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Résumé

La cardiomyopathie/dysplasie arythmogene du ventricule droit (ARVC/D) est un
désordre d’origine génétique caractéris¢ par le remplacement du myocarde par du tissus
fibro-adipeux dans le ventricule droit. Ce désordre est responsable d’un grand
pourcentage de mort subite, spécialement chez les plus jeunes. ARVC/D est difficile a
diagnostiquer avec les outils cliniques actuels. Elle est causée en grande majorité par
des mutations dans les protéines desmosomales. ARVC/D a donc des implications
d’une grande importance chez les membres de la famille, qui peuvent sans le savoir,
étre aussi a risque de mort subite. Dans le but d’améliorer le diagnostique, un nouvel
outil, le test génétique, est de plus en plus utilisé.

Hypotheses: Dans le but d’évaluer la valeur du test génétique en complément du test
clinique classique chez ARVC/D nous avons effectué une investigation clinique et
génétique chez 23 cas-index atteints.

Meéthodes: Les cas-index sont diagnostiqué aprés une mort subite dans la famille ou
aprés un examen clinique poussé pour arythmies. Le diagnostique d’ARVC/D a été fait
avec les outils cliniques selon les criteres. L’analyse génétique des protéines
desmosomales associées a la maladie a été effectuée en séquengant leurs exons ainsi que
les régions introniques nécessaires a 1’épissage alternatif.

Résultats: Le diagnostique clinique était clair dans 18/23 et incertain dans 5/23 des
individus. Nous avons identifié 15 différentes mutations chez 10 cas-index. 64% des
mutations n’avaient jamais ¢été¢ décrites. De plus, nous avons observé la présence de
double ou triple mutant dans 40% des cas-index positifs. Les individus avec mutations
sont plus jeunes et ont plus de symptomes que les individus sans mutation.

Conclusion: Les tests génétiques sont positifs dans 43% des patients avec ARVC/D.
L’utilisation de la technologie génétique basée sur I’identification de mutations connues
a une valeur limitée vu le haut pourcentage des mutations nouvelles dans la maladie. La
présence de double, méme de triple mutant n’est pas associ¢ avec un phénotype plus
sévere, mais renforce 1’idée de la nécessité d’un test génétique pour tous les génes. Le
test génétique est un outil fort utile a ajouter aux tests cliniques pour le diagnostique des
patients qui ne remplissent pas tous les criteres cliniques de la maladie.

Mots clés: génétique, ARVC/D, mort subite, desmosome
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Résumé en anglais —Abstract

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy/dysplasia (ARVC/D) is a genetic
disorder characterized by the presence of fibro-fatty replacement of the myocardium in
the right ventricle. The disease is thought responsible for an important percentage of
sudden cardiac death in the young. Hence the disease is usually difficult to diagnose
with present clinical tools. ARVC/D is it caused in greater part by mutations in
desmosomal proteins. The diagnosis of the genetic carriers bears important implications
in family members, who unknowingly may be at risk for sudden death. In order to
improve the diagnosis, a new tool, genetic testing, is increasingly being used.
Hypothesis: In order to assess the value of genetic testing in complementing clinical
testing in ARVC/D, we undertook the project to collect and perform clinical and genetic
investigation in 23 probands with the disease.

Methods: The probands were usually identified either after the death of a family
member or after their clinical investigation for arrhythmias. The diagnosis of ARVC
was made with clinical tools according to accepted criteria. Genetic analysis of
desmosomal proteins previously associated with the disease was performed by
sequencing the exons and intron-exon boundaries.

Results: The clinical diagnosis was clear in 18/23 and suspicious in 5/23 individuals.
We identified 15 different mutations in 10 probands. 64% of the mutations were not
previously described. Interestingly we also observed the presence of double or triple
mutants in 40% of the positive individuals. Individuals with mutations were younger
and had more symptoms than individuals with no mutation.

Conclusion: Genetic testing is useful in 43% of patients with ARVC. The use of
mutation-based genetic technology has a very limited value due to the high percentage
of previously unknown mutations in this disease. The presence of double and even triple
mutants is not associated with a more severe phenotype but it indicates the need to have
genetic testing performed for all genes for familial screening. Genetic testing is a useful
tool to add to the clinical testing for the diagnosis of patients who do not completely

fulfill the clinical criteria for the disease.

Key words: genetic, ARVC/D, sudden death, desmosome
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Chapitre 1. Introduction

1. Le ceeur humain

Le coeur est un organe creux et musculaire qui assure la circulation du sang en pompant le
sang par des contractions rythmiques vers les vaisseaux sanguins qui le véhiculent dans

tous les tissus de 1'organisme humain. Le cceur est la pompe du systéme circulatoire [1].

1.1 Structure

Dans le corps humain, le coeur se situe dans le médiastin. C'est la partie médiane de la
cage thoracique délimitée par les deux poumons, le sternum et la colonne vertébrale. Il se
trouve un peu a gauche du centre du thorax, en arriere du sternum, sur le diaphragme, et
est entouré par les poumons. Le coeur est constitué de quatre cavités : deux oreillettes en

haut, et deux ventricules en bas [1].

Le septum, un mur musculaire épais, divise l'oreillette et le ventricule gauche de
l'oreillette et le ventricule droit, évitant le passage de sang entre les deux moitiés du ceeur.
Des valves entre les oreillettes et les ventricules assurent le passage unidirectionnel
coordonné du sang depuis les oreillettes vers les ventricules. Ces cavités sont accouplées
deux a deux pour former un double circuit, c'est-a-dire, deux cceurs accolés 1'un a l'autre,
et distincts 1'un de 'autre : un cceur droit dit veineux, et un cceur gauche dit artériel.

Les ventricules cardiaques ont pour fonction de pomper le sang vers les tissus du corps
ou vers les poumons. Leurs parois sont plus épaisses que celles des oreillettes, et la
contraction des ventricules est plus importante pour la distribution sanguine.

Le cceur droit recoit le sang appauvri en oxygeéne qui arrive dans l'oreillette droite par la
veine cave supérieure, inférieure, et le sinus coronaire. Ce sang passe dans le ventricule
droit au travers de la valve tricuspide. Le ventricule droit chasse le sang a travers 1'artére
pulmonaire pour aller dans les poumons. Il y abandonne le gaz carbonique et se recharge

en oxygene.



Le cceur gauche recoit ce sang saturé en oxygeéne dans 1'oreillette gauche via le canal des
veines pulmonaires. Le sang passe dans le ventricule gauche a travers la valve mitrale.
Celui-ci est la chambre pompante principale, ayant pour but d'envoyer le sang par l'aorte
vers toutes les parties du corps sauf les poumons. Il va abandonner aux tissus son
oxygene et les débarrasser de leur gaz carbonique. Le ventricule gauche est bien plus
massif que le droit parce qu'il doit exercer une force considérable pour forcer le sang a
traverser tout le corps contre la pression corporelle, tandis que le ventricule droit ne

dessert que les poumons [1].

La paroi du cceur est composée d’un muscle qui ne se fatigue pas. Le myocarde est le
tissu musculaire. Les tissus annexes du myocarde sont l'endocarde (plus a l'intérieur, un
endothélium spécialis€) et le péricarde (couche de tissu conjonctif entourant le coeur). Le
myocarde est composé de cellules musculaires cardiaques spécialisées, les
cardiomyocytes, qui ne ressemblent a aucun autre tissu musculaire du corps. En
particulier, ces cellules sont intétanisables, ce qui signifie qu'elles sont incapables de
contraction prolongée. De plus ces cellules sont excitables, automatiques et
indépendantes, conductrices et contractiles. Le cceur a besoin d'une quantité importante

de sang, ce sont les artéres coronaires qui se chargent de 'apport sanguin du myocarde

[1].
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Figure 1.1 : Représentation schématique de ’anatomie du cceur.

1.2 La révolution cardiaque

On appelle révolution cardiaque une contraction du cceur constituée d'une phase de

contraction (systole) a laquelle succéde une phase de relaichement (diastole).

1.2.1. Diastole et Systole

Chacun des battements de coeur entraine une séquence d'événements collectivement
appelés la révolution cardiaque. Cette révolution cardiaque se matérialise en 5 étapes.
Tout d'abord, comme tout cycle, on commence par une période de repos, la diastole.
Ensuite vient la contraction des oreillettes qui va permettre au sang de remplir les

ventricules : c'est la systole auriculaire. Les valves auriculo-ventriculaires (tricuspide et



mitrale) sont ouvertes car la pression des oreillettes est supérieure a celles des ventricules.
Une fois le sang expulsé des oreillettes, les valves auriculo-ventriculaires entre les
oreillettes et les ventricules se ferment. Ceci évite un reflux du sang vers les oreillettes.
La fermeture de ces valves produit le son familier du premier battement du cceur. Par la
suite, une contraction ventriculaire qui permettra la répartition du sang dans le corps
humain. Cette période est composée de 2 étapes : la systole ventriculaire suivie d'une
fermeture des valvules sigmoides. Les ventricules remplis de sang se contractent
entrainant 1’ouverture des valves sigmoides, aortiques et pulmonaires. Suivi de la
fermeture des valvules sigmoides qui produit le deuxiéme bruit cardiaque plus aigu que le
premier. Ainsi le sang ne reflue pas vers les ventricules. Pendant cette systole les
oreillettes, maintenant relachées, se remplissent de sang. Enfin, un début de diastole
prend place. La diastole est la relaxation de toutes les parties du cceur, permettant le
remplissage (passif) des ventricules, par les oreillettes droites et gauches et depuis les
veines caves et pulmonaires. Ce remplissage prépare la révolution cardiaque suivante [2,

3].

1.3 Automatisme cardiaque

Il fait référence au fonctionnement autonome du cceur. Le muscle cardiaque est
myogénique. Ceci veut dire qu'a la différence du muscle squelettique, qui a besoin d'un
stimulus conscient ou réflexe, le muscle cardiaque s'excite lui-méme. Les contractions
rythmiques se produisent spontanément, bien que leur fréquence puisse étre affectée par
des influences nerveuses ou hormonales telles que 1'exercice ou la perception du danger.

Le battement de cceur est déclenché par un petit amas du muscle cardiaque appelé noceud
sinusal. Il produit des impulsions électriques qui se répandent a travers le cceur et fait se

contracter les différentes cavités du coeur dans le bon ordre [4].

Le battement cardiaque est sous le controle d'un pacemaker, sorte de groupement de
cellules du myocarde qui constituent le nceud sinusal ou nceud sino-auriculaire, situé a
méme la paroi du haut de l'oreillette droite. Celui-ci donne naissance a une onde

d'excitation qui parcourt rapidement le tissu musculaire des deux oreillettes, qui se



contractent d'abord lorsque les ventricules sont au repos. Puis 1'onde gagne le second
nceud, le nceud auriculo-ventriculaire situé plus bas entre les deux oreillettes, lequel
transmet l'onde d'excitation aux parois des deux ventricules via le faisceau auriculo-
ventriculaire puis les fibres de Purkinje qui sert de filtre en cas d’activité trop rapide des
oreillettes. Les fibres de Purkinje sont des fibres musculaires spécialisées responsables de
la contraction synchrone débutant a 1’apex et se propageant vers la base du cceur. Ce
systeme électrique explique la régularité du rythme cardiaque et assure la coordination
des contractions cardiaques. Cette activité électrique peut étre analysée par des électrodes

posées a la surface de la peau qui constitue 1'électrocardiogramme (ECG) [5].

2. Techniques

2.1 L'électrocardiographie (ECG)

L'électrocardiographie (ECG) est la représentation graphique du potentiel électrique qui
commande 'activité musculaire du cceur. Etant une appréciation électrique de 1’activité
cardiaque, elle précede toujours 1’activité musculaire du cceur. En effet, les influx qui se
propagent dans le muscle cardiaque engendrent des courants électriques que les liquides
organiques conduisent vers la surface du corps. En plagant des électrodes de part et
d'autre du ceoeur, on peut mesurer une activité électrique (la différence de potentiel des
cellules myocardiques), I'enregistrer et étudier le fonctionnement du muscle cardiaque.
Cet examen est fondamental en cardiologie : il permet de poser des diagnostics précis
(troubles du rythme, infarctus, péricardite, etc.), sans entrainer la moindre contrainte pour
le malade. C'est un examen rapide, indolore et dénué de tout danger. Son interprétation
reste cependant complexe et requiert une certaine habitude du clinicien [6]. L'ECG peut
constituer un marqueur indépendant d'affection myocardique; il peut refléter des atteintes
anatomiques, et ¢lectrophysiologiques; il procure des informations qui s'avérent
essentielles pour le diagnostic et le traitement de diverses anomalies cardiaques; plus

spécifiquement pour le diagnostic des arythmies [7].



2.1.1 Les dérivations

L'ECG a 12 dérivations a été standardisé par une convention internationale. Elles
permettent d'avoir une idée tridimensionnelle de 1'activité électrique du cceur.

Les 6 dérivés standards (DI, DII, DIII, VR, VL, VF) regardent le cceur dans un plan
vertical. Les 6 dérivés précordiales (V1 a V6) regardent le cceur dans un plan horizontal.
Chacune montre une image ECG différente. D'autres dérivations existent; elles sont faites

dans certains cas pour affiner certains diagnostique [8].

2.1.2 Ondes

Le tracé électrique comporte plusieurs accidents répétitifs appelés « ondes ». L'onde P
correspond a la dépolarisation des oreillettes depuis le nceud sinusal vers le nceud
auriculo-ventriculaire situé en bas a gauche. C'est I'onde qui précede le complexe QRS.
Le complexe QRS, c'est 3 ondes accolées qui suivent l'onde P, et qui correspondent a la
dépolarisation des ventricules. Par définition, I'onde Q est la premic¢re onde négative,
I'onde R la premicre onde positive du complexe, et 'onde S la premic¢re onde négative
aprés 1'onde R. Toute onde supplémentaire, positive ou négative, sera appelée R', S', R",
ainsi de suite. L'onde T correspond au courant de repolarisation des ventricules. Cette
onde succede au complexe QRS apres retour a la ligne isoélectrique [6, 8]. Lors de la
fibrillation ventriculaire, par exemple, les ondes P ne sont pas visibles et les QRS sont

remplacés par une activité électrique anarchique, trés polymorphe [8].

