospholamban
DPP6 dipeptidyl-peptidase 6 ok . . .
" PRKAG2 protein kinase, AMP- d, gamma 2 lytic subunit
FGF13 fibroblast growth factor 13 in ki
Ste ; PRKCA  protein kinase C, alpha
GATA4 GATA binding protein 4 !
oo ) PRMT3 e methyltransferase 3
GIAL gap junction protein, alpha 1, 43kDa
GIAS ap junction protein, alpha 5, 40kDa PRMTS e methyltransferase 5
pged glvpgca" s » alpha 3, RANGRF  RAN guanine nucleotide release factor
ety Eveoral-3-phosphate dehydrogenase .ike SCNI0A  sodium channel, voltage-gated, type X, alpha subunit
verol SCNIB  sodium channel, voltage-gated, type I, beta subunit
HAND1 heart and neural crest derivatives expressed 1 ! :
eura crest : ’ ) SCN2B  sodium channel, voltage-gated, type Il, beta subunit
HCNL hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 1 ! '
zation ach : ! ! SCN3B  sodium channel, voltage-gated, type ll, beta subunit
HCN2 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 2 i i
jzation act ' ! ! SCNaB  sodium channel, voltage-gated, type IV, beta subunit
HCN3 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 3 ! "
ation act : ! ! SCNSA  sodium channel, voltage-gated, type V, alpha subunit
HCN4 hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 4 i ’
RS e o s SCN8A  sodium channel, voltage gated, type VIIl, alpha subunit
duols home . R ; SLMAP  sarcolemma associated protein
KCNA4 ge-gated channel, member 4 " " ) »
! ; SNTAL alpha 1 (dystropl protein A1, 59kDa, acidic component)
KCNAS potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 5 ntre e :
um vel < ek < ; STRN striatin, calmodulin binding protein
KCNA7 ge-gated channel, member 7
N " TBX20 T-box 20
KCNB1 potassium voltage-gated channel, Shab-related subfamily, member 1
um vel < rapretec ; BX3 T-box 3
KCNB2 tage-gated channel, t member 2
um vel " A " TBXS T-box §
kenpz ge-gated channel, | member 2 TRPM4  transient tor potential cation channel, subfamily M, ber 4
KCND3 potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 3 ransient receptor potential cation channel, subfamily M, member
KCNEL ium voltage-gated channel, Isk-related family, member 1
KCNELL KCNEL-like ) « En azul los genes cuyas variaciones ya se habian relacionado con canalopatias
KCNE2 Itage-gated channel, Isk-related family, member 2 h ! ° ;
KCNE3 i Itage-gated channel, Isk-related family, member 3 * Enrojo aquellos genes que no se habian relacionado con canalopatias
KCNE4 potassium voltage-gated channel, Isk-related family, member 4

Muestras Proyecto ITACA

e Durante el periodo Enero 2012-Abril 2016 hemos recibido muestras de
sangre de 112 pacientes (>130)
e 76 probandos:
¢ 34 muestras ya secuenciadas:
e 23 muestras analizadas por el panel Cardionim
(5 muestras reanalizadas por EXOMA)
¢ 11 muestras analizadas por EXOMA
¢ 42 muestras para secuenciar préximamente
¢ 36 muestras de familiares para estudios de co-segregacion
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Z 104
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2012 2013 2014 2015 2016
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Distribucion de muestras por patologias

29 O S. Brugada
(o]

9%

B S. QT largo
9%
O Fibrilacion auricular

O Repolarizacion precoz
11%

W S. QT corto

@ Fibrilacion ventricular
idiopatica
B T. Catecolaminérgica

El 70% de las muestras pertenecen a pacientes con Sindrome de
Brugada, QT largo y Fibrilacién
Auricular Familiar

Porcentaje de analisis positivos

1007
X 80
f.:f' 60-
@ 401
g 201

o

PANEL EXOMA

Analisis “positivo”: identificacion de variantes que dan lugar a

cambios en un aminoacido o en el marco de lectura y que
tedricamente pueden producir un efecto deletéreo en la
proteina codificada (predicciones bioinf)

El 70% de las muestras secuenciadas mediante el CardioNIM
El 94% de las muestras secuenciadas mediante EXOMA
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Genes asociados a S. Brugada

