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Abstract

The clinical observation that led to the writing of this article was the encounter of two genetic
diseases, Cystic Fibrosis and Juvenile Myoclonic Epilepsy, two chloride channelopathies, in the same
patient.

This represented the reason why | considered important to briefly describe the main scientific data
available at the moment regarding chloride channelopathies in correlation with the observations made in the
patient with both diseases.

Cystic Fibrosis was first described in 1938 and the affected gene was cloned in 1989. Since then, research
and multidisciplinary care improved the life span and quality of life of patients.

Myoclonic Juvenile Epilepsy was described in 1957 and since then a lot of genetic research clarified
the transmission of disease.

The chloride channelopathies were more intensely studied after the 1990’s after the discovery of
CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) and CIC-1 gene (cause of congenital
myotonia).
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Observatia clinica ce a dus la redactarea  mult dupa anii 1990, dupa descoperirea CFTR
acestui articol a pornit de la diagnosticarea a 2  (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
boli genetice, Fibroza Chistica (FC) si Epilepsia  Regulator) si a genei miotoniei congenitale,
Mioclonica Juvenila (EMJ), doua canalopatii de ~ CIC-1.
clor la acelasi pacient.

Din acest motiv am considerat oportuna Scurt istoric al canalopatiilor de clor:
descrierea sumara a datelor din literatura de  deschiderea drumului cercetirilor viitoare
specialitate existente in momentul de fata Primul canal ionic a fost clonat in 1982

despre canalopatii in general si despre canalo- si de atunci evolutia biologiei moleculare si a
patiile de clor in special, in corelatie cu obser-  geneticii a dus la descoperirea multor alte gene
vatiile clinice despre pacientul cu ambele  pentru canalele ionice. [2, 6]
afectiuni. In anii 1960 si 1970 Shirley Bryant a
Fibroza Chistica a fost descrisa in 1938  stabilit ca miotonia congenitala are legatura cu
si gena cauzatoare a fost clonatd in 1989. Din  un defect in conductanta musculaturii scheletice
acel moment cercetarea medicald alaturi de  astfel incat fibrele musculare miotonice au o
ingrijirea multidisciplinara au imbunatatit rezistentd membranara si o conductantd scazuta
speranta de viata si calitatea vietii pacientilor. a clorului (fibrele musculare normale se
Epilepsia Mioclonicd Juvenild a fost comporta In mediu deprivat de clor ca fibre
descrisd in 1957 si de atunci o serie de cercetdri  miotonice, sunt hiperexcitabile §i descarca
genetice au clarificat modalitatea de transmitere  potentiale electrice spontan). Thomas Jentsch
a acesteia. cloneaza gena CIC-1 in 1990. [3, 4]
Canalopatiile de clor au fost studiate mai
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Fibroza Chistica descrisa ca afectiune letald in
1938 de Dorothy Anderson si consideratd in
1953 o disfunctie electrolitica din cauza faptului
ca sudoarea pacientilor afectati era neobisnuit
de saratd, abia dupa 35 de ani de cercetare
medicala este recunoscutd ca o canalopatie de
clor [5].

Gena care codificd un canal de clor
AMP-c activat - CFTR, clonata pozitional in
1989, sta la baza modificarilor clinice atat de
variate din FC, in care caile aeriene au o
permeabilitate foarte scazuta la clor. Aceasta
face ca lichidul de suprafatd de la nivelul
epiteliului cailor aeriene sa fie prea putin
hidratat si s promoveze infectia respiratorie ce
va duce la boala cronica pulmonara.

Mecanismele prin care CFTR-ul afectat
produce boala pulmonara in FC sunt complexe
si includ disfunctia glandelor submucoase, un
raspuns imun anormal, volum si compozitie
anormald a lichidului de suprafata al cailor
aeriene, acidifiere anormald a organitelor
celulare. Toate acestea se traduc de fapt printr-o
deficientd imuna la nivel pulmonar impotriva
microorganismelor inhalate. Mai mut decat atat,
CFTR-ul insusi este reglator al altor canale
ionice si transportori ionici (canale epiteliale
ENaC ce joaca un rol primordial in reabsorbtia
sodiului).

Canalopatiile: date generale

Canalopatiile in ansamblu se refera la
afectiuni care rezulta in urma tulburarilor in
functia si expresia canalelor ionice.