2.1.3 Intervalles

L'intervalle "QT" mesuré du début du QRS a la fin de 1'onde T correspond a l'ensemble
de la dépolarisation et de la repolarisation cardiaque. Son allongement voire son
raccourcissement est lié¢ dans certaines circonstances a 1'apparition d'un trouble du rythme
ventriculaire complexe nommé "torsades de pointes" potentiellement mortel. L'intervalle

QRS représente la durée de la dépolarisation du muscle ventriculaire. L'intervalle R-R



représente la durée du rythme cardiaque ventriculaire. L'intervalle PR est le temps entre
le début de P et le début du QRS. Il est le témoin du temps nécessaire a la transmission de

I'influx €lectrique des oreillettes aux ventricules [6, 8].

| 5
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Figure 1.2: Représentation schématique d’un rythme sinusal d’un cceur humain tel que vu
sur un électrocardiogramme.

Un ECG normal n'élimine en aucun cas une maladie du coceur. Un ECG anormal peut étre
¢galement tout a fait anodin. Le médecin ne se sert de cet examen que comme un outil
parmi d'autres, permettant d'apporter des arguments pour étayer son diagnostic [8].

En cas d'anomalie, le tracé doit étre idéalement comparé avec un ECG ancien chez le
méme patient : une repolarisation ventriculaire anormale n'a pas du tout la méme

signification si elle existe depuis plusieurs années que si elle est récente [8].

2.2 Holter cardiaque

11 s'agit d'un dispositif portable permettant l'enregistrement d'une ou plusieurs dérivations

de I'ECG pendant plusieurs heures, car malgré les quantités de renseignements qu’un



ECG peut fournir, il ne refléte que 1’activité électrique instantanée recueillie pendant les
quelques secondes d’enregistrement. Dans la plupart des cas, cela suffit pour faire un
diagnostic et aider a I’élaboration d’un traitement. Mais certains symptdmes €pisodiques
(palpitations, lipothymies, douleurs, ...) ont trés peu de chances de se produire au
moment de 1’enregistrement, privant ainsi de la possibilité de rattacher ces symptomes a
un éventuel trouble du rythme cardiaque. Le diagnostic de ces symptomes paraissant
alors bien compromis, un américain s’appelant Holter a tenté¢ de résoudre le probléme en
concevant un systeme d’enregistrement ECG continu portatif. Apres bien des
perfectionnements et une grande miniaturisation liée aux progres de 1’électronique, le
dispositif permettant « I’enregistrement Holter » (ou tout simplement « le Holter ») est
maintenant d’utilisation courante. L’ appareil, qui se présente sous un aspect le faisant
ressembler & un baladeur audio que le patient porte en bandouliere ou en ceinture, est
reli¢ par un cable a 5 électrodes collées sur la poitrine du patient. Il enregistre en
permanence ’ECG pendant 24 ou 48 heures. D’une fagon générale, les indications
courantes du Holter sont toutes les symptomatologies (malaises, syncopes, palpitations,
sensations de tachycardie, etc. ) pouvant étre provoquées par un trouble du rythme
cardiaque, pour lesquelles aucun ECG contemporain de ces symptomes n’a pu étre
enregistré et qui reviennent avec une fréquence suffisante pour avoir des chances de

survenir pendant 24 ou 48 heures d’enregistrement [9].



3. Maladies du myocarde

Les pathologies atteignant le myocarde sont appelées cardiomyopathies. Elles
correspondent & un groupe hétérogene de maladies responsable d'un dysfonctionnement
de ce muscle. Les cardiomyopathies peuvent avoir une origine extrinseéque (secondaire a
une pathologie extérieure au muscle cardiaque) ou intrinséque (par atteinte primitive du
muscle cardiaque). Les sujets atteints risquent l'insuffisance cardiaque, les troubles du

rythme et la mort subite [10].

La plus récente classification des cardiomyopathies les définit comme des maladies du
myocarde associées a une dysfonction ventriculaire [11]. Cette nomenclature permet
donc de distinguer les cardiomyopathies primitives de deux types, idiopathiques et
familiales, qu'elles soient dilatées, hypertrophiques, restrictives, et les cardiopathies

secondaires a une cause infectieuse, endocrinienne, métabolique, toxique ou infiltrative.

3.1 Les cardiomyopathies d'origine extrinséque, ou secondaire

Dans ce groupe de cardiomyopathies, la pathologie responsable de l'atteinte musculaire
cardiaque se situe en dehors du myocarde. La plus connue est la cardiomyopathie
d'origine ischémique (cardiopathie ischémique). L'atteinte musculaire cardiaque peut
¢galement étre liée a une cardiopathie congénitale, une cardiopathie d'origine
hypertensive ou d'origine valvulaire, une maladie métabolique (hémochromatose,
amylose, diabéte, hyperthyroidie), une maladie auto-immune (lupus, sclérodermie,
périartérite noueuse), au décours d'une myocardite, une prise de toxiques (alcool, drogue,

chimiothérapie anticancéreuse) ou survenir dans le cadre d'une malnutrition [10].
3.2 Les cardiomyopathies d'origine intrinséque, ou primitive
Une cardiomyopathie intrinseque est liée a une atteinte directe du muscle cardiaque,

aucune cause externe n'est identifiée. Pour pouvoir parler de cardiomyopathie intrinséque,

il faut que toute atteinte significative des artéres coronaire soit exclue [10].
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3.3 Groupes de cardiomyopathies

On distingue 5 groupes de cardiomyopathies. La cardiomyopathie hypertrophique (HCM)
est caractérisée par une hypertrophie totale ou partielle du myocarde sans dilatation de la
cavité faisant plus ou moins obstacle au libre passage du sang durant 1'éjection systolique.
C'est une affection génétique liée a de multiples mutations de genes codant les protéines
sarcomériques (unité¢ de base des fibres musculaires). La cardiomyopathie restrictive est
caractérisée par une géne au remplissage ventriculaire du fait d'anomalies de la
compliance cardiaque (perte de souplesse) par atteinte de I'endocarde, du sous endocarde
ou du myocarde. La cardiomyopathie dilatée (DCM) est caractérisée par une dilatation
bi-ventriculaire (surtout le gauche) avec une importante altération de la fonction
cardiaque. La cardiomyopathie arythmogeéne du ventricule droit (ARVC/D) est
caractérisée par une atrophie des myofibrilles du ventricule droit remplacée par un tissus
fibro-adipeux a l'origine d'arythmies ventriculaires graves. Finalement le groupe de
cardiomyopathies non-classés incluent tous les cas ne rentrant dans aucun autre groupe.
Elle peut présenter par exemple, la fibroélastose, un myocarde non-compacté, une

dysfonction systolique avec une dilatation faible, ou une atteinte mitochondriale [10].

3.3.1 Prise en charge

Le traitement dépend du type de cardiomyopathie. Le but du traitement est de soulager

les symptomes. Il inclut un traitement médical et parfois I'implantation d'un stimulateur

cardiaque. Certains sujets nécessiteront une transplantation cardiaque [10].

4. Cardiomyopathie arythmogene du ventricule droit

La cardiomyopathie (ou la dysplasie) arythmogeéne du ventricule (ARVC/D) est une
pathologie ou le tissu normal du myocarde est remplacé par du tissus fibro-adipeux [12].

Ce désordre implique généralement le ventricule droit, mais le ventricule gauche ainsi
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que le septum peuvent aussi étre affectés [13]. Elle a été décrite pour la premiére fois en
1974, lors de I'étude macroscopique péropératoire et histologique de fragments de
ventricule droit de patients opérés pour des tachycardies ventriculaires rebelles jusque-la
considérées comme idiopathique [14]. Cependant, c'est en 1982 qu'on en fait une entité
particuliere, en y recherchant les caractéristiques cliniques et paracliniques [15].
L'incidence d'ARVC/D est difficile a établir car le processus pathologique peut étre
totalement asymptomatique chez les plus jeunes avec pour premiere manifestation un
épisode de mort subite. Il a été¢ démontré qu’ARVC/D avait une incidence de 6 pour 10
000 personnes dans certaines populations. Chez les populations méditerranéennes et du
sud des Etats-Unis, I’incidence s’éléve a plus de 44 personnes pour 10 000 personnes
[16]. ARVC/D contribue a 3-4 % de mort chez les athletes, elle apparait comme étant une
des causes les plus communes de mort subite plus spécialement chez les athletes italiens.
Finalement, ARVC/D est responsable de 5 % de mort subite chez les personnes de moins

de 65 ans [17].

4.1 Pathophysiologie

ARVC/D est caractérisée par la perte progressive des cardiomyocytes et son
remplacement par du tissu fibreux et adipeux. Cette transformation des tissus est
spécialement localisée entre la face antérieure de l'infundibulum pulmonaire, ’apex du
ventricule droit, et la paroi inférieure ou postérodiaphragmatique du ventricule droit.
Cette région est aussi appelée le triangle de dysplasie [15, 18]. La dysplasie dans cette
région meéne habituellement a des dilatations ou des anévrismes avec un mouvement
systolique paradoxal, c’est a dire une expansion suite a la systole (au lieu d’une
contraction). Au niveau cellulaire, il y a un amincissement de la paroi ventriculaire droite
(sans contact entre I’épicarde et I’endocarde). Le ventricule gauche et le septum sont
habituellement épargnés par la transformation fibro-adipeuse, méme s’ils sont impliqués
dans un vaste nombre de cas séveres [13]. Le terme de dysplasie biventriculaire est alors
utilisé [19]. De plus, le systéme spécialisé de conduction du cceur est aussi normalement
épargné. La présence d’arythmie et de caractéristiques spécifiques sur I’ECG peut étre

expliquée par la dissémination des myocytes électriquement conducteurs qui peuvent
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mener a des manifestations de tachycardie au fur et & mesure que la dysplasie progresse

[18, 20].
A

Infundibulum antérisur

Paroi infenienre ou
postérediaphrapmatique

iy ventricie drojl ventricule droit

Modifié de Anderson et al., 2006 France et al., 2006

Figure 1.3 : Ventricule droit atteint d’ARVC/D : A- Représentation schématique de la région
du triangle de dysplasie. B- Représentation anatomique d’un ventricule droit envahi par du tissus
adipeux C- Représentation histologique d’une paroi ventriculaire droite. Ce tissu appartient a une
femme de 48 ans atteinte d’ARVC/D. On voit bien ici les cardiomyocytes entouré abondamment
de tissus adipeux.

Plusieurs auteurs ont démontré quARVC/D démontre une forte association familiale
chez plus de 30 a 50% des patients [15, 21-26]. Chez les membres de la famille atteints,
certains sont symptomatiques, d'autres asymptomatiques avec différent degré d'atteinte au
myocarde. ARVC/D est une pathologie avec une étiologie génétique ayant un patron de
transmission majoritairement autosomal dominant avec pénétrance incompléte et
expression variable [26]. Une forme autosomique récessive de la maladie associé a des
problemes de peau (kératose palmo-plantaire) et des cheveux laineux a été décrite et

nommé la maladie de Naxos [27].

4.2 Pathobiologie

Plusieurs théories ont tenté d'expliquer I'étiologie dARVC/D.
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4.2.1 Théorie Disontogénétique

L'absence du myocarde est considérée étre la conséquence d'une aplasie ou d'une
hypoplasie congénitale de la paroi ventriculaire droite [28]. Si I'on se fie a cette théorie,
la maladie devrait étre considérée comme un défaut cardiaque structurel grave présent a
la naissance et donc, &tre parmi la liste des maladies cardiaques congénitales [29].
L'utilisation du terme "dysplasie", qui signifie mauvais développement est en accord avec

ce point de vue.

4.2.2 Théorie Dégénérative/Dystrophique

La perte du myocarde est considérée comme la conséquence d'une mort myocytaire
progressive due a un certain défaut métabolique ou ultrastructurel. La présentation
familiale suggere une maladie d'origine génétique a transmission autosomique dominante

avec une expression variable de la pénétrance [21, 25, 26, 30-35].

4.2.3 Théorie Inflammatoire

Le remplacement par du tissus fibro-adipeux est vu comme un processus de cicatrisation
dans l'emplacement d'une myocardite chronique [35-38]. La disparition du myocarde du
ventricule droit peut étre une conséquence d'un tort nécrotique inflammatoire suivi par
une réparation fibro-adipeuse. Ainsi, une réaction infectieuse et/ou myocardiale
immunitaire pourrait intervenir dans I'étiologie et la pathogénése de la maladie [38]. Cette
théorie n'est pas en opposition avec la présentation familiale, puisqu'une prédisposition
génétique aux infections virales déclenchant une réaction immunitaire ne peut étre
exclue. Il est significatif que certaines expérimentations de myocardites soient
exclusivement limitées au ventricule droit. En fait, une péromyocardite sélective du
ventricule droit a été¢ obtenue chez des souris apres une infection au coxsackievirus, et
dans des stages avancés, menant au développement d'anévrisme ventriculaire [39]. Les

facteurs génétiques peuvent jouer un role, non seulement dans la susceptibilité aux
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infections, mais aussi dans le site d'implication cardiaque, le myoépicarde du ventricule

droit.

4.3 Diagnostique et constatations cliniques

Les patients atteints d’ARVC/D sont habituellement jeune ou d’age moyen (33 ans plus
ou moins 14), et la majorité des patients sont des hommes (3:1) [13, 40]. Il a méme été
rapporté dans une étude une prédominance méle a 80% [18]. A cause de la nature
progressive de la maladie, les patients peuvent présenter un large éventail de symptomes.
Les symptomes les plus communs étant les palpitations cardiaques, la fatigue et la
syncope, certains patients peuvent avoir des symptomes non-spécifiques tels que de la
douleur abdominale ainsi que de la confusion mentale. Dans certains cas, 1’arrét
cardiaque qui suit un effort physique, tel que les sports, peut étre la premicre apparition
du probléme [41, 42].