1. Relacion dudosa con el fenotipo:
« ECA (Enzima convertidora de Ang Il)
« FLNC (Filamina C)

2. Posible relacion pero mecanismo desconocido:
* ANK2 (Ankirina-2 6 ankirina-B)
 DLG1 (SAP97) — Estudio funcional en marcha (K-in)
+ KCNN3 (dudoso papel en ventriculo)
« PRRX1 (Paired related homeobox 1 transcription factor)
» SYNEZ2 (Spectrin Repeat Containing, Nuclear
Envelope 2)
« TBX5 (T-box transcription factor 5) — Estudio
funcional en marcha (iPSCs)

Variantes asociadas a S. Brugada (DLG1)

+ Se identificé una variante en DLG1 (SAP97) en 1 paciente de 45
afos que habia sufrido una muerte subita y que fue diagnosticado
de Sindrome de Brugada tipo 1

» La mutacion (p.Pro887Leu) se localiza en el extremo C-terminal

« SAP97 es una proteina de anclaje de la familia MAGUK
involucrada en la formacion de complejos macromoleculares de
sefalizacion y de canalosomas (Nav1.5y Kir2.1)

SAP97 P887
O Na,1.5 Kir2.1
L27 I1A PDZ | PDZ | PDZI| SH3 GUK c
¢ Afectara la mutaciéon en SAP97 a algun . 2O
an _ wiarsans o ooz
canal cuya pérdida o ganancia de \ /ﬁ—%
funcibn dé lugar al Sindrome de e aAmE
....... o ®
Brugada? Milstein et al. 2012 / Matamoros et al. 2016




Efectos de SAP97 p.P887L sobre corrientes ionicas cardiacas

Densidad a1 2 (PA/PF)

lg,. (Cav1.2) |

SAP97
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* P<0.05 vs SAP97 (-) # P<0.05 vs SAP97WT
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-400
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sl r af
0 - p.P88TL

Efectos de p.P887L sobre el PA ventricular

omvV—

ECG (¥2)

et
SAP97
p.P887L

~— SAP97T WT

Se ha ejecutado un modelo matematico
de Potencial de Accion Ventricular
validado y utilizado anteriormente para
fines similares

L

Tean leam leawy  Inaca  Ipca) Insice
=3 Na' ¥

e

(coved)

Brugada S);ndrorne

El mutante de SAP97
produce modificaciones en

el PA compatibles con el
Sindrome de Brugada tipo |
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Variantes asociadas a S. Brugada (TBX5)

* En este mismo paciente se identificd una variante en TBX5
* La mutacién (p.Phe206Leu) se localiza en la region de interaccion
del factor de transcripcion con el ADN (T-box)

Potencial de membrana (mV)

TBX5 -40 0 +40 g
00004 oD o
F206 Transactivation 9 %
T-box (188 aa) l domain e TBX5 (-) -20 g
o TBX5WT 40 =
NH, COOH Z
53-241 339-379 © TBX5 p.F206L w0 g
80
(-) WT p.F206L
O.
#

Ny
o
:

(PAVPF)
A
o

&
o
:

Enlace iénico
Arg237-Glu228

Densidad Ingy1 5

#P<0.05vs. WT

&%
o
:

Genes asociados a S. QT largo

1. Relacion dudosa con el fenotipo:

* FLNB (Filamina B)

* FLNC (Filamina C)

2. Posible relacion pero mecanismo desconocido:

+ KCNN3 (dudoso papel ventricular)

« TBXS5 (T-box transcription factor 5)

« TBX20 (T-box transcription factor 20) — Estudio
funcional finalizado (?)

+ TRPM4 (Transient Receptor Potential cation channel)

3. Genes ya descritos:

* ANK2 (Ankirina-2 6 ankirina-B)

* CACNA1C (subunidad a1c canal de calcio tipo L)

+ KCNH2 (canal HERG)




Genes asociados a F. Auricular

1. Genes ya descritos pero mecanismo desconocido:
ANK2 (Ankirina-2 6 ankirina-B)

HCN4 — Estudio funcional en marcha

ZFHX3 (Zinc Finger HomeoboX 3 transcription factor)

Genes asociados a S. QT Corto

1. Relacion dudosa con el fenotipo:

« FLNB (Filamina B)