Canalele ionice realizeazd caile (porii)
pentru difuziunea pasiva a ionilor de-a lungul
membranelor celulare. Deseori acestea sunt
inalt selective pentru anumiti ioni, acest fapt
ducand la clasificarea actuala in canale de
sodiu, de potasiu, de calciu, de clor si canale
nespecifice cationice. Directia transportului
ionic asociatd cu un curent electric depinde de
gradientul electrochimic pentru fiecare ion in
parte [7]. Gradientele electrochimice se
stabilesc printr-o interactiune intre pompe
active ionice, co-transportori si canalele ionice
in sine. Astfel, canalele ionice se pot inchide si
deschide (fenomenul de “gating”), ceea ce le va
permite diferite tipuri de reglare.

Pentru a intelege mai bine modalitatea
de functionare a canalelor ionice §i cum se
reprezintd in plan fenotipic tulburarile acestora,

trebuie precizat cd reglarea canalelor ionice se
face dupa natura procesului de ,,gating”: canale
activate postsinaptic sau canale de receptori de
glutamat GABA, canale activate de diferente de
potential (voltaj), de tumefiere sau extensie sau
chiar de diferente de temperatura (cald-frig).

Pe langa aceasta, canalele ionice pot fi
activate si functionarea lor poate fi indusa de
calciu, pH, fosforilare si lipide.

Canalele ionice sunt situate Tn membra-
nele plasmatice dar si in membranele organi-
telor intracelulare ca reticulul endoplasmatic,
endozomi, lizozomi si mitocondrii.

Dintre toate functiunile canalelor ionice,
cele mai bine cunoscute sunt cele de generare
ale curentilor electrici (care stau la baza
semnaldrilor neuronale). Pe langa acestea, un
rol crucial 1l au 1n transportul transepitelial de
apa si sare, in reglarea volumului celular si pH-
ului, 1n acidifierea organitelor intracelulare si in
semnalarea chimica (canale de calciu).

Cu toate ca cea mai mare parte din
afectiunile canalelor ionice afecteaza sistemul
neuromuscular (ataxia, epilepsia, aritmiile
cardiace, miotonia), unele canalopatii pot afecta
sl alte organe.

Defectele in transportul transepitelial
stau la baza modificarilor clinice din fibroza
chistica si o parte din formele de sindrom
Barter; unele mutatii in canalele de potasiu
afecteaza secretia de insulind, iar alte mutatii in
canalele de clor din lizozomi si endozomi duc la
litiaza renala sau osteopetroza.

Mutatiile in genele canalelor ionice pot
duce la pierderea sau castigarea unei functii ale
canalului respectiv. Mutatiile prin care se pierde
functia duc deseori la boli transmise recesiv —
cum este cazul fibrozei chistice in care exista
mutatii in gena CFTR [8] sau in sindromul
Barter — mutatii in gena CLCNKB [9, 10].

Datorita faptului ca aceste canale ionice
sunt complexe multimerice, 0 anumita pierdere
a functiei datorate unei mutatii poate da nastere
mutatiilor dominant - negative (vor reduce
functia canalului sub nivelul de 50% asteptat
din partea unor proteine care nu interactionecaza
la pacientii heterozigoti). Pacienfii cu mutatii
recesive (in stare homozigota) vor fi mai sever
afectati decat heterozigotii cu  mutatii
dominante.

Numarul canalopatiilor cunoscute a
crescut considerabil in ultimii ani, iar genele
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cauzatoare ale bolilor ce au rezultat din
disfunctiile canalelor ionice au fost identificate
prin diferite tehnici genetice cum sunt: clonarea
pozitionala, abordari ale genelor candidate,
clonare pozitionald a genelor candidate sau pe
baza fenotipurilor obtinute din modelele de
soareci “knockout” (soareci experimentali in
care se inactiveazd o gend existentd si este
inlocuitd cu un fragment artificial de ADN).

In tabelele urmatoare (tabele 1-3) sunt
listate canalopatiile de clor, genele implicate si
functiile acestora.