Le dépistage d’ARVC/D commence avec une recherche personnelle et approfondie de
I’histoire familiale, idéalement chez les proches du premier et second degré. Une histoire
familiale de palpitations, spécialement chez les personnes jeunes, ou une histoire
familiale de mort subite a un jeune adge devrait augmenter les soupgons pour ARVC/D.
Les examens médicaux sont normaux chez 50% des patients avec ARVC/D. Un indice
important pour le diagnostique de la maladie, est, s’il est présent, un large dédoublement
du deuxiéme son (S2) du cceur [40]. Un troisiéme et méme un quatriéme son (S3 et S4)
peuvent étre notés. Plus rarement, un murmure peut étre reconnu. Si le ventricule droit est

trés dilaté, une asymétrie sur la paroi de la poitrine peut étre vue.

4.3.1 Caractéristiques sur I'électrocardiogramme

Le diagnostique de ARVC/D est souvent fait suite a une consultation pour tachycardie
chez un adulte en santé. De 50 a 90% des patients ARVC/D auront des caractéristiques
sur un ECG au repos [40, 42, 43]. Ces caractéristiques incluent une inversion de 1’onde T
dans les dérivations V1 a V6, une onde epsilon, ou une dérivation V1 avec un patron de

bloc de branche gauche ont été rapportées [40, 44]. Une onde epsilon est une petite
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déviation au dela du complexe QRS. Elles sont mieux visualisées sur un ECG dans les
dérivations V1 a V3. Tous les potentiels dans les dérivations V1 a V3 qui exceédent la
durée du complexe QRS de la dérivation V6 par plus de 25 millisecondes devrait étre

considérée comme une onde epsilon [18].

ARVD.com Lnderson et al., 2006

Figure 1.4 : Représentation schématique d’une partie d’un électrocardiogramme : A- ECG
normal avec onde T positive B- ECG anormal chez un patient ARVC avec onde T inversé C-
Onde epsilon

4.3.2 Critéres diagnostiques

Actuellement, un diagnostic est ¢établi sur la base des critéres déterminés en 1994 par le
groupe de travail sur les maladies myocardiques et péricardiques de la Société
européenne de cardiologie et du Conseil scientifique sur les cardiomyopathies de la
Société et de la Fédération internationale de Cardiologie (TFC) [45-47]. Ces critéres sont
indiqués dans le tableau 1.1. On établit un diagnostic d'ARVC/D lorsqu’un patient répond
a 2 critéres majeurs ou a un critére majeur et a 2 critéres mineurs, ou a 4 critéres mineurs.
Méme si ces criteres sont spécifiques, ils manquent en sensibilité et n’ont jamais été
validé, en partie parce qu'il n’existe pas de définitions simples qui permettent un

diagnostique certain [16, 45, 48].
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Tableau 1.1: Liste des critéres du groupe de travail pour diagnostiquer ARVC/D: On
établit un diagnostic d'ARVC/D lorsqu’un patient répond a 2 critéres majeurs ou a un
critére majeur et a 2 critéres mineurs, ou a 4 critéres mineurs.

Majeurs Mineurs
Antécédents  « Maladie familiale = MCS chez des patients dgés
familiaux a 'autopsie de < 35 ans que I'on soup-

conne &tre due  la CVDA
= Antécédents familiaux

Modifications = Ondes epsilon = Potentiels tardifs sur I'ECG HA
ECG = Inversion des ondes T (V2-3)

Arythmies = TV-BBG
= BVP fréquents
(= 100024 h) lors d'une
surveillance Holter

Dysfonction = Dilatation sévére et » Dysfonction globale légére

ventriculaire  réduction de la FE du  du VD/réduction de la FE
VD (sans atteinte ou = Dilatation segmentaire
faible atteinte duVG)  duVD/hypocinésie

Caractéri- = Remplacement du myocarde
sation par du tissu fibrograisseux
tissulaire visible surun échantillon

biopsique de I'endomyocarde)

Sheldor et al, 2006

MCS = mort cardiaque subite ; ECG HA = électrocardiographie a haute amplification ; TV BBG = tachycardie
ventriculaire au niveau du bloc de branche gauche ; BVP = battements ventriculaires prématurés ; VD = ventricule droit
; VG = ventricule gauche ; FE = fraction d’¢jection

Une fois qu’ARVC/D est soupgonné, une consultation hative avec un cardiologue est
recommandée pour que des tests puissent étre faits pour exclure tout autre diagnostique
[11, 49]. Les premiers tests effectués sont souvent non-invasif, c’est-a-dire qu’ils sont a
risque tres faible pour le patient. Ceux-ci comprennent : I’ECG traditionnel et 'ECG a
haute amplification, la surveillance holter, les tests d’exercices, la radiographie de la
poitrine et I’imagerie par résonance magnétique nucléaire du ccoeur. Si le diagnostique
n’est pas possible, en second lieu, les tests invasifs seront considérés. Ils incluent
I’angiographie du ventricule droit, I’échocardiographie cardiaque, etles biopsies
endomyocardiales.

Les résultats de surveillance holter et des tests d’exercices sont souvent normaux. Chez
les cas avancé d’ARVC/D, les tests d’exercices induisent une tachycardie ventriculaire
[40]. Les radiographies de la poitrine sont aussi souvent normales sauf si la dilatation du

ventricule est présente.
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Il est encore controversé¢ de dire quel type de test d'imagerie est le meilleur pour
diagnostiquer ARVC/D [50]. L’angiographie du ventricule droit peut identifier les
anévrismes ventriculaire et les zones de dyskinésie dans le triangle de dysplasie, mais
requicre des méthodes invasives [51, 52]. L’échocardiographie de contraste et I’imagerie
a résonance magnétique du cceur fournissent une méthode non-invasive qui permet une
localisation des changements structuraux et de dysfonctions régionales, quoique
I’identification de changement fibro-adipeux intramyocardial soit difficile [53-56]. Les
biopsies endomyocardiales ont ét¢ une des méthodes préférées pour le diagnostique
d'ARVC/D avec une spécificité de diagnostique de 92%. Sa sensibilité reste basse (moins
de 20%) parce que 1’échantillon du tissus prélevé est pris du septum, ou le risque de

perforation est faible, mais ou la probabilité de dysplasie est la plus faible [57].

4.4 Génétique

La connaissance des genes impliqués dans le patron de transmission autosomique
dominant sous-jacent a ARVC/D fut trés limitée jusqu'a la moitié de l'année 2004.
Seulement 3 genes et 6 loci avait été identifiés: le gene du récepteur de la ryanodine
(RYR?2), du facteur de croissance béta-3 (TGF-B3), et de la desmoplakine (DSP) [58-66].
Parallelement, il fut trouvé en 2000 une délétion de deux paires de bases homozygote
dans le géne de la plakoglobine (JUP ou PG) pour la forme récessive d ARVC/D, aussi
appelée la maladie de Naxos. Elle est associée a une kératose palmo-plantaire
(hyperkératose des paumes et des plantes) et des cheveux laineux [67]. A la fin de 2004,
plusieurs mutations furent trouvé dans le géne de la plakophiline-2 (PKP2) qui code,
comme la desmoplakine (DSP), pour une protéine des desmosomes. Les scientifiques
purent alors éclaircir un peu plus la génétique d'ARVC/D en l'associant a une anomalie
probable des desmosomes [68]. D'autres mutations furent identifiées plus tard dans
d'autres protéines des desmosomes. Outre les nouvelles mutations dans les génes déja
connus, des mutations dans les génes de la desmocolline-2 (DSC2), et de la

desmogléine-2 (DSG2) ont été trouvé [69-74].
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4.4.1 Desmosomes

Les desmosomes font partie de la famille des protéines des disques intercalaires,
auxquelles fait aussi partie les jonctions adherens, et les jonctions gap. Contrairement aux
jonctions gap, les desmosomes et les jonctions adherens sont responsables du couplage
mécanique des myocytes cardiaques et permettent la connexion entre cellules aux
sarcomeres et aux filaments intermédiaires. Plus spécifiquement, les jonctions adherens
sont surtout impliquées dans la force de transmission et sont liées au réseau de filaments
d'actine, alors que les desmosomes protégent les autres jonctions du stress mécanique, et
sont liés aux filaments intermédiaires, surtout la desmine (DES). Les jonctions gap sont

responsables quant a elles du couplage électrique aux extrémités bipolaires des myocytes
[75-78].

IDP ODP PM DM PM ODP IDP

I 1T 11 1 r1r 1 T 1

—— D ) Oy >

DSC2 DSG2 PG PKP2 DSP DES
Van Tintelen et al. 2007

Figure 1.5 : Représentation schématique de ’organisation relative des composantes majeures
des desmosomes : La membrane plasmatique (PM) lie la desmocolline 2 (DSC2) et la desmogléine 2
(DSG2) qui interagissent ensemble dans le milieu dense (DM) via leur domaine extra-cellulaire entre
les cellules adjacentes. Leur domaine cytoplasmique interagit avec la plakoglobine (PG), et la
plakophiline 2 (PKP2) dans la plaque extérieure dense (ODP). De plus, le domaine cytoplasmique de
celles-ci interagit avec 1’extrémité N-terminale de la desmoplakine (DSP), toujours dans la plaque
extérieure dense. Finalement, le c6té C-terminal de DSP lie les filaments intermédiaires,
majoritairement la desmine (DES) dans la plaque intérieure dense (IDP)



19

Les desmosomes sont des structures multiprotéiques dans la membrane cellulaire qui
consistent en trois familles de protéines. La premicre est la famille des protéines
transmembranaires, que l'on appelle les cadhérines. Elles sont regroupées sur le
chromosome 18q12.1: en font partie la desmogléine et la desmocolline [79, 80]. Leur
domaine extracellulaire lie directement leurs homologues sur les cellules voisines. A part
leur role dans l'adhésion cellulaire, les cadhérines pourrait fonctionner comme des
régulateurs de morphogénese [79]. La portion intracellulaire des cadhérines interagit avec
la seconde famille que I'on appelle protéines armadillo dont fait partie la plakoglobine et
la plakophiline. La plakoglobine fait partie aussi des jonctions adherens, avec son
homologue, la B-caténine. La B-caténine n'est pas un constituant des desmosomes. La [-
caténine a un rdle additionnel de régulateur de transcription, et un réle semblable a été
proposé pour la plakoglobine [79]. La plakophiline quant a elle est située dans le noyau,
mais sa fonction reste pour le moment spéculatives [80]. Et finalement, la famille des
plakines regroupe la desmoplakine et la plectine. Le domaine N-terminal de la
desmoplakine posséde des sites de liaison avec la plakoglobine et la plakophiline. Son
domaine C-terminal est lié a la desmine [79, 80]. La plectine est aussi présente dans les
desmosomes. Alors que son absence ne semble pas altérer ['ultrastructure des
desmosomes, il semble qu'elle contribue de fagon significative a la force mécanique des
cellules [81]. Donc en résumé, a l'intérieur des desmosomes, les cadhérines interagissent
avec les protéines armadillo, qui elles, sont connectées aux filaments intermédiaires,
principalement la desmine, ce qui fournit la force mécanique au tissu du myocarde.

Les desmosomes mutants sont probablement capables d'assurer l'intégrité des tissus
cardiaques, sauf peut-étre la région mince du ventricule droit, soit celle du triangle de
dysplasie, qui est la plus vulnérable [82].

Méme si les desmosomes sont des protéines largement exprimées, des mutations dans ses
composantes spécifiques menent exclusivement a des dysfonctions myocardiales
seulement parce que certaines d'entre elles sont spécifiquement exprimées dans le tissus
myocardial. Quelques protéines desmosomales sont présentes dans d'autres tissus tels que
la plakoglobine ou la desmoplakine. Ceci est démontré par le fait que des mutations dans
ces protéines causent non seulement une cardiomyopathie, mais aussi des anormalités de

peau et de cheveux [82].
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4.5 Mécanismes

Plusieurs mécanismes ont €té proposés qui pourraient expliquer le développement
d'ARVC/D. Il est couramment accepté que les mutations dans les desmosomes exercent
des effets pathogenes a plusieurs niveaux. Selon Van Tintelen, Hofstra, Wiesfeld (2007);
1) par leur composition et leurs fonctions, 2) via les disques intercalaires, 3) via la voie de
Wnt/B-caténine [82]. Dans tous ces cas, une défectuosité dans les desmosomes semble
prédisposer & un endommagement des tissus sous des conditions de stress mécanique,
menant a une perturbation et une dégénération subséquente des cardiomyocytes, et leur
remplacement par du tissus fibro-adipeux [15]. Ceci peut mener évidemment a des
variations des propriétés de conduction des myocytes cardiaques, ayant pour résultat
I'amorce de tachycardie ventriculaire. Il a été observé que la plakoglobine échoue a rester
localisée dans les disques intercalaires chez les patients avec des mutations dans la
plakoglobine. De plus, des mutations dans la plakophiline et la desmoplakine auraient le
méme effet sur la localisation de la plakoglobine puisque les liens entres protéines
desmosomales seraient perturbés. Ceci suggére un mécanisme commun dans la

pathologie d'ARVC/D [76, 77, 83].

4.5.1 Effets pathogénes au niveau des desmosomes

Les mutations dans les geénes codant pour les composantes de ce complexe peuvent
mener & 1) une haploinsuffisance et donc une incorporation insuffisante de protéine, 2)
une absence d'interactions protéine-protéine essentielles, 3) une incorporation incorrecte
de la protéine mutante dans les desmosomes ; tout cela ayant pour résultant une formation
perturbée ou un nombre diminué¢ de desmosomes fonctionnels. Ceci a ét¢ démontré dans
une étude de Basso (2006) qui démontre une baisse du nombre de desmosomes, et une
augmentation de la longueur des desmosomes dans les tissus myocardials des porteurs de
mutations. Le stress mécanique induit la perturbation de ces structures desmosomales ce
qui résulte en un contact mécanique réduit et un détachement des cardiomyocytes. Cet
effet peut étre direct (contacts desmosomaux réduit), indirect (contacts réduits des

jonctions gap et adherens), ou les deux [75].
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4.5.2 Effets pathogénes au niveau des disques intercalaires

Les effets indirects de la perturbation des desmosomes peuvent étre causés par leurs roles
dans la protection des autres jonctions du stress mécanique et dans l'organisation
structurelle des disques intercalaires [84]. Toujours dans I'étude de Basso (2006), il a été
démontré une présence anormale de petites jonctions et un élargissement des jonctions
gap intercellulaires en 1’absence de circonvolution dans les tissus des patients porteurs de
la mutation. Une défectuosité des fonctions des desmosomes peut mener a une
perturbation des jonctions adherens et conséquemment a une perte de contact cellule-
cellule, et a la mort des cardiomyocytes [75]. De plus, la déstabilisation des complexes
d'adhésion cellulaires peut altérer la cinétique du flux des jonctions gap, résultant en une
conduction hétérogéne, une contribution potentielle a l'arythmogéneése dans ARVC/D

[76, 77, 85].