« PKP3 (Placofilina 3)

2. Posible relacién pero mecanismo desconocido:
» AKAP9 (Yotiao)

3. Genes ya descritos:

« KCNH2 (canal HERG)

Metodologia electrofisiolégica

LQTS3 Brs
1=} - L CER 1 | »
HEH AP % N

S5 S i NG -120
N L] \r Kvl.4 (HK1) Kv1.5 (HK2)

Corriente Alfa Beta

Noo
&
H
LI
- “s
Loy *
a0 w,
B
i
Sy *
250 pA

SCN5A SCNN1B 3
CACNA1C CACNB2

CACNA2D1 c 5 o e
KCND3 KCNIP2 £ o *
KCNA5  KCNAB1/B2 g o § g reow I3
KCNH2  KCNE1/E2 N\ *

KCNQ1 KCNE1
KCNJ2 KCNJ12

cavi.2 (l,,)

» Sistemas de expresion heterélogos

» Cardiomiocitos de rata infectados con lentivirus

» Miocitos auriculares en cultivo (HL-1)

» Cardiomiocitos humanos derivados de células madre pluripotenciales inducidas
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I Qué dificil es dar consejos !

El probando (61 y) diagnosticado en una revision rutinaria de SBr 1.

Dos meses mas tarde presneta un cuadro sincopal. FC 51 Ipm, PR 220 ms, QRS 110 ms con
BRD y elevacién del ST en V1 y V2

Padre: en un alelo mutacion p.D1690N y polimorfismo p.H558R; en el otro alelo la mutacion
p.G1748D

Hija: mutacién p.G1748D en un alelo, el otro sano. No SBr (+ flecainida), onda P ancha

+/-: p.D1690N mutation
+/-: p.G1748D mutation

—

T = I1:1 2 | n:s
ST e R e T el ] SD(50) SD(57)
o £ v - + +
| ) b i | :
T e e .___J‘.. i (5 |J__| /é/ |J_'| |J_'| é
mA w2 M3 w4 [ s ome w7z mes
= e 061 ¢ -

v:1

Nufez et al. Heart Rhythm 2013;10:264-272

p-D1690N restaura los defectos del trafico de p.G1748D

wT p.H558R-
D1690N
p.D1690N+
p-D1690N p.G1748D
p.G1748D p.H558R-D1690N+
p.G1748D

Ours is the first description of the total correction of a completely abnormal channel

gating produced by a missense mutation as a consequence of its coexpression with
another missense mutation (Nufez et al. Heart Rhythm 2013;10:264-272)
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Paciente #3 — Problemas de familia

i Y ~B
e A et 4 N LT 14 B3 R YL EQREA R I il
o - \- S e e [y
\_‘](Nu 1;'"|r"'|1d|'|)'.l'r,fr|1\;' ”IhlIII|IF|||[|t|IL”|‘|I‘Iu|m‘11 : 4 i g | e s bR (s
1 T 1 ' R w
VT b EE bbb e e IR o A T -
I. : i<z H A b Nand 88T ADGRNAP AN SBREF | J{d{\{(\ﬁjﬂ_k\_ﬂ :
iy ﬁn 1 l 1A RN A
e 1|n"b‘-".'ll\% J\\I' lll'lJ ‘ M"mu SalE LIRS R AR N ST SESa R Rz o
i R o P ESURRLT EPESEE RN IS LS YN A AT SR PR AR | e L
\——L--Pv’l"-J\'\MN'f“'ri~'"-.ﬂ/‘fi.'dJ""ﬁ'!n-'wwwvw"ﬂumﬂ A AR R TR L e SR AR R B TR RSy dRSEAN | ‘{’—4\’%'{\’_{\"4\’“ (I1:4)
53 a, asintomatica hasta que tuvo un sincope. \:‘”W-—‘r“-"\’“'%“%"
Bradicardia (45-50 Ipm), FAP, test de flecainida
11 1:2 e ISO negativos, no cardiopatia = FVI
* ECG p.D1816VfsX7 | p.D1816VfsX
I1:8 Non-carriers 7 carriers
’ SBr espontaneo 0 0
6* é* ‘* é* PR (ms) 150 + 29 197+27*
QRS 91+12 113+16*
=1 =2 1m:3 1:4 WI:5 11:6 JI1:7 W8 11:9 11:10 111:11 (ms)
* QTc (ms) 392+9 3986
IV:1 FA (%) 0 (0%) 2 (25%)

Una hermana (lI:8) y un sobrino (l1l:6) presentan FA permenente y un episodio de sincope

Probando: Varén 41 anos. Sincope al levantarse.