Boli umane Proteina/ | Functie defectiva
gena
Sidrom Anderman KCC3/ Dezvoltare
SLC12A6 | neuronala
Sindrom Bartter Tip | NKCC Balanta de sare
I /SLC12A1 | renala
Sindrom Bartter Tip | CIC-Kb Balanta de sare
11 /CLCNKB | renala
Sindrom Bartter Tip | Barttin Pierderea de sare
IV cu surditate /BSND renald, secretia
endolimfei
Diareea congenitala | SLC26A3 | Secretia fluidului
clorat intestinal
Tabelul 1
Fibroza Chistica CFTR Infectia cronica
endobronsica
Surditate KCC4/ Reciclarea
SLC12A7 potasiulu
Boala Dent CIC-5/ Acidifierea
CLCN5 endozomala
Acidoza tubulara AE1l/ Balanta pHului
renala distala SLC4A1l renal
Epilepsia Receptor Inhibitia sinaptica
GABAA y2
Hiperekplexia Receptor Inhibitia sinaptica
Gycine
/GLRA1
Epilepsia idiopatica | CLC-2/ Dezactivarea
generalizata* CLCN2 Cl canalelor
Tabelul 2
Epilepsia mio- GABAA Inhibitia sinaptica
clonica juvenild | receptor al
Miotonia CIC-1/ Potentialul
cogenitala CLCN1 membranar
Lipofuscinoza CLC-7/ Disfunctie
ceroida neuronala | CLCN7 lizozomala
Osteopetroza CLC-7/ Secretia acida de
LCN7 catre osteoclaste
Sferocitoza AE1/LC4A1 | Stabilitatea
membranara
Distrofia vite- Bestrophin-1/ | Transportul
liforma maculara | VMD2 RPE clorului?

*gena susceptibila

Tabelul 3

Tabelele 1-3 - Dezordini ale transportului de clor (dupa
Duran et al, Annu Rev Physiol. 2010)

Prezentare de caz

Adolescenta PA, nascuta in 24.07.1997,
din Brasov, este in evidenta Centrului Regional
de Mucovisdidoza Brasov de la varsta de 6 ani
cand s-a prezentat la un consult alergologic
pentru repetate infectii respiratorii. La momen-
tul consultului prezenta diaree cronica, hipo-
trofie ponderala, unghii hipocratice si aspect de
bronsiectazii bilaterale in lobii superiori.
Istoricul releva crestere ponderald nesatisfa-
catoare si sindrom de malabsorbtie cu steatoree
cronicd din perioada de sugar, urmata la varsta
copilariei mici de repetate infectii respiratorii
care au dus inclusiv la adenoidectomie, insa
fara rezultate satisfacatoare.

In acest context clinic se ridica
suspiciunea de fibroza chistica ce se va
confirma prin efectuarea testului sudorii pozitiv,
cu valori ale clorului sudoral de 96mEq/I.

Ulterior, testul genetic identificd un
status de heterozigot delta F508 (delF508-N
1303K).

In anii ce au urmat diagnosticului, se
instituie tratament complex de incetinire a
declinului functiei pulmonare s§i combatere a
infectiei pulmonare cronice (initial cu Staphylo-
coccus aureus, ulterior cu Pseudomonas aeru-
ginosa); terapie substitutivd enzimatici cu
Kreon, terapie mucolitica, fizioterapie respira-
torie si nutritfie  hipercalorica  conform
standardelor de tratament internationale.

Evolutia clinica este relativ satisfaca-
toare pana la varsta de 14 ani, cu status nutri-
tional bun, exacerbari pulmonare rare si predo-
minent in sfera sinusald cand apare un declin al
statusului pulmonar datorat unor episoade de
aspergiloza bronhopulmonara alergica (ABPA)
ce vor necesita corticoterapie prelungita si
terapie antifungica. Aceste episoade vor agrava
bronsiectaziile existente si vor inrautati statusul
pulmonar.

Cu ocazia unei recaderi de ABPA se
mentioneazd In evolutia clinica episoade de
mioclonii matinale la nivelul membrelor supe-
rioare apdrute la trezirea din somn. Acestea nu
au fost luate in considerare pana la aparifia unei
crize de convulsii tonico-clonice aparute dupa o
extenuare fizica si deprivare de somn.

Investigatiile de urgenta pentru criza de
grand mal se fac la un spital din Germania unde
EEG si examenul RMN cerebral sunt interpre-
tate ca normale si categorisite ca epilepsie de
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cauza neprecizatd. In etapa imediat urmatoare
nu este instituit nici un tratament.

Crizele mioclonice continua si dupa
episodul convulsiv din Germania si vor fi aduse
in atentia noastra cu ocazia interndrii pentru un
episod sever de ABPA asociat cu atelectazie
importantd de LSD.

Urmeaza investigatii de specialitate 1n
cadrul consulturilor neurologice si efectuarea
EEG intercritice si dupa deprivare de somn la
care se constatd aspect caracteristic pentru
epilepsia mioclonica juvenila.