4.5.3 Effets pathogénes au niveau de la voie de la Wnt/3-caténine

Il a été récemment découvert que les desmosomes ou ses composantes participent a un
réseau de voies de signalisation intercellulaires via la cascade de signalisation de Wnt/B3-
caténine. Wnt (contraction des génes Wg et Int) est impliqué dans une variété¢ de
processus de développement, incluant la prolifération et la différenciation cellulaire, et le
développement des tissus et des organes. Plusieurs études ont constaté que la dysfonction
des desmosomes a pour résultat une délocalisation et une translocation nucléaire de la
plakoglobine [86]. Ceci a pour résultat une compétition entre la plakoglobine (aussi
appelé y—caténine) et la B-caténine qui meéne a un effet négatif en cascade de la voie de
Wnt/B-caténine via le facteur de transcription TCF/LEF. Le résultat final de cette
inhibition est un changement du myocyte en adipocyte [84, 87]. Notamment, la
plakophiline est aussi exprimé ou localisé dans le noyau, cependant son rdle nucléaire est
toujours inconnu [88]. Elle peut étre néanmoins impliquée dans la régulation
transcriptionnelle ou dans la régulation de l'activité de la voie de signalisation Wnt/B-

caténine [88, 89].
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Cardiomyocyte
el detachment

Modifié de McRae et al., 2006

Figure 1.6 : Représentation schématique des effets pathogénes de la voie de la Wnt/B-
caténine : A- Représentation schématique des disques intercalaires dans le contexte des
myocytes. B- Autre représentation schématique des desmosomes. C- La desmoplakine altérée : la
plakoglobine est localisé dans le noyau. Ceci a pour conséquence la suppression de la voie Wnt/
B-caténine, et un effet négatif en cascade : adipogénése, fibrogénése, apoptose des myocytes.
Apparition d’arythmies ventriculaires et apparition de dysfonction contractile.

En résumé, les pathogéneses d'ARVC/D convergent en un mécanisme final commun ou
la délocalisation de la plakoglobine est l'événement clé. Les mutations dans les
desmosomes ménent a un mécanisme de couplage défectueux ou a une perturbation des
desmosomes suivi par un remodelage des disques intercalaires. Ceci a pour résultat en
une localisation nucléaire de la plakoglobine, qui supprime la voie de la Wnt/ B-caténine.
Ces processus menent ensemble a la mort des cardiomyocytes, au remplacement en tissus
fibro-adipeux, a une conduction lente, et donc facilitent les arythmies ré-entrantes
ventriculaires [15]. De facon importante, le remodelage des jonctions gap peut étre
considéré comme étant une voie intermédiaire ou alternative a une conduction

intramyocardiale lente, augmentant le risque d'arythmies ventriculaires [77].
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4.6 Aera composita

Récemment, une nouvelle jonction cellulaire prédominante dans les disques intercalaires
a été décrite. Il s'agit de 'eera composita; une jonction "hybride" qui est caractérisée par
une complexité moléculaire élevée inhabituelle et une association des molécules de deux
catégories: les desmosomes et les jonctions adherens [90]. Les jonctions adhérentes
intercellulaires (caractéris€ dans le cytoplasme par des plaques denses) sont
traditionnellement divisées en deux catégories; les desmosomes et les jonctions adherens.
La majorité des ara composita seraient similaires aux jonctions adherens, mais ayant
plusieurs protéines desmosomales en addition des protéines typiques des adherens [90,
91]. Chez Goossens (2007), une interaction entre la plakophiline et la a-T-caténine fut
observée dans ce nouveau type de jonction. Cette nouvelle liaison pourrait renforcer
I'adhésion cellulaire dans les cellules du muscle cardiaque via 1' @&ra composita, et
pourrait, toujours selon Goossen (2007), expliquer les effets dévastateurs des mutations
dans la plakophiline sur la stabilité¢ des jonctions cellulaires dans les disques intercalaires

et menant a des désordres du myocarde [92].

4.7 Connexine 43

Une étude a démontré que la perte de plakophiline meéne a une redistribution de la
connexine 43 (cx43), protéine principale des jonctions gap, dans la cellule, ainsi qu'une
perte des plaques de jonctions gap [93]. Ce méme groupe suggere que la plakophiline
pourrait réguler et coordonner la formation et l'interaction des complexes jonctionnels
non seulement mécaniques, mais aussi électriques. La perturbation des jonctions gap,
supposée assurer l'intégrité du couplage électrique aux extrémités bipolaires des
myocytes, pourrait expliquer les problémes de conductivité cardiaque des patients atteints

d'ARVC/D.



24

4.8 Théorie inflammatoire

ARVC est caractéris€¢ par une disparition partielle ou totale du myocarde du ventricule
droit. Que l'origine de cette perte du myocarde soit congénitale ou acquise a toujours €té
une source de débat [28]. Une autre hypothése mécanistique d'ARVC/D fut avancée, elle
concerne surtout les cas sporadiques (non-familiaux) d'ARVC/D. La théorie
inflammatoire présupose des mécanismes d’infection, de toxicité et immunitaires [28, 35,
37, 38]. L'infiltration inflammatoire est observée dans le 2/3 des cas (diffuse ou
clairsemée) [28, 32, 94, 95]. Par conséquent, I’infiltration fibro-adipeuse est considérée

comme un phénomene de cicatrisation (dans le cadre de la myocardite chronique).

4.8.1 Role des virus

Les entérovirus ont été les premiers virus a étre investigués en 1980 sur un modéle
expérimental de souris infectées au coxsackievirus B3. Ces souris développaient une mort
cellulaire sélective du myocarde du ventricule droit. Une augmentation de I’infiltration de
cellules mononucléaires et formation d'anévrisme [39]. Par la suite, plusieurs groupes ont
cherché la présence de génome d’entérovirus dans le myocarde chez des patients
ARVC/D suivant I'hypothese selon laquelle ARVC/D serait une conséquence d’une
myocardite virale sur des tissus provenant de biopsies endomyocardiales. En 1995,
Kearney étudia la présence de molécules entérovirales chez deux patients atteints
d'ARVC/D. Aucun d'entre eux ne révéla la présence de celles-ci [96]. Par la suite, en
1997, Heim trouva la présence de molécules entérovirales chez tous les patients
investigués (n=3), et par la suite dans la méme année, ce méme groupe identifia encore la
présence de molécules entérovirales chez 1 des deux patients étudiés [97, 98]. Cependant,
dans cette étude, selon les auteurs, la présence d'anticorps contre plusieurs coxsackievirus
chez le patient peut étre un faux positif [98]. En 1998, Grumbach a détecté 1'entérovirus
de type coxsackievirus B3 chez 37.5% des patients (n=8) [99]. En 2000, Calabrese étudia
20 patients avec ARVC/D a l'aide de deux paires d’amorces PCR spécifiques a une
région commune de la plupart des entérovirus. Aucune molécule entérovirale ne fut

détectée chez ces patients [100]. Ce groupe justifie leurs résultats négatifs par le fait que
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le taux de cas ARVC/D d'origine familiale était élevé, et que les recherches se
concentraient uniquement sur le génome entéroviral [101]. De toute ces dtudes, les
controles positifs étaient des patients atteints de myocardite entérovirale (souvent
coxsackievirus B3). Les résultats controversés rapportés de ces études sont probablement
di aux différentes facons de sélectionner les patients [101]. Plus récemment, Bowles
(2002) a décrit la présence de virus cardiotropiques (& ADN et 8 ARN) chez 7 des 12
patients trés jeunes avec ARVC/D sporadique, c'est-a-dire 5 entérovirus et 2 adénovirus
[102].

Un roéle de 'immunité humorale a été exclu par des essais d’immunofluorescence
indirecte a 1’aide d’anticorps pour les organes circulants, cardiaque spécifique et avec
réaction croisé€e avec le muscle squelettique. La fréquence des anticorps des 2 types était
similaire entre les patients normaux versus ARVC/D, de la forme familiale ou non [42].
L’immunité par médiation cellulaire semble plus pertinente et plusieurs recherches sont

requises pour clarifier ces considérations [101].

4.8.2 Role de I'apoptose

Il a été proposé que le mécanisme expliquant la mort progressive des myocytes dans
ARVC/D puisse étre représenté par la mort cellulaire programmée que l'on appelle
I'apoptose [103, 104]. Les évidences supportant cette hypothese ont été collectées par des
autopsies et des biopsies. Les mécanismes biochimiques impliqués dans ce taux
augmentant d'apoptose observée, sont tres peu compris. Une surexpression de la caspase
CPP32, une protéase a cystéine requise pour l'apoptose, a été observée dans le ventricule
droit des patients ARVC/D [103]. De fagon intéressante, la présence d'apoptose se note
dans la phase précoce et aigué¢ des symptomes de la maladie [104]. Les complications
physiologiques post-natales du myocarde du ventricule droit résultent principalement de
l'apoptose [105]. De méme, l'exces anormal de I'apoptose dans ARVC/D peut mener a

une disparition progressive du myocarde suivi d'un remplacement fibro-adipeux.

Les théories inflammatoire versus dystrophique ne sont pas nécessairement opposée.

Premiérement, 1’inflammation peut étre une conséquence directe du découplage des
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myocytes cardiaques suivi d’apoptose, suite a 1’exposition des jonctions cellulaires au
stress. L’inflammation accompagne ainsi d’emblée ARVC/D [106]. De plus, une
altération génétique peut prédisposer le patient a une infection virale; selon ce point de
vue, une infection virale peut étre considérée comme un facteur étiologique clé pour le
développement des changements pathologiques d'ARVC/D i.e. perte progressive des
myocytes par un mécanisme d’apoptose [101]. L'apoptose est impliquée dans la
pathogénese de nombreuses infections virales dans un double mode: les virus ayant une
fonction d'induction et de répression d'apoptose dans leur cycle de réplication dans les
cellules hétes [107]. 1l reste a savoir si I’apoptose des myocytes est directement associée
avec les virus ou si elle est médiée par I’inflammation.

Le role de ces virus reste inconnu dans ARVC/D, particulierement a savoir si ceux-ci
contribuent a la maladie ou si ¢’est le myocarde malade qui est plus enclin a étre infecté

par ces virus [101].

4.9 Relation génotype-phénotype

4.9.1 Mutations desmosomales

4.9.1.1 Plakophiline-2

La premiere étude sur la plakophiline-2 (PKP2) sur les patients remplissant les criteres du
groupe de travail (TFC) a montré que 32 sur 120 patients portaient une mutation dans ce
gene [68]. L'importance de PKP2 a été confirmée dans d'autres études avec un taux de
mutation de plus de 43% chez les patients TFC positifs [69, 71-74, 108-111]. Chez Van
Tintelen (2006), il a méme atteint un taux de 70% chez des cas familiaux dépistés tres tot
alors que ce taux était nul pour les patients sans histoire familiale. Jusqu'a maintenant,
environ 50 mutations ont été trouvées dans PKP2, pour la plupart des mutations
tronquées. Onze mutations identiques ont été¢ identifiées dans différentes études [68, 108,
110].

Dalal, Molin (2006) démontrerent que les patients porteurs de mutation dans PKP2

développent la maladie a un age plus jeune que ceux ne portant pas de mutation dans ce
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gene (28+11 versus 3616 années; P<0.05). En plus, la médiane cumulative de survie des
patients sans symptomes et sans arythmies était inférieure chez les porteurs de mutation
dans PKP2 que dans les non-porteurs (respectivement, 32 versus 42 ans, et 34 versus 46
ans; P<0.05) [108]. D'autres groupes n'identificrent pas de différence significative entre
les porteurs et les non-porteurs de mutation dans PKP2 en ce qui concerne 1'age moyen de
la présentation initiale de la maladie, d'une histoire familiale de mort subite, de
caractéristiques TFC et d'événements particuliers (lors de tachycardies ventriculaires, de
fibrillation ventriculaire, lors de I'implantation d'un défibrillateur approprié, de la
réanimation réussie et de la mort subite) [74, 110]. Les seules exceptions les plus
rencontrées chez les porteurs furent les ondes T négatives en V,-V3 [110]. Et chez les
non-porteurs, un plus grand nombre de cas de tachycardie ventriculaire non-soutenue
[109].

La pénétrance est réduite et son expression est variable chez les porteurs de mutations du
gene PKP2. La pénétrance chez ARVC/D est plus élevée chez les hommes que chez les
femmes et elle a été évaluée a 62-72% chez les hommes [48, 112]. Ceci pourrait étre
causée par des facteurs tels que l'exposition aux activités athlétiques plus vigoureuses,
aux agents viraux et aux agents biologiques tels que l'effet inhibiteur des estrogénes sur
l'apoptose cellulaire du myocarde [113, 114]. De plus, d'autres facteurs épigénétiques
(modifications transmissibles et réversibles de l'expression des génes ne s'accompagnant

pas de changements des séquences nucléotidiques) pourrait jouer un role [82].