R i 0 | il |

el bl e e L L
] | e | e L
Ity vy i ERE il | i
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. MEREEERGE
) Ao el L . .\F
A N R

Closed symbols: p.T152HfsX180 hERG mutation

SINDROME DE
QT LARGO

+i+~ /é/ +$+

No anotada en:
Exome variant Server
1000 genomes database "'
Human Gene Mutation

1I:1 I1:4 11:5 :
Considerada patogénica en: + + sD “.'|.6
SIFT LQTS LQTS LQTS
PolyPhen
PROVEAN
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p.R311C

Closed symbols: p.T152HfsX180 hERG mutation
c.931C>T |

+/-: p.R311C Tbx20 mutation
+/-: 5UTR KCNNS3 variation

+i+ |+
.
:4 15 16
+ SD +

Mutacion

p.R311C Tbhx20 [

1
R311
Transrepressor
T-box (180 aa) l region
COOH
NH, 109-288 289-344  345-447
Transactivation
. _
301 322
Homo sapiens ESLIQKHSYARSPIRTYGGEED
Mus musculus ESLIQKHSYARSP IRTYGEEDV
Gallus gallus ESLIQKHSYARSPIRTYGGEDD
Xenopus laevis ESLIQKHSYARSPIRTYGGDED
Xenopus tropicalis ESLIQKHSYARSP IRTYGDEDV
Danio rerio ESLIHKHSYARSP IRTYAGDEE
Equus caballus ESLIQKHSYARSPIRTYGGEED
Canis lupus familiaris ESLIQKHSYARSPIRTYGGEED
Felis catus ESLIQKHSYARSP IRTYGGEDD
o .

ook = kdek ek Kk dok gk ok

Structure 2002;10:343-356

Mutacion en TBX20 (Tbx20)

Regulacion del programai genético durante la embriogénesis: Gata4, Gata5, Nkx2-5,
y Tbx5

* Tbx20 participa en la embriogénesis cardiaca.

* Las mutaciones en TBX20 producen malformaciones
cardiacas: defectos septales, valvulares,..

* Se ha asociado una mutacion de Tbx20 a miocardiopatia
dilatada

Regulacion del programa genético en el adulto: Mef2a, Tead1, Esrr, y Creb

* La ablacion de TBX20 en moscas y ratones adultos
produce alteraciones estructurales y arritmias

* Integra seinales ambientales regulando la expresion de
canales idnicos cardiacos

Kirk EP, et al. Am J Hum Gen 2007;81:280-91.
Quian L et al. PNAS 2008;105:19833-38.
Shen T, et al. J Clin Invest. 2011;121:4640-54.
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HIPOTESIS

* Tbx20 en el miocardio ventricular humano adulto
podria estar regulando la expresién y/o funcion
de los canales responsables del control de la
duracion de los potenciales de accion

* Por el contrario, p.R311C Tbx20 no seria capaz
de ejercer esta funcion fisiolégica, hasta ahora
desconocida

Mutacion en KCNH2 (hERG) y SQT largo TIPO 2

IKr:hERG+ MirP1
Mutacion en KCNH2

i 1

NM_000238.3:¢.453dupC
p.T152HfsX180 hERG

P 4B
l 7 sl EDI Lv

Extracelular

COOH 1159 aa

Transfeccion - . HERG WT (1 pg) HERG p.T152HfsX180
transitoria de células (v
CHO con KCNH2 WT o

mutado (pCGl)
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Tbx20 regula la expresion de KCNH2

Tbx20 (-) Thx20 WT Tbx20 p.R311C

+60 mV.