Datele anamnestice, cu prezentarea
tipica a miocloniilor, chiar si cu ignorarea
acestora o perioadd dupd debut (cum se
mentioneaza si in literatura la adolescenti), criza
de convulsii tonicoclonice generalizate si
evaluarea datelor de specialitate au condus in
final la stabilirea diagnosticului clinic.

In perspectiva se doreste si evaluarea
genetica a EMIJ pentru identificarea genelor
implicate si transmisibilitatii acestora, in
conditiile in care nu se cunosc alte cazuri in
familia pacientei.

Dupa depasirea perioadei de acomodare
si acceptare a unui nou diagnostic de boalad
cronicd cu un impact emotional major asupra
familiei si adolescentei, se trece la instituirea
tratamentului cronic cu Levetiracetam (Keppra)
cu efecte de cupare ale crizelor mioclonice si cu
evolutie clinica buna.

Diagnosticul a doud boli genetice cu
impact asupra sperantei de viatd §i asupra
calitatii vietii, ce implica tratamente multiple,
complexe si permanente, a constituit punctul de
plecare in cercetarea posibilelor legaturi
fiziopatogenice Intre cele doua afectiuni.

In cele ce urmeaza sunt schitate aspec-
tele comune si interferentele genetice posibile,

intr-un rezumat al datelor din literatura
medicala existenta.
Fibroza  Chisticda si  Epilepsia

Mioclonica Juvenila

Fibroza Chistica este boala genetica cea
mai frecventa cu transmitere autosomal recesiva
la caucazieni datorata mutatiilor de la nivelul
genei CFTR (bratul lung al cromozomului 7)
care codifica un canal de clor.

Anomaliile functionale ale CFTR vor
avea ca si consecinte clinice o afectare multisis-
temica a sistemul respirator, gastrointestinal,

hepatobiliar §i reproducator cu infertilitate
masculina.

Pacientii FC sunt susceptibili la infectii
recurente §i cronice respiratorii cu o varietate de
microorganisme (in special Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Haemo-
phylus influenzae, complexul Burkholderia
cepacia §i Aspergillus).

Disfunctia in canalul CFTR este astfel
asociatd cu obstructie cronica a cailor respira-
torii, infectie si inflamatie, fapt care va constitui
factorul major de morbiditate si mortalitate.

Descoperirea genei Fibrozei Chistice in
1989 si a mutatiilor sale ca si cauza primara a
FC a generat in lumea stiintificaA o reactie
optimistd mai ales in legaturd cu dezvoltarea
unor terapii potentiale pentru o boald cu
speranta de viata limitata [10].

CFTRul are functii multiple: in reglarea
altor canale ionice si In diverse procese
celulare, de asemenea controlul miscarii
anionilor de-a lungul epiteliilor.

Datorita faptului ca de-a lungul timpului
s-au descoperit peste 1900 de mutatii CFTR,
fenotipul pacientilor este foarte variabil (chiar si
la nivelul celor care au acelasi genotip CFTR).
In prezent se considerd ci modificatori genici
(alte gene), cat si factori de mediu pot modula
fenotipul FC.

Epilepsia idiopatica cuprinde forme de
epilepsie care au fost definite mai precis in
ultimii 10 ani prin studiile genetice familiale
care au identificat un numar tot mai mare de
gene predispozante. Printre acestea, cele mai
importante par sa fie mutatiile in patru gene ce
codificd subunitati ale receptorului acidului c-
aminobutiric (GABA)A. Cercetarile recente au
demonstrat ca aceste mutatii sunt asociate cu o
scadere dramatica a curentilor GABA-evocati
in receptorii recombinati. Datoritd faptului ca
GABA este inhibitorul principal al transmiterii
in creierul adult, se crede ca pierderea functiunii
acestuia va cauza o excitabilitate anormala a
neuronilor corticali, ducand astfel la manifestari
clinice convulsive; in forma de epilepsie
mioclonica juvenila fiind descrise si mecanisme
genetice aditionale [11].

Epilepsia mioclonica juvenila (EMJ)
intruneste aproximativ 3% -30% din epilepsii si
este primar genetica. Exista factori rasiali, etnici
si geografici care fac ca aceasta sa fie transmisa
autosomal dominant, recesiv sau complex
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oligogenic. Pana in prezent au fost descoperiti
15 loci cromozomiali si 3 gene majore implicate
in fenotipurile EMJ.

Primele descrieri ale EMJ apartin lui
Janz si Christian din 1957 care definesc un
sindrom epileptic ,,petit mal impulsiv’ care
apare 1n perioada pubertard, fiind caracterizat de
convulsii mioclonice predominant la nivelul
membrelor superioare si care pot duce la
tulburari de echilibru cu pierderea posturii.