Une pénétrance reliée a l'dge réduit a aussi été observée dans plusieurs arbres
généalogiques. Les porteurs de mutation dans PKP2 démontreraient un phénotype de
maladie normal ou peu grave, méme a des ages s'élevant a plus de 70 ans. On a rapporté
une pénétrance proche de 50% parmi les porteurs de mutation PKP2, méme si I'influence
du sexe et de I'dge n'était pas représentés [68, 84, 109, 115, 116]. Dalal, James (2006), ont
étudié 26 porteurs de mutations PKP2, reliés a 9 cas-index qui avaient démontrés au
préalable étre porteurs de mutations PKP2 pathogenes, étaient suivis a des cliniques de
dépistage. Huit (31%) furent diagnostiqués avec ARVC/D, alors que neuf (35%) avaient

au moins certains critetres TFC autres qu'une histoire familiale. La pénétrance des
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symptomes, le diagnostique (rencontrant TFC), les cas de tachycardie ventriculaire, et la
mort subite ont été démontrés comme étant age-dépendant [115].

La variabilité clinique et la pénétrance réduite (ne remplit pas tous les critéres) associée a
des mutations dans PKP2 a été corroborée par le fait que de telles mutations ont été
identifiées dans plus de 5% des patients qui ne remplissaient pas completement TFC
[109, 110].

A part I'absence de caractéristiques chez les porteurs de mutation PKP2, il arrive aussi
que des phénocopies se produisent (une phénocopie, sous certaines conditions
environnementales imite un phénotype déterminé par un génotype). Syrris (2006) ont
identifié¢ des membres de familles qui remplissaient les TFC modifiés, mais qui ne
portaient pas la mutation PKP2 identifiée dans le cas-index (faux positifs). Ces
phénocopies ont été principalement représentées par l'inclusion d'événements fréquents
d'extrasystole ventriculaire par surveillance Holter et la surinterprétation d'anomalies des
parois ventriculaires par imagerie. D'autre part, ceci peut étre totalement une coincidence,
et pourrait nous éclairer sur de possibles facteurs génétiques autres qui expliqueraient la

variabilité clinique chez les membres de familles [82].

4.9.1.2 Desmoplakine

Les mutations dans la desmoplakine (DSP) sont associées avec deux syndromes a
hérédité autosomique récessive; le syndrome de Carvajal, et une variante de la maladie de
Naxos (Naxos-like disorder). Le syndrome de Carvajal consiste en une cardiomyopathie
dilatée (DCM), dilatation et détérioration du ventricule gauche, associ¢ a des cheveux
laineux et une kératose palmo-plantaire. La variante de la maladie de Naxos consiste en
un ARVC/D, des cheveux laineux, et d'une affection cutanée épidermolytique [117-119].
De plus, des mutations dans DSP ont été identifiées dans un ARVC/D autosomique
dominant non-syndromique typique en ce qui concerne les caractéristiques
¢lectrocardiographiques et structurelles [63, 120]. Les mutations dans DSP ont été
identifiées chez 4/25 patients italiens avec ARVC/D (16%), plus tard confirmé dans de
plus grandes cohortes de la méme population [72, 120]. Finalement Yang (2006) a
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identifi¢ des mutations dans DSP chez 4/66 (6%) des patients ARVC/D d'Amérique du
nord [111].

Le spectre clinique d'ARVC/D familial causé par des mutations dans DSP est plutot
hétérogene. Un haut taux de mort subite, méme comme premiere manifestation est
observé. De plus, une affection au ventricule gauche est constatée dans la moitié des
patients [121-123]. Le role de DSP dans l'implication du ventricule gauche dans
ARVC/D a été étayé par l'identification d'une mutation en particulier, qui a pour résultat
une extrémité carboxy-terminale écourtée de DSP dans une famille avec ARVC/D avec
affectation prédominante du ventricule gauche (mais pas exclusive) appelé aussi
cardiomyopathie arythmogene du ventricule gauche [123]. Les manifestations cliniques
incluent une implication ventriculaire gauche qui précede le développement d'une
dysfonction ventriculaire significative, inversion de l'onde T latérale, et d'arythmies [83,
123]. Ce sont les anomalies de repolarisation importantes, les arythmies ventriculaires, et
les anévrismes du ventricule droit qui distinguent la cardiomyopathie du ventricule
gauche de DCM [120].

Il a été proposé que les mutations dans DSP sont le résultat d'un raccourcissement de
l'extrémité carboxy-terminale de DSP (qui est localisé dans la couche intérieure dense des
desmosomes, et contenant le site de liaison a la desmine) qui prédispose a une
implication précoce du ventricule gauche. Ceci a pour résultat une perturbation de
I'intégrité¢ du cytosquelette, et pourrait expliquer la haute prévalence d'atteinte au
ventricule gauche [83]. Paradoxalement, les mutations dans DSP de la couche extérieure
dense sont associées a un phénotype ventriculaire droit prédominant. Comment deux
mutations dans un méme geéne peut-il causer des phénotypes si différents?

En 2000, une mutation a été identifié pour le syndrome de Carvajal dans DSP [118]. La
mutation résultant en une troncation du domaine carboxyl-terminal rendant cette protéine
incapable de lier des filaments intermédiaires, la desmine (DES) en majorité. Dans 1'étude
présentée par Yang (2006), une mutation de DSP dans la région carboxy-terminale est
présentée, mais le phénotype est ARVC/D [111]. Les deux mutations causent une perte
d'interaction entre DES et le complexe desmosomal. Comment une protéine peut-elle
causer deux résultats différents quand les mutations sont dans une région semblable de la

protéine? Dans Yang (2006), une mutation ponctuelle est trouvée dans le domaine
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carboxy-terminal de DSP, région riche en résidus sérine. Dans le syndrome Carvajal, la
mutation est une troncation compléte de cette méme région. Ainsi, la différence dans les
deux maladies est la présence de la région riche en sérine dans DSP [124].

Bien que ce soit clair que la mutation ponctuelle R2834H (remplacement d’une arginine
par une histidine a la position 2834) de Yang (2006) cause un perte de liaison entre la
structure des desmosomes et les filaments intermédiaires, tout comme la troncation de
DSP dans le syndrome Carvajal, il semble se produire un changement dans la réponse
cellulaire a la perte d'arginine a la position 2834 passant d'un désordre ventriculaire
principalement gauche a un désordre ventriculaire droit. Cela suggere que la région
carboxy-terminale de DSP doit étre impliquée dans une voie de signalisation critique.
Comme exposé ci-dessus, le site de la mutation ponctuelle dans DSP se trouve dans une
région riche en sérine prés de la partie carboxy-terminale de la protéine [124]. Ces
régions riches en sérine sont des sites de phosphorylation par la protéine kinase A (PKA)
et la protéine kinase C (PKC) dans beaucoup de protéines et 1’on a précédemment
démontré que la phosphorylation de DSP par la PKA a la position sérine 2849, juste en
aval de la mutation R2834H, régle négativement la capacité de DSP a interagir avec les
filaments intermédiaires [125]. Se pourrait-il que la région riche en sérine soit toujours
fonctionnelle dans la voie de signalisation dans la mutation R2834H, mais absente dans la
troncation? Des études initiales présentées par Yang (2006) suggerent cette possibilité en
montrant des changements de proportion des protéines de jonction, particulierement la
proportion de la plakoglobine (JUP) dans les fractions solubles (non associé¢ au
cytosquelette) [111]. Aussi, tandis que l'immunocoloration montre que la connexine 43
(cx43) est localisée aux sites ou les myocytes sont toujours interconnectés, la
fonctionnalité des jonctions est inconnue. De plus, 'augmentation de cx43 dans la partie
soluble suggére que cette protéine soit aussi internalisée, un résultat qui peut Etre
strictement mécanique a cause de la perte de contact cellulaire entre les disques
intercalaires, et a cause des changements dans la transduction du signal de la voie de
signalisation. La présence de JUP, connu pour é&tre médiée par les facteurs de
transcription TCF/LEF, dans la fraction soluble suggere que l'activation d'une telle voie

de signalisation arrive apres la mutation R2834H. Ainsi, la perte d'un seul acide aminé
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dans la desmoplakine peut causer le phénotype vu dans ARVC/D ou dans le syndrome de

Carvajal, dépendemment de quelle voie de signalisation est activée [124].

N-terminal
[ 1 Desmoplakine (type sawvage)
— 1.2 2= 2232 Desmoplakine tronguée

E
[ = Desmoplaliine R2834H

Perte d"interaction
avec la desmine

Cardiomyopathie ?
dilabe (DCM) —— > ARVCD

Modifié de Traffy et al., 2006

Figure 1.7 : Représentation schématique des deux mécanismes possible lors d’une mutation
dans la desmoplakine menant a deux phénotypes différents.

4.9.1.3 Plakoglobine

Chez 19 patients affectés par la maladie de Naxos, ARVC/D a patron de transmission
autosomique récessive accompagné de cheveux laineux et kératose palmo-plantaire, une
délétion homozygote de 2 paires de bases dans la plakoglobine (JUP) fut identifiée. Les
porteurs hétérozygotes de cette mutation ne démontrent aucun signe de la maladie, et
jusqu'a 2007, aucune mutation dominante n'avait été identifiée dans JUP [67]. Des études
in vitro de cellules endothéliales ont démontré que 1'inhibition de I'expression de JUP
induit une dissociation inter-cellulaire en réponse au stress, mais pas en condition de
repos [126]. Les embryons de souris déficientes homozygotes en JUP sont morts d'une
rupture ventriculaire lorsque les cellules du myocarde étaient soumises a un stress
mécanique [127]. Des souris déficientes homozygotes en JUP démontrent une image
clinique identique a la maladie de Naxos. Des tests d'endurance chez les souris

déficientes en JUP hétérozygotes accélere le développement d'une dysfonction
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ventriculaire et d'arythmies, supportant I'hypothese selon laquelle I'exercice aggrave et
accélere le développement ARVC/D [128]. Aucun remplacement de tissus myocardial
par du tissus fibro-adipeux ne fut observé chez ces souris.

Asimaki (2007) identifia la premiére mutation dominante dans JUP causant ARVC/D
dans une famille allemande. La mutation, prédite pour insérer un résidu de sérine a la
position 39 de la partiec N-terminale de la protéine, présente un ARVC/D sans les
anomalies de la peau que la maladie de Naxos cause. L'analyse de la biopsie du ventricule
droit du cas-index montre une baisse marquée de la localisation de JUP, de DSP, et de
cx43. Une analyse double-hybride a démontré que la protéine mutante établie de

nouvelles interactions [129].

4.9.1.4 Desmogléine-2

Chez les patients atteints d'ARVC/D, les mutations dans la desmogléine-2 (DSG2) ont été
identifiées dans 10% des patients dépistés (8/80; 12% du groupe négatif pour PKP2, DSP
et TGF-B3 (facteur de croissance béta-3)) [72]. Cette proportion fut confirmée dans
d'autres études [69, 74]. Une pénétrance réduite et l'implication d'autres mutations
hétérozygotes sont observées. De fagon intéressante, certains porteurs de mutation dans
DSG2 sont affectés exclusivement au ventricule gauche. Ce qui fait penser qu'il faudrait
peut-étre abandonner le concept original d'ARVC/D d'une affection uniquement isolé au

ventricule droit [74].

4.9.1.5 Desmocolline-2

La desmocolline-2 (DSC2) est la protéine desmosomale reliée a ARVC/D la plus récente.
Comme DSG2, DSC2 est un constituant majeur des cadhérines desmosomales et a pour
conséquent ¢té considéré comme un geéne candidat important. Syrris, Ward, Evans (2006)
ont trouvé des mutations dans la DSC2 dans 4/77 (5%) des patients ARVC négatifs pour
DSP, JUP, PKP2, et DSG2, tous avec une pénétrance incomplete dans les familles
¢tudiées. Une implication ventriculaire gauche est observée dans la majorité des patients

porteurs avec certains d'entre eux dont I'affection ventriculaire gauche est prédominante
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[73]. De fagon simultanée, Heuser (2006) identifia une mutation au site d'épissage dans 1

des 88 patients ARVC/D négatifs pour PKP2 et DSG2 [71].

4.9.2 Mutations des génes non-desmosomaux

4.9.2.1 Facteur de croissance -p3

Beffagna (2005) a décrit deux familles avec une mutation dans les régions 3' et 5' UTR
(région non-transcrite) respectivement du geéne du facteur de croissance béta-3 (TGF-B3)
qui meéne a une expression altérée de la protéine. Aucune mutation ne fut identifiée dans
ce gene chez deux autres familles ARVC/D-1. 11 semble qu’une surexpression de TGF-
B3, une cytokine stimulant la production de composants extracellulaires, pourrait mener
a de la fibrose myocardiale. Cette étude suggere que différentes voies peuvent mener a

l'apoptose des myocytes et 'atrophie du myocarde [59].

4.9.2.2 Récepteur cardiaque de la ryanodine

Huit familles ayant un phénotype distinct d'une pénétrance d'ARVC/D tres éElevée
associée a une tachycardie ventriculaire polymorphe cathécolaminergique, et une
mutation dans le récepteur cardiaque de la ryanodine (RYR2) ont été décrites [122].
RYR2 est le canal calcique qui contréle la relache du calcium du réticulum
sarcoplasmique au cytosol dans les cardiomyocytes. Ayant une grande ressemblance avec
la tachycardie ventriculaire polymorphe cathécolaminergique familiale, il existe encore
une controverse a savoir si cette entité devrait étre considérée comme une forme primaire

d'ARVC/D.

4.10 Implications cliniques

En conséquence d'une variabilité clinique intrinseque d'ARVC/D, les criteres du groupe

de travail (TFC) est un guide valable en ce qui concerne l'approche initiale d'un patient

avec des caractéristiques d'ARVC/D. On doit étre conscient que ceux-ci ne tiennent pas
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compte de l'affectation ventriculaire gauche. La légitimation croissante de I'implication
du ventricule gauche a été démontré dans plusieurs études [73, 74, 123]. La pénétrance
faible et sa variabilité d'expression suggerent que les cliniciens ne devraient pas souscrire
de facon exclusive au TFC lors de la sélection de patients pour l'analyse génétique car
l'identification de mutations peut avoir d'importantes implications pour la pratique
clinique. Premi¢rement, il peut faciliter la clarification d'un diagnostique pour les cas
limite. Deuxiemement, bien que le cours clinique de la maladie ne puisse étre prédit par
des analyses d'ADN, il peut aider a identifier les individus a risque. Ceci facilite aussi le
diagnostique en un temps opportun, avec la possibilité subséquente de prévenir les
complications et réduisant la morbidité et la mortalité. Les prédispositions génétiques
peuvent mener a des changements dans le style de vie tel qu'éviter I'exercice énergique et
éprouvant. Etant donné la faible pénétrance, un porteur de mutation n'est pas automatique
destiné a un phénotype sévere qui est rencontré premierement dans un membre de la
famille.