-80 mV/

=

2 |
1s
--Tbx20 (-) = Tbx20 WT IKr:hERG+MirP1 ® Tbx20 (-) © Tbx20 WT
= = Tbx20pR311C = ° TPX20p.R31 1*0* .
03 3 * = Q4
2 / £<
o> 2 s =
p . ® 22
S5 1 AEA 83
=) o
=2 S =
§ %o 220
5 F T T T v T J 5 b T T T
3 50 25 0 25 50 75 0% 60 20 20 60
Membrane potential (mV) Membrane potential (mV)

Tbx20 WT aumenta la expresion de canales hERG mientras que p.R311C Thx20
no lo hace

Tbx20 regula la expresion de KCNH2

WB hERG Stain-free gel WB MIRP1 Stain-free gel

20 * 1.2

HL-1

Relative hERG
expression
5 &
Relative MiRP1
expression
o o
IS o

0.5
0.0 0.0
Tbx20 Tbx20 Tbx20 Tbx20 Tbx20 Tbx20
) WT  pR311C ©) WT  pR311C
Human KCNH2 promoter

1.5 % *

=}

AGGTGTG

o
&

Normalized luciferase
activity

o
=)

Tbx20 Tbx20 Tbx20 SP1
) p.R311C (+)
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p-R311C Tbx20 prolonga la DPA en miocitos
ventriculares derivados de iPSC humanas

Miocitos ventriculares humanos derivados de iPSC infectados con
lentivirus que codifican para Tbx20 WT y Tbx20 p.R311C

&

£504

ﬁ;% |

&

.

0omvV— Tbx20 (-)
% + Tbx20 p.R311C
250 ms =
Thbx20 WT

® Tbx20 (-), n=7 -

o Tbx20 WT, n=9 50 ms
" © Thx20 p.R311C, n=9 ©Tbx20 WT
f=4
g B 8007, <Tbx20 p.R311C 2 500 ot
o ~ =
i P
2 T x . g
% g 400 '2 200 *
S DS 200 Q\S\e‘e S 100
é 2 o < o
8 60 20 20 60 0 1 2 Tbx20 () WT pR311C

Membrane potential (mV) Frequency (Hz) Tbx20 (+)

Prediccion de la prolongacién de la DPA mediante un

modelo matematico (Grandi-Bers)

Amords | et al. Heart Rhythm 2011;8:463— 470

HERG WT+HERG p.T152H

HERG p.T152H+
# Tbx20 p.R311C

0.1 pA/pF
0.1 pA/pF

Tbx20 p.R311C

100 ms 100 ms

HERG p.T152HfsX180+
Tbx20 p.R311C

/

Tbx20 p.R311C
0omvV—
/

Tbx20 (-)

0omV—

HERG WT+HERG
p.T152HfsX180

Tbx20 WT

50 mV

50 mV

100 ms 100 ms

= Endo p.T152HfsX180
° &-;sﬁ +Thx20
p.R311C

0

0 1 2 3
Frequency (Hz) Frequency (Hz)

20 = Epi 20

= Endo

APDyg, prolongation (%
3
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Conclusiones

1. El factor de transcripcién Thx20 controla la expresién
del gen KCNH2 en el miocardio adulto y, por tanto, la
densidad de la corriente IKr.

2. La mutacién p.R311C de Tbx20 no es capaz de
promover la expresion del gen KCNH2 lo que
disminuye la densidad de canales hERG en la

membrana y prolonga la DPA en miocitos ventriculares
humanos derivados de IPSc.

El gen TBX20 puede considerarse un gen asociado a
SQTL (tipo 16?) o bien un “gen modificador” que
contribuye a la disminucion de la reserva repolarizante
miocardica y con ello al SQTL

Entradas a la web de ITACA en 2016 y....... sin anuncios
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Importancia del estudio funcional de las canalopatias

* ldentificar los mecanismos implicados en la fisiopatologia de los
sindromes arritmogénicos primarios (y de la MSC)

+ Conocer la relacion entre topologia y funcién de las subunidades que
forman los canales ionicos (Na*, Ca?*y K*)

* Propiedades biofisicas y moleculares del canal selectividad,
conductancia y cinética (activacién/inactivacion/reactivacién)

+ Correlacionar genotipo y fenotipo

« Estratificar el riesgo del paciente segun el locus de la mutacién

* Mejorar los tests genéticos disponibles

+ Disefnar nuevas estrategias terapéuticas especificas segun las
consecuencias de la mutacion

www.hgmd.cf.ac.uk : 136.956 mutaciones en 5.445 genes. Menos del 2% analizadas funcionalmente
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