La acel moment, nu au fost descrise
modificari deosebite ale statusului constientei.
Afectiunea parea sd fie mostenitd, uneori se
manifesta cu crize generalizate tonico-clonice,
mai rar absente. Aceste convulsii pareau sa
apara la trezirea din somn, fiind precipitate de
deprivarea de somn. Electroencefalogramele
interictale si ictale erau caracterizate de unde-
varf rapide, generalizate, neregulate, in care nu
existau corelatii clare intre unde si mioclonii.
Raéspunsul la tratament parea sa fie adecvat, cu
necesitatea probabilda de a fi continuat toata
viata.

Aceste caracteristici vor fi confirmate
mai tarziu (1997) si de catre Janz si Durner.

Cercetdrile recente au  descoperit
implicarea in EMJ a trei gene: GABRAL la
nivelul cromozomului 5934, CLCN2 la nivelul
3926 si miocloninal EFHC1 la nivelul 6pl2
care sunt segregate in diverse familii afectate i
care creeazd mecanisme posibile ce produc
fenotipuri de EMJ [12]. Dintre acestea, primele
douad sunt gene care codificd canale de clor.

Mai mult decat atat, in 1996 Greenberg
descoperd la un grup de familii afectate de EMJ
in SUA un locus in regiuneca HLA ce are ca
expresie clinica crize de grand mal cat si
mioclonii la trezirea din somn. Ulterior se
confirma (Greenberg, Obeid) ca HLA DRI3
este asociat cu EMJ, ceea ce va sugera existenta
unei a doua gene (in afara de 6p12) la nivelul
cromozomului 6p.

Din toate studiile efectuate pana 1in
prezent, se pare ca fenotipul de epilepsie
juvenila mioclonica clasica este asociat cu
mutatii in gene EFHC (proteina care actioneaza
ca un canal de calciu, avand rol in homeostazia
intracelulara a calciului dar si cu rol in
apoptoza).

Pe de alta parte, mutatiile in majoritatea
genelor identificate panda acum in epilepsia
generalizata idiopatica (GABRAI1, GABRG2,

GABRD, si CLCN2) par mai degrabd sa fie
asociate cu o varietate de fenotipuri de
epilepsie, printre care si EMIJ, absentele
juvenile, absentele copilariei si epilepsia cu
convulsii grand mal la trezire (tabelul 4)
(Baulac et al.,, 2001; Wallace et al.,2001;
Cossette et al., 2002; Haug et al., 2003; Dibbens
et al.,2004; Maljevic et al., 2006).

Gene afectate | Fenotip Referinte

GABRA1 EMJ, EAC Cossette et al., 2002;
Maljevic et al., 2006

GABRG2 EAC Baulac et al., 2001,

GEFS+ Wallace et al., 2001;
Harkin et al., 2002;
Kananura et al., 2002

GABRD EMJ Dibbens et al., 2004

GEFS+,

CLCN2 EMJ, EJA, Haug et al., 2003;

EGCF, EAC | D’Agostino et al., 2004
EFHC EMJ Suzuki et al., 2004

EAC - epilepsia cu absente a copilariei

EGMT - epilepsia cu grand mal la trezire

EGCF - epilepsia generalizatd cu convulsii febrile
EJA - epilepsia juvenila cu absente

EMJ - epilepsia mioclonica juvenild

Tabelul 4 - Forme monogenice ale epilepsiei clasice
idiopatice generalizate (dupa Patrick Cossette, 2010)

Anumite studii  observationale au
sugerat chiar la un moment dat, ca aceste
sindroame sa fie considerate niste modificari
biologice continue, care se intrepatrund, chiar
daca sunt considerate entitati distincte [11].
Aceasta dovedeste, inca o data, cat de variata
este corelatia genotip-fenotip in domeniul
multor afectiuni.

In urma corelarii datelor stiintifice
despre cele doua afectiuni genetice, Fibroza
Chistica si Epilepsia Mioclonica Juvenild ce
apartin canalopatiilor de clor, chir daca la nivel
genetic recunosc gene de pe cromozomi diferiti,
se ridica intrebarea daca existda interferente la
nivel molecular intre prezenta celor doua boli
genetice la acelasi pacient.

Urmeaza sa se stabileasca, in masura
genei afectate la pacientul descris, care se
prezintd cu un sindrom epileptic sporadic in
familia din care face parte.
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