Finalement, le développement de la biologie moléculaire pourra permettre le dépistage en
série des membres d’une famille avec une valeur prédictive négative élevée. Jusqu'a
présent il a été pratique commune d'examiner les parents proches du cas-index a
intervalles réguliers. L'identification d'une mutation pathogéne dans un cas-index donnera
l'occasion de rassurer les membres des familles qui n'ont pas démontré d'anomalies
cardiaques dans le suivi périodique, et qui ne portent pas la mutation du cas-index. Ceux-
ci peuvent étre écartés du suivi régulier.

Les connaissances récemment acquises dans la biologie moléculaire et la pathogénese
d'ARVC/D créent de nouveaux défis en ce qui concerne l'identification appropriée et le
traitement des porteurs de mutations sans anomalies cardiaques structurelles apparentes,
mais avec le risque accru d'arythmies. De plus, se trouve 1a un défi majeur dans la
clarification de facteurs étant a la base de la non-pénétrance, des facteurs de risque et des

stratégies thérapeutiques [82].
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4.11 Perspectives

Aprés la reconnaissance initiale de la cardiomyopathie hypertrophique (HCM)
principalement comme une maladie des sarcoméres et DCM comme une maladie du
cytosquelette, ARVC/D peut étre considéré comme une maladie des desmosomes, avec le
gene PKP2 comme joueur clé suivi par DSP et DSG2. Comme rencontré dans DCM et
HCM, le chevauchement dans les génes codant pour les protéines de leurs structures
respectives (sarcomere, cytosquelette) peut se produire. ARVC/D a lui-méme aussi des
caractéristiques intrinseques intéressantes, comme l'implication ventriculaire gauche qui
peuvent imiter DCM, qui doit mener a la clarification de ces chevauchements dans les
cardiomyopathies. La reconnaissance d'ARVC/D comme une cardiomyopathie des
desmosomes tracera la voie a 1'élucidation d'autres facteurs géndtiques ou non qui
initieraient le développement de la maladie chez les porteurs de mutations qui
expliqueraient le large spectre clinique. L'énorme progreés sur la connaissance de la
pathogénese ces dernieres années est une étape importante, mais seulement un

commencement [82].

4.12 Objectifs

Comme nous avons pu le constater, les données génétiques des dernicres années ont
permis des avancés importantes dans notre compréhension de la maladie. L’objectif
principal du présent projet est de déterminer 1’utilité et la valeur du test génétique dans
ARVC/D afin d’améliorer le diagnostique de cette maladie chez les personnes atteintes.
Nous voulons déterminer a quel point 1’identification d’une mutation dans I'une des
protéines des desmosomes permet le diagnostique d’ARVC/D et la prise en charge de

mesures préventives des individus a risque.
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ABSTRACT

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC) is a genetic disorder
characterized by the presence of focal fibro-fatty replacement of the myocardium in the
right ventricle and an increased risk of cardiac arrhythmias and sudden death. The
diagnosis of the genetic carriers bears important implications in patients and family
members, who unknowingly may be at risk for sudden death. In order to assess the value
of genetic testing in ARVC, we performed clinical and genetic investigation in a
prospective cohort of individuals with the disease.

Methods: The probands were identified during clinical investigation for arrhythmias or
after the death of a family member. The diagnosis of ARVC was made according to
accepted criteria. Genetic analysis of desmosomal proteins previously associated with the
disease was performed by sequencing the exons and intron-exon boundaries using well
accepted protocols.

Results: The clinical diagnosis was clear in 18/23 and suspicious in 5/23 individuals. Of
the latter, genetic testing enabled the diagnosis of ARVC in 3 additional individuals. We
identified 15 different mutations in 10 probands (43%). Of those, 64% were not
previously described and PKP2 accounted for the majority of the disease (35%). Double
or triple mutants were observed in 40% of the positive individuals. Patients with
mutations were younger and had a trend to present more symptoms than individuals with
no mutation. There was a deep trend towards more symptoms in patients with multiple

mutations, however this did not correlate with a worst morphological phenotype.

Conclusion: Genetic testing provides the diagnosis in 43% of patients with ARVC and is
useful for patients who do not completely fulfill the clinical criteria for the disease. The
presence of double and even triple mutants was not clearly associated with a more severe
phenotype in this small series. Genetic testing is a useful tool to add to the clinical testing
for the diagnosis of patients who do not completely fulfill the clinical criteria for the

disease.
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INTRODUCTION

First described in 1974, arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC) was
initially thought to be a rare disorder. It has been shown to occur, in some populations, in
as many as six people per ten thousand. ARVC is an important cause of sudden cardiac
death (SCD) in the young and especially in the athlete [1-4]. ARVC is characterized by
the presence of fibro-fatty replacement of myocardial tissue in the right ventricle. The
progressive replacement is localised between the anterior infundibulum, right ventricular
apex, and inferior or diaphragmatic parts of the right ventricle, a region called the
“triangle of dysplasia” [2]. The left ventricle and septum are frequently involved in the
most severe cases while the specialized cardiac conduction system is often spared [5].
The disease is associated with palpitations, syncope and sudden cardiac death, usually
caused by ventricular arrhythmias. These arrhythmias and the characteristic patterns of
ARVC on an electrocardiogram can be explained by the alteration of the pattern of
activation and transmission of electrical currents across the myocytes leading to

simultaneous tachycardia and dysplasia [6, 7].

There is a strong familial association with ARVC. Up to fifty per cent of patients affected
have a family history of ARVC. Most will inherit ARVC by an autosomal dominant
pattern of transmission (MIM#107970) and others by an autosomal recessive inheritance
(Naxos disease, MIM#601214) [8]. Very difficult to diagnose, ARVC carries serious
implications for the family of the affected patient. Unfortunately, sudden death is often
the first manifestation of the disorder. In 1994, a working group on pericardial and
myocardial disease of the European Society of Cardiology and the Scientific Committee
on Cardiomyopathies of the International Society and Federation of Cardiology proposed
a set of criteria that are now used as standard in clinical diagnosis [9]. However, because

of the focalised aspect of ARVC, these tools appear to lack specificity [10].

The genetics of ARVC appear to be more distinct. Seven causal genes and several loci
mapped have been identified. That includes 5 desmosomal genes, Plakophilin-2 (PKP2),
Desmoplakin (DMP), Plakoglobin (PKG), Desmocollin-2 (DMC2) and Desmoglein-2
(DMG2). While the majority of mutations identified are localized on proteins of the
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desmosomes, two non-desmosomal genes, Transforming growth factor beta 3 (TGFf3)
and cardiac Ryanodine receptor 2 (RYR2) have also been described (there is though an
ongoing debate on whether the morphological alterations in carriers of a RYR2 mutation
fulfill diagnostic criteria for the disease or they suffer from catecholaminergic
polymorphic ventricular tachycardia). The penetrance of the disease is variable,
depending on the affected gene [11]. Either in dominant or in recessive form, the defects
in desmosomal proteins in ARVC cause a phenotype resulting from a deficiency in
intercellular connections [12]. We now know that desmosomes contribute to a tissue’s
mechanical strength and are numerous in tissue like cardiomyocytes that are exposed

to mechanical stress [13].

In order to assess the added value of genetics in the diagnosis of ARVC, and given the
claimed non-specificity of the present proposed clinical criteria, we performed a
prospective genetic analysis of the known desmosomal genes in individuals with a clear

or suspected affectation with the disease.



43

METHODS AND MATERIAL

Clinical Screening

The cohort included 23 consecutive patients suspected of having ARVC and evaluated at
the Genetic Cardiovascular Clinic of Montreal Heart Institute. These individuals were
identified either after the death of a family member with the disease and/or after
presenting with clinical signs or symptoms of the disease. The clinical investigation
included non-invasive technology, electrocardiography, echocardiography and magnetic

resonance imaging.

Genetic Screening and Mutation Identification

The protocol was approved by the ethical committee. In those patients willing to undergo
genetic testing, we obtained a blood sample for DNA extraction using standard
techniques (PUREGENE DNA Purification kit, QIAGEN, CA, USA). DNA analysis of
the genes of interest was performed by PCR amplification. PCR product was purified
with ExoSAP-IT (United States Biochemical Corporation, Cleveland, OH, USA).
Subsequent sequencing analysis of the exons and intron-exon boundaries was performed
with BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and with
Genetic Analyzer 3130XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). For each new

found variation, we performed screening of 400 control alleles.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS v.16. Results are reported as mean = SD or
frequency as appropriate. Since none of the continuous variables had normal distribution,
comparisons between groups with and without mutation were performed using non-
parametric tests. For categorical variables, Fisher exact test was used in 2x2 and Chi-
square analysis was used if multiple categories were present. A p value of < 0.05 was

considered statistically significant.
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RESULTS

Clinical Information

The general characteristics of the patients are shown in table 1. Females were
predominant in our cohort (61%). The mean age at the diagnosis was 48 and half the
population had a family history of sudden cardiac death. 57% of the patients were
asymptomatic at the time of the diagnosis and 17% had a history of malignant
arrhythmias and/or sudden cardiac death. Five patients did not fulfill the accepted criteria
for the diagnosis of ARVC, however they had clinical signs that were suspicious enough
to believe that they suffered from the disease. Given the lack of specificity claimed in the
accepted criteria, we opted to include these patients in the cohort to assess the value of

genetic testing in better defining their disease aetiology.

Identification of mutations/mutational analysis

The probands were screened in the following order: PKP2, DSP, DSG2, DSC2, and JUP.
We started with PKP2 because it has been identified as the most important gene for
ARVC (32 to 43 %) [14-23]. Then we followed with DSP (16%) [17, 24], DSG2 (10%)
[15, 17, 19], and finally with DSC2 (1-5%) [16, 18]. If no mutations were found in these
genes, we chose to screen JUP as well despite the absence of Naxos phenotype in all our
probands. Screening for JUP is justified by the recent findings of Asimaki (2007) who
identified the first dominant JUP mutation in a family with an ARVC phenotype without

the skin disorder characterized in Naxos disease [25].

Of our 23 probands, 43% (n=10) were positive for mutations. Of these 10 positive
patients, we identified 15 mutations (14 of them different). The mutations were located in
the genes in the following proportion: 7 in PKP2 (total of 8), 2 in DSP, 2 in DSG2 and 3
in DSC2. We obtained a high percentage of previously unknown mutations (60%).
Finally, 40% (n=4) of the positive patients were double or triple mutants. Genetic

findings are shown in table 2.
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Mutation analysis of the PKP2 gene

Eight genetic variants in PKP2 were identified in 7 of the 23 probands (30%), comprising
3 missense substitutions, 1 deletion (twice), 1 non-sense substitution and 2 abnormal
splicing (figure 1). The missense substitutions included A1892G (Y631C), G409A
(E137K), and A505G (S169G). Y631C is a change of an aminoacid non-polar with an
aromatic functional group to a polar (uncharged) sulfur containing aminoacid. E137K is
predicted to change an acidic polar (charged) residue to a basic polar, positively charged
residue. S169G is a polar uncharged with a hydroxyl group residue that change for an
aliphatic non-polar residue. The deletion that occurred twice in 2 different probands and
already described was 2509delA (V837fs+93X). The non-sense substitution was G1613A
(W538X), and truncated the protein at approximately the middle of the protein. Finally,
the two mutant splice products were 1690-1G—C and 2146-1G—C. Of these 8
mutations, 4 were previously unknown. One individual carried two different mutations in

PKP2. None of these 4 novel mutations were identified in 400 control alleles.

Mutation analysis of the DSP gene

Genetic variants in DSP were identified in 2 of the 23 probands (8.7%) (figure 1). That
comprises 1 deletion and 1 missense substitution. Both are novel mutations. The deletion
is described as 7503 7508delTGAATG and its amino effect is a deletion of EW at
position 2501. The missense substitution is C4578A (N1526K). This mutation is
predicted to change polar uncharged residue sulfur containing to polar positively charged

basic amino acid. None of these mutations was found in 400 control alleles.

Mutations analysis of the DSG2 gene

Genetic variants in DSG2 were found in 2 of our probands (8.7%) (figure 1). Both of
them were missense substitutions and had been previously described (G146A (R49H) and
T2759G (V920G)).
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Mutation analysis of the DSC2 gene

Genetic variants in DSC2 were identified in 3 probands (13%), comprising 1 non-sense
and 2 missense substitutions (figure 1). These substitutions includes 96delC (C32X),
deletion that leads to a non-sense substitution at the beginning of the protein. T692C
(I231T) is predicted to change an aliphatic non-polar residue to a non-aromatic polar
(uncharged) residue. A1017G (T340A) is predicted to change a non-aromatic polar
(uncharged) residue to an aliphatic non-polar residue. All of them are novel mutations.

None of these mutations were found in 400 control alleles.

Mutation analysis of the JUP gene

We screened the JUP gene for all our negative mutant probands (n=13). We did not

identify any mutations in this gene.

Polymorphism analysis

We recorded all the polymorphisms present in all our probands. Table 3 lists all the
polymorphisms associated with the negative patients, and table 4 the polymorphisms
associated with the positive probands. We can see that the most prevalent polymorphism
in negative probands was M697L in JUP. It was present in 77% of the negative probands
(10/13), while it was not present in the positive probands. The second most prevalent
polymorphisms in negative probands were, K773R in DSG2 (46%) and P366L in PKP2
(31%). These were found respectively in 0% (0/11) and 18% (2/11) of positive probands.
The most prevalent polymorphism in positive probands was R1738Q in DSP, which was
present in 36% (4/11) while only in 15% (2/13) of negative probands.

Genotype-phenotype correlation

We performed genotype-phenotype correlation analyses to assess whether the presence of
one or more mutations could be associated with more severe forms of the disease. The
limited cohort did not permit conclusive data and therefore these results have to be taken

with caution. Individuals with an identified mutation had a younger age at diagnosis and
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had a trend towards more symptoms. However there was no correlation with higher
structural abnormalities (table 5). The presence of more than one mutation was associated
with a trend towards more symptoms (table 6). While the presence of several mutations
should probably be associated with a more severe structural phenotype, knowledge of the

role of variations in modulating the phenotype and determining the prevalence is lacking.
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DISCUSSION

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy is extremely difficult to diagnose in
borderline cases. The presence of focal morphological alterations can escape the most
sophisticated technologies. Biopsy provides the definitive proof of the disease with the
presence of fibro-fatty replacement of the myocardium. However it is not always
diagnostic due to the sample being obtained from the interventricular septum, a portion of
the heart frequently spared from the disease. With this perspective in mind, a group of
experts suggested a set of criteria to obtain the diagnosis [9]. These criteria, which
combine family history, symptoms, morphological and electrical parameters are useful in
the most severe cases, however they lack specificity. It is not therefore uncommon to
identify individuals who fulfill certain criteria for the disease, but not sufficient to meet
the diagnosis. These borderline cases become a difficult headache for the cardiologist
because of the implications of the patient suffering from a potential disease with such a

malignant outcome.

The advances in ARVC have been fast and steady. In this last decade, thanks to the
advances in genetics, several genes and loci have been identified responsible for the
disease. Most of the mutations have been identified in proteins of the desmosomes,
critical units of electromechanical coupling. In addition, mutations in RYR2 were
identified in a family with minimal structural abnormalities. The knowledge of the
implicated genes underlying dominant ARVC was very restricted until mid 2004. Only 3
gene and 6 loci had been identified: RYR2, TGF-f3 and DSP [26-34]. In parallel, in 2000,
a group found a homozygote deletion of two base pair in JUP, causing the recessive form
of ARVC (Naxos disease) [35]. However, at the end of 2004 several mutations were
identified in PKP2, which has become the most common gene responsible for the disease

[14].

The identification of several genes responsible for ARVC has enabled the detection of
individuals and family members at risk for the disease. What initially was a research tool
has recently made the jump to the clinical arena, to identify patients with and without the

disease and prevent sudden cardiac death. Given that the clinical tools are lacking



49

specificity, we opted to investigate prospectively the value of genetic testing to confirm
the disease and also to evaluate whether it has a role in further confirmation of
individuals who do not completely fulfill task force criteria but who have a suspicion for

the disease.

In this article, we therefore performed a clinical and genetic analysis of 23 consecutive
patients with a clinical or suspected diagnosis of the disease and performed phenotype-
genotype correlation according to the number of mutations present in the individuals.
Five of our patients did not meet clinical criteria for the diagnosis, but due to their
clinical and morphological parameters, we suspected that they suffered from the disease.
We opted to screen them to evaluate whether genetic testing can strengthen the clinical
testing. Three out these five individuals had mutations in desmosomal proteins, showing
the added value of genetics in the diagnosis of borderline cases. We have shown that of
our 18 probands with a clear diagnosis according to task force criteria, 38% (n=7) were
positive for mutations. This is in concordance with previously published data. Of these 10
positive patients, we identified 14 different mutations (15 in total). PKP2 was also the
most common gene responsible (35%) for ARVC, followed by DSP (8.7%) and DSG2
(8.7%), prevalence similar to the values found in the literature [14-24]. The DSC2 value
(13%) 1s higher than expected, but our sample size is too small to consider it significant.
Of notice is the extremely high percentage of novel mutations (64%). This finding has
important implications in genetic testing that uses technology based on previously known
mutations, which would be of limited value for the diagnosis of ARVC. In addition, 40%
(n=4) of the positive patients were carriers of a double or triple mutant in our series,
attesting to the importance of screening individuals for all genes, especially if there is the

intention to evaluate the risk of family members for the disease.

The pathogeneity of the novel mutation identified cannot all be established with certainty.
Of the two novel DSP mutations, 2501 2502delCE is not located in a functional domain,
while N1526K is located in the functional coiled coil domain (central fibrous rod
domain) of the protein. All novel PKP2 mutations are located outside functional domains
of the protein, but all mutations are present in conserved region of PKP2 when compared

to human, chimpanzee, hedgehog, dog and mouse. Novels mutations in DSC2 are located
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inside a functional domain of the protein; 96delC truncates the protein translation, 1231T
is located in the cadherin 1 domain and T340A is located in the cadherin-2 domain of
DSC2. The 96delC and 1231T mutations are also located in conserved nucleotide regions

of the gene.

Several polymorphisms were also identified during the screening. It is interesting to
observe that the majority of negative probands has more than 3 non-synonymous
polymorphisms, the implications though are yet unknown. While thought benign, it is
unclear whether they could play a role in modulating the severity of the disease when
associated with other variations (mutations or polymorphisms) in the same or other
desmosomal proteins. We know that M697L in JUP was identified to co-segregate with
the non-sense mutation in DSP R1267X in a family with early-onset ARVC. It has been
suggested that this polymorphism has a negative modifier effect on the cardiac phenotype
with the presence of the mutation described in DSP [37]. In our cohort, M697L was the
most common polymorphism in the negative probands (69%), while it was not present in
the mutation positive patients. However, an association to the disease with such a small
cohort would just be speculation. A second known polymorphism, P366L in PKP2 is
relatively present in negative probands (31%). This variant do not change the charge of
the amino acid, and according to Lahtinen et al the allele frequencies between ARVC
patients and healthy control is not significantly different [38]. The variant K773R found
in DSG2 at 38% in negative probands has unknown clinical association and it does not
change the charge of the amino acid. The variant R1738Q), the most present in positive
probands (36%), predicts to change from large size and basic residue to medium size and
polar residue in a conserved region of the protein, the coiled coil (central fibrous rod

domain), but no clinical association has been identified up to date.

The limited cohort did not permit conclusive data on the phenotype-genotype correlation,
and therefore these results have to be taken with caution. Individuals with an identified
mutation had a younger age at diagnosis and had a trend towards more symptoms.
However there was no correlation with higher structural abnormalities. The presence of
more than one mutation was also associated with a trend towards more symptoms. While

the presence of several mutations should probably be associated with a more severe
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structural phenotype, knowledge of the role of variations in modulating the phenotype

and determining the prevalence is lacking.

Conclusion

In a cohort of patients with suspected ARVC, genetic testing is useful in confirming the
diagnosis and enables the adoption of preventive measures in family members. The use of
genetic testing adds an important value to the diagnosis of individuals who do not
completely fulfill task force criteria for the disease. The use of screening genetic
technology based on the identification of known mutations has a very limited value due
to the high percentage of novel mutations in this disease. Individuals with a mutation are
usually younger and tend to be more symptomatic, but do not have more structural
abnormalities when investigated with non-invasive technology. The presence of double
and even triple mutants was not clearly associated with a more severe phenotype in this
series, however attests to the importance of complete genetic analysis for family

identification of individuals at risk, protection and prevention.
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Table 1. General characteristics of the global population

Study population (n=23)

Sex (female), n (%)
Age at diagnosis (years)
Family history of SD, n (%)
Symptoms at diagnosis, n (%):
- Asymptomatic or mildly symptomatic
- Syncope
- Sustained VT/VF or aborted SD
ECG:
- Complete RBBB, n (%)
- Epsilon wave, n (%)
- Negative T V1-V3, n (%)
- Negative T V4-V6, n (%)
SAECG:
- filtered QRS
- HFFA
- voltage RMS last 40ms
- mean voltage last 40ms
Echocardiogram / Cardiac IRM:
- RV hypokynesia, n (%)
- RV dilation, n (%)
- RV aneurysms, n (%)
- Fibrofatty replacement, n (%)
- RV EF (%)
- Definite LV involvement, n (%)
- LV EF (%)
Arrhythmias:
- Mean number of VPB in 24h-Holter
->1000 PVB in 24h-Holter, n (%)
- Inducibility of VF in EPS, n (%)
- Spontaneous sustained VT, n (%)

- VT requiring cardioversion, VF or SD
ever, n (%)

Clinical diagnosis:
- Mean major criteria per patient
- Mean minor criteria per patient

14 (61)
48.3 + 13
12 (52)

13 (57)
6 (26)
4(17)

7 (30)
3(13)
13 (57)
8 (35)

121.4 £26
46.8 + 24
28.1+22
19.6 £ 15

15 (65)
13 (56)
10 (43)
5(22)

457+ 11
5(22)
57.5+7

3185.4 + 5207
7(30)
6 (26)
14 (61)
7(30)

1.91£0.8
1.48+0.8




Table 2. Genetic findings
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Proband Gene Exon Nucleotides AA change New mutation

9166  PKP2 9 1892A—G Y631C N
PKP2 13 2509del A V837fs+93X

9320 PKP2 3 409G—A E137K \

9470  PKP2 11 2146-1G—C splice

9821  PKP2 3 505A—G S169G \

10229  PKP2 7 1613G—A W538X

9724  PKP2 8 1690-1G—C splice v

DSP 23 4578C—A N1526K \

9139 DSP 24 7503 7508delTGAATG 2501 2502delCE \

10575 DSG2 3 146G—A R49H

9840  DSC2 2 96delC C32X \
DSC2 6 692T—C 1231T \
DSG2 15 2759T—G V920G

9243  PKP2 13 2509del A V837fs+93X
DSC2 8 1017A—G T340A \
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Figure 1. Linear representation of desmosomal protein causing ARVC and location of
the mutations found in the study. Mutations in red rectangles are novel.
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Table 3. List of polymorphisms of genotyped negative probands.

Proband Gene Exon AA change % Minor allele
9140 DSG2 14 K773R 25
JUP 14 M697L 27.6
9179 PKP2 1 S701 /
PKP2 4 P366L 17
PKP2 8 V5871 0.8
DSG2 8 V2931 10.4
DSG2 14 K773R 25
9216 PKP2 4 P366L 17
DSP 1 splice 13
DSP 23 R1537C 0.45
JUP 14 M697L 27.6
9226 DSG2 14 E713K 3.5
DSG2 14 K773R 25
JUP 14 M697L 27.6
9472 DSP 23 R1738Q 4.2
DSG2 14 E713K 3.5
DSG2 14 K773R 25
JUP 14 M697L 27.6
9534 DSP 7 F3051 2.1
JUP 14 M697L 27.6
9629 DSC2 15 R798Q 2.1
JUP 14 M697L 27.6
9726 JUP 14 M697L 27.6
9983 DSC2 15 1776V 8.3
DSG2 14 K773R 25
10202 PKP2 4 P366L 17
JUP 14 M697L 27.6
10603 DSP 7 F305I 2.1
DSP 24 E1833V 1.5
DSC2 15 R798Q 2.1
JUP 14 M697L 27.6
10605 PKP2 4 P366L 17
DSP 1 splice 13
DSC2 15 1776V 8.3
10085 DSP 23 R1738Q 4.2
DSC2 15 1776V 8.3
DSG2 14 K773R 25
JUP 3 R142H 53
JUP 14 M697L 27.6

55
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Table 4. List of polymorphisms of genotyped positive probands with their mutations.

Mutations Polymorphisms
Proband
Gene Exon AA change Gene Exon AA change % Minor allele
9166 PKP2 9 Y631C None none
PKP2 13 V837fs+93X
9320 PKP2 3 E137K PKP2 4 P366L 17
DSP 23 R1537C 0.45
DSP 23 R1738Q 4.2
9470 PKP2 11 splice DSP 23 R1738Q 4.2
9821 PKP2 3 S169G PKP2 4 P366L 17
10229 PKP2 7 W538X DSP 23 R1738Q 4.2
9724 PKP2 8 splice DSP 23 CI1512Y 2.5
DSP 23 N1526K
9139 DSP 24 ACE none none
10575 DSG2 3 R49H DSG2 8 V2931 10.4
9840 DSC2 2 C32X DSP 23 R1738Q 4.2
DSC2 6 1231T
DSG2 15 V920G
9243 PKP2 13 V837fs+93X DSP 1 splice 13
DSC2 8 T340A DSC2 15 1776V 8.3
DSG2 8 V2931 10.4




Table 5. General characteristics of the population with and without identified mutation
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No mutation Identified mutation P
(n=13) (n=10)
Sex (female), n (%) 7 (54) 7 (70) NS
Age at diagnosis (years) 53.4+12 41.7+12 0.03
Family history of SD, n (%) 9 (69) 3 (30) 0.07
Symptoms at diagnosis, n (%): 0.08
- Asymptomatic or mildly symptomatic 10 (77) 3(30)
- Syncope 2(15) 4 (40)
- Sustained VT/VF or aborted SD 1(8) 3 (30)
ECG:
- Complete RBBB, n (%) 3(23) 4 (40) NS
- Epsilon wave, n (%) 1(8) 2 (20) NS
- Negative T V1-V3, n (%) 5(398) 8 (80) 0.06
- Negative T V4-V6, n (%) 3(23) 5(50) NS
SAECG:
- filtered QRS 119.3+24 1262 £32 NS
- HFFA 44.7+21 51.6 £32 NS
- voltage RMS last 40ms 28.3+23 27.6 +£23 NS
- mean voltage last 40ms 203 £16 18+ 14 NS
Echocardiogram / Cardiac IRM:
- RV hypokynesia, n (%) 9 (69) 6 (60) NS
- RV dilation, n (%) 6 (46) 7 (70) NS
- RV aneurysms, n (%) 8 (61) 2 (20) 0.06
- Fibrofatty replacement, n (%) 3(23) 2 (20) NS
- RV EF (%) 49+ 12 417 0.08
- Definite LV involvement, n (%) 3(23) 2 (20) NS
- LV EF (%) 59.8+4 549+9 NS
Arrhythmias:
- Mean number of VPB in 24h-Holter 490 £ 1187 5207 + 6202 0.05
->1000 PVB in 24h-Holter, n (%) 1(8) 6 (60) 0.05
- Inducibility of VF in EPS, n (%) 2 (15) 4 (40) NS
- Spontaneous sustained VT, n (%) 6 (46) 8 (80) NS
- VT requiring cardioversion, VF or SD ever, 2(15) 5(50) 0.09
n (%)
Clinical diagnosis:
- Mean major criteria per patient 2.08 £0.8 1.7£0.8 NS
- Mean minor criteria per patient 1.23£0.6 1.8+ 0.9 NS




Table 6. Clinical characteristics according to the number of mutations
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No mutation One mutation  Two or more P
(n=13) (n=6) mutations (n=4)
Sex (female), n (%) 7 (54) 4 (67) 3 (75) NS
Age at diagnosis (years) 53.4+12 413+ 16 422+6 0.08
Symptoms at diagnosis, n (%): 0.05
- Asymptomatic or mildly 10 (77) 3 (50) 0(0)
symptomatic
- Syncope 2 (15) 1(17) 3(75)
- Sustained VT/VF or aborted SD 1(8) 2 (33) 1(25)
ECG:
- Complete RBBB, n (%) 3(23) 2(33) 2 (50) NS
- Epsilon wave, n (%) 1(8) 2 (33) 0 (0) NS
- Negative T V1-V3, n (%) 5(398) 4 (67) 4 (100) 0.08
- Negative T V4-V6, n (%) 3 (23) 2 (33) 3 (75) NS
Echocardiogram / Cardiac IRM:
- RV hypokynesia, n (%) 9 (69) 3 (50) 3(75) NS
- RV dilation, n (%) 6 (46) 4 (67) 3(75) NS
- RV aneurysms, n (%) 8 (61) 1 (17) 1(25) NS
- RV EF, n (%) 49 +12 44 +9 3735 NS
- Definite LV involvement, n (%) 3 (23) 1(17) 1(25) NS
- LV EF, n (%) 59.8+4 5845 50.2+13 NS
Arrhythmias:
- Mean number of PVB in 24h- 490+ 1187 4503 +£4257 6379 £ 9750 NS
Holter
->1000 PVB in 24h-Holter, n (%) 1(8) 4 (67) 2 (50) NS
- Inducibility of VF in EPS, n (%) 2 (15) 2 (33) 2 (50) NS
- Spontaneous sustained VT, n 6 (46) 4 (67) 4 (100) NS
(%)
- VT requiring cardioversion, VF 2 (15) 3 (50) 2 (50) NS
or SD ever, n (%)
Clinical diagnosis:
- Mean major criteria per patient 2.08+0.8 1.83£0.7 1.5+1 NS
- Mean minor criteria per patient 1.23+0.6 1.5+1 225+0.5 0.06
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Chapitre 3. Discussion

1.1 Mise en contexte

La cardiomyopathie arythmogene du ventricule droit est une maladie extrémement
difficile a diagnostiquer chez les cas intermédiaires. La présence d’altérations
morphologiques trés focalisées peuvent échapper aux technologies de diagnostique les
plus sophistiquées. La biopsie peut permettre une preuve définitive et indéniable de la
maladie avec la présence de tissus fibro-adipeux dans le myocarde. Cependant, elle ne
permet pas toujours le diagnostique dans la mesure ou 1’échantillon de tissus prélevé du
septum interventriculaire du patient est une portion du cceur souvent épargné par
I’infiltration fibro-adipeuse. C’est avec cette perspective que les chercheurs ont établis
une liste de criteres qui considere I’historique familial, les symptomes, et les parametres
morphologique et électrique. Ces critéres sont fort utiles dans les cas les plus sévéres,
méme s’ils manquent de spécificité. Il n’est pas rare de rencontrer un individu qui
rempli certains criteéres de la maladie, mais pas suffisamment pour permettre le
diagnostique. Ces cas intermédiaires sont devenus des problemes récurrents pour le
cardiologue surtout a cause des conséquences importantes qu’un patient potentiellement

atteint et sa famille peuvent vivre dans le futur.

1.2 Objectifs

L’identification d’une partie des genes responsables d’ARVC/D a permit le
diagnostique d’individus ainsi que des membres de leurs famille a risque. Ce qui
initialement était un outil exclusif a la recherche est devenu un outil clinique important.
L’analyse génétique permet d’identifier les individus a risque et ceux qui sont épargnés
de maniére a prévenir la mort subite. Les outils cliniques classiques manquant de
spécificité, nous avons choisi dans ce projet d’étudier et d’analyser la valeur du test
génétique dans la confirmation de la maladie et aussi d’évaluer si elle pourrait avoir un
role important de diagnostique chez les individus qui ne remplissent pas complétement

les criteres cliniques établis, et ou il y a ambigiiité quant au diagnostique.
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1.3 Méthodologie

Dans cet article, nous avons effectué une analyse génétique et clinique de 23 patients de
fagon consécutive ayant un diagnostique confirmé ou suspect pour ARVC/D. De plus,
nous avons effectué une corrélation phénotype-génotype des cas-index positifs (avec
mutation). Le processus de validation lors de I’identification d’un variant chez un
patient-index commengait par un reséquencage a partir d’une nouvelle réaction PCR. Si
ce variant était confirmé, nous testions simultanément tous les membres de famille
disponible. Nous nous assurions ainsi que tous les membres malades possédaient ce
méme variant, si un membre malade ne possédait pas le variant c’était que celui-ci
n’était pas la cause directe d’ARVC/D. Parallelement, si ce variant n’était pas connu de
la littérature, il était testé dans une cohorte de 200 personnes et ce variant devait étre
absent de ces controles. Toutes les séquences ont été analysées a I’ceil sans logiciel pour
la gestion de séquences. La référence génomique utilisée provient de I’'UCSC Genome

Browser, http://genome.ucsc.edu/.

1.4 Analyse des résultats

Cinq patients ne rencontraient pas les criteres cliniques pour le diagnostique, mais a
cause de leurs caractéristiques morphologiques et électriques, nous avons suspecté
qu’ils pouvaient étre atteints. Nous avons décidé d’effectuer un dépistage génétique
pour évaluer si le test génétique pouvait renforcer les données cliniques. 3/5 de ces
patients étaient porteurs de mutations dans les protéines des desmosomes prouvant la
valeur ajoutée du dépistage génétique dans le diagnostique d’ARVC/D chez les cas
intermédiaires. Nous avons montré que des 18 cas-index, ayant un diagnostique clair
selon les critéres usuels, 38% (n=7) étaient porteurs de mutations. Ces données
concordent avec des études publiées par le passé. De ces 10 cas-index positifs (3+7),
nous avons identifié 14 mutations différentes, 15 au total. Nous pouvons voir que PKP2
est le géne le plus souvent responsable (35%) pour ARVC/D. Les valeurs de DSP
(8.7%) [72, 120] et de DSG2 (8.7) [69, 72, 74] sont similaires aux valeurs trouvées dans
la littérature. La valeur de DSC2 (13%) [71, 73] est peu plus élevé qu’attendu, mais la

valeur de notre échantillon est trop petit pour le considérer significatif. Il est important
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de mentionner le pourcentage trés élevé de mutations nouvelles (n’ayant jamais été
décrite): 64%. Ce fait a des implications importantes en ce qui a trait aux tests
génétiques utilisant une technologie exclusivement basée sur les mutations déja
répertoriées. Etonnamment, 40% (n=4) des cas-index positifs sont porteurs d’une
double ou d’une triple mutation. Ceci nous permet de constater a quel point il est
important de dépister les individus pour tous les geénes, plus spécialement s’il y a

intention d’évaluer le risque de la maladie dans les membres d’une famille affectée.

La pathogénécité des nouvelles mutations identifiées ne peut étre établie avec certitude.
Des deux nouvelles mutations dans DSP, la délétion 2501 2502delCE n’est pas
localisée dans un domaine fonctionnel de la protéine alors que la substitution N1526K
est située dans le domaine fonctionnel super hélice de la protéine (domaine central de
baguette fibreuse). Toutes les nouvelles mutations dans PKP2 sont localisées hors des
domaines fonctionnels de la protéine, mais se trouvent dans des régions conservées du
gene PKP2 pour ’humain, le chimpanzé, le hérisson, le chien et la souris. Les nouvelles
mutations dans DSC2 sont localisées a l’intérieur des domaines fonctionnel de la
protéine. Ainsi la délétion 96delC stoppe la traduction de la protéine a 1’étape du
propeptide, 1231T est situé dans le domaine cadhérine-1 et T340A est situé dans le
domaine cadhérine-2 de DSC2. La délétion 96delC et la substitution 1231T sont
localisées dans une région nucléotidique conservée du gene chez 1’humain, le
chimpanzé, le chien, la souris et le pika. La substitution T340A est aussi dans une

séquence conservée chez les mémes animaux sauf le pika.

Plusieurs polymorphismes ont été identifiés durant le dépistage génétique. Il est
intéressant de constater que la majorité des cas-index négatifs ont plus de trois
polymorphismes non-synonymes; leurs implications restent cependant inconnues.
Pendant un temps considérés comme sans effet, il est maintenant possible que ces
polymorphismes pourraient jouer un role dans la modulation de la sévérité de la maladie
lorsqu’associés avec d’autres variants (mutations ou polymorphismes). Un
polymorphisme sur un géne pourrait donc avoir un effet fonctionnel lorsqu’associ¢ avec
un ou des variants de la méme ou de d’autres protéines des desmosomes. Nous savons

que le polymorphisme M697L dans JUP a été identifié¢ de coségréger avec la mutation
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non-sens R1267X dans DSP dans une famille avec une ARVC/D a présentation
précoce. En effet, il a été suggéré que ce polymorphisme avait un effet modifiant négatif
sur le phénotype cardiaque avec la présence de la mutation décrite dans DSP [130]. Ce
polymorphisme est le plus présent parmi les cas-index négatifs (69%) et si, d’apres
I’étude susmentionnée, il existe un rdle fonctionnel 8 M697L, cela pourrait expliquer en
partie pourquoi ces cas-index négatifs sont malades. Un second polymorphisme connu,
P366L dans PKP2, est relativement présent chez les cas-index négatifs (31%). Ce
variant ne change pas la charge globale de 1’acide aminé, et selon Lahtinen (2008), les
fréquences alléliques entre les patients atteints d’ARVC/D et les controles sains ne sont
pas significativement différents [131]. Le variant K773R, identifié¢ dans DSG2 a 46%
chez les cas-index négatifs, n’a pas d’association clinique connue et ne change pas la
charge globale de 1’acide aminé. Quant a lui, le variant R1738Q, le plus présent chez les
cas-index positifs (36%) prédit un changement d’un acide aminé large et basique, vers
un autre d’une grandeur moyenne et polaire dans une région conservée de la protéine, la

super hélice. Aucune association clinique de ce variant n’a été identifiée jusqu’a ce jour.

Tous les patients n’ont pas été séquencés en entier pour tous les génes. Evidemment, il
y eut un effort de couvrir tous les génes sur les patients le plus possible. En effet, les
patients négatifs pour une mutation (n=13) ont été séquencés en moyenne a 96% pour
les 5 génes. Les patients positifs (n=10) ont été séquencés quant a eux en moyenne a
53%. Notre cohorte trés limitée ne permet pas de conclure de corrélations phénotype-
génotype (tableau 6) et par conséquent, ces résultats doivent étre interprétés avec
prudence. Les individus porteurs de mutations étaient plus jeunes au moment du
diagnostic et comportaient plus de symptdmes. Il n’y a cependant pas de corrélation
avec des anomalies structurelles plus grandes. La présence de plus d’une mutation chez
un méme individu est associée a plus de symptomes et a une fraction d’éjection
ventriculaire gauche diminuée. Alors que la présence de plusieurs mutations devrait étre
associée a un phénotype plus sévere, les connaissances du rdle des variations dans la

modulation du phénotype ainsi ce qui détermine la prévalence, est encore inconnu.
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1.5 Conclusion

Dans un groupe de patients avec des caractéristiques ARVC/D, le dépistage génétique
est fort utile pour confirmer des diagnostiques et pour permettre 1’adoption de mesures
préventives adéquates chez les membres de la famille. Les individus porteurs de
mutations sont généralement plus jeunes et tendent a avoir plus de symptdmes. Ils ont
des épisodes d’arythmie plus fréquents et n’ont pas d’anomalies de structure
lorsqu’étudiées avec une technologie non invasive. L’utilisation du test génétique
apporte une grande valeur au diagnostic pour les individus qui ne remplissent pas

complétement les critéres connus.

Notre cohorte étant trés limitée, il est impératif de considérer nos résultats avec
prudence. De plus, les comparaisons entre les individus porteurs de mutation et les
autres cas-index négatifs ont une valeur limitée, car ce dernier groupe est susceptible de
comporter des patients avec une variété de causes qui présente un phénotype ARVC.
Les patients référés a la Clinique de Génétique cardiovasculaire de I’Institut de
Cardiologie de Montréal reflétent probablement les cas a présentation les plus séveres
dans 1’éventail de la maladie. Par conséquent, la population étudiée ne peut pas étre
considéré comme représentative de 1’expression variable de la maladie. Le caractere
familial d’ARVC/D n’a pu étre établi que dans les membres de la famille qui ont
volontairement accepté les examens cliniques suite aux analyses génétiques. De plus,
des raisons, par exemple, psychologique ou socio-économiques de certains individus
sous-tendent peut-&tre le choix de s'abstenir a la participation aux analyses génétiques,
ce qui conduit a un biais dans la famille d'évaluation. Comme nous avons délibérément
exclu les genes de la RYR2 et de TGF-B3, il est aussi possible que les cas-index
négatifs soient porteurs de mutation(s) dans ces genes, et il s’agit ici d’une autre
limitation potentielle de 1’étude. En outre, des mutations dans la région enti¢re du
promoteur des genes étudiés ne peuvent pas étre exclues, puisque non analysées.
Néanmoins, nos données démontrent que 1’utilisation du dépistage génétique basé sur
les mutations déja connues a une valeur limitée due au pourcentage ¢levé de mutations
nouvelles dans cette maladie. La présence de double ou de triple mutant n’est pas

associée avec un phénotype plus sévere, mais atteste cependant I’importance d’une
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analyse génétique compléte pour 1’identification des membres d’une famille a risque, sa

protection ainsi que sa prévention.
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