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RESUME

CONTEXTE. Le déficit systémique primaire en carnitine est une maladie génétique rare li¢e
a la mutation du géne SLC22A5 (OMIM #212140). Le diagnostic biologique est simple,
caractérisé par un taux plasmatique effondré en carnitine, et confirmé par I’identification de
deux mutations du gene SLC22AS5. Les manifestations cliniques initiales incluent des
symptomes cardiologiques, pouvant associer une cardiomyopathie dilatée hypokinétique sévere
et des troubles du rythme graves. En I’absence de supplémentation en carnitine, la maladie peut
conduire a un tableau de décompensation cardiaque fatal. L’objectif de ce travail a été de décrire
précisément les manifestations cardiologiques et rythmiques au diagnostic de déficit
systémique primaire en carnitine et leur évolution sous supplémentation en carnitine.

METHODES. Nous avons mené une étude multicentrique rétrospective, incluant I’ensemble
des patients francais ayant un diagnostic confirmé de déficit systémique primaire en carnitine.
Les données cliniques et paracliniques au diagnostic et au cours du suivi ont été recueillies soit
par les spécialistes en charge de ces patients, soit en se déplacant dans les centres. Lorsque des
électrocardiogrammes (ECG) étaient disponibles, I’intervalle QT était mesuré en double lecture
par deux cardiopédiatres, selon les recommandations internationales et corrigé avec la formule
de Bazett (QTc).

RESULTATS. Dix-neuf patients (dge médian au diagnostic de 2 ans et 4 mois) suivis dans 8
centres ont été inclus. Au diagnostic, 84% (16/19) des patients avaient une cardiomyopathie et
21% (4/19) présentaient une arythmie cardiaque (tachycardie ventriculaire ou fibrillation
ventriculaire). Sept ECG avant initiation du traitement sur les 10 disponibles montraient un QTc
< 340 ms signant un diagnostic de QT court. Sous traitement, aucun des 13 ECG disponibles
ne retrouvait de QT court. La médiane des QTc sous supplémentation en carnitine était de 393
ms (341-406) contre 338 ms (282-362) avant traitement (p<0.01). Lors du suivi médian de 17
ans, 10 patients recouvraient une échographie normale, mais 4 patients gardaient une
cardiomyopathie. Nous rapportons 3 déces dans cette cohorte (16%), une mort subite avant
supplémentation en carnitine (diagnostic a I’autopsie), un patient décédé d’un orage rythmique
non récupérable également avant mise en route de la supplémentation, et une mort subite chez
une patiente non observante au traitement, 16 années apres le diagnostic.

CONCLUSION. Les manifestations cardiologiques sont un mode de révélation fréquent du
déficit systémique primaire en carnitine, et semblent se normaliser sous supplémentation. Le
déficit en carnitine est notamment associé a un raccourcissement sévere de I’intervalle QT, dont
la physiopathologie est mal comprise, et qui peut conduire a des troubles du rythme. Les décés
sont fréquents (16%) et fortement liés a la survenue d’arythmie en 1’absence de
supplémentation. Il y a donc un intérét certain a 1’ajout de la recherche du déficit systémique
primaire en carnitine au dépistage néonatal systématique, qui permettrait d’en limiter la
mortalité.

MOTS CLES. Déficit systémique primaire en carnitine; Syndrome du QT court;
Cardiomyopathie dilatée ; Mort subite ; Arythmies ventriculaires



ABSTRACT

TITLE. CARDIAC COMPLICATIONS IN SYSTEMIC PRIMARY CARNITINE
DEFICIENCY

BACKGROUND. Systemic primary carnitine deficiency (PCD) is a rare genetic disease linked
to the mutation of the SLC22A5 gene (OMIM #212140). The biological diagnosis is
characterized by a collapsed plasma carnitine level and confirmed by the identification of two
mutations in the SLC22AS5 gene. Initial clinical manifestations include cardiological symptoms,
which may involve severe hypokinetic dilated cardiomyopathy and severe rhythm disorders. In
the absence of carnitine supplementation, the disease may lead to fatal cardiac decompensation.
The aim of this work was to describe precisely the cardiological and rhythmic manifestations
at the diagnosis of systemic primary carnitine deficiency and their evolution under carnitine
supplementation.

METHODS. We conducted a retrospective multicenter study, including all French patients
with a confirmed diagnosis of systemic primary carnitine deficiency. Clinical and paraclinical
data at diagnosis and during follow-up were collected either by the specialists in charge of these
patients or by visiting the centers. When electrocardiograms (ECG) were available, the QT
interval was measured in double reading by two pediatric cardiologists, according to
international recommendations and corrected with the Bazett formula (QTc).

RESULTS. Nineteen patients (median age at diagnosis 2 years and 4 months) followed in 8
centers were included. At diagnosis, 84% (16/19) of the patients had a cardiomyopathy and
21% (4/19) had a cardiac arrhythmia (ventricular tachycardia or ventricular fibrillation). Seven
ECG before initiation of treatment out of the 10 available showed a QTc < 340 ms indicating a
diagnosis of short QT. Under treatment, none of the 13 ECG available showed short QT. The
median QTc under carnitine supplementation was 393ms (341-406) versus 338ms (282-362)
before treatment (p<0.01). At median follow-up of 17 years, 10 patients normalized their
echocardiography, but 4 retained a cardiomyopathy. We report 3 deaths in this cohort (16%),
one sudden death before carnitine supplementation (diagnosed at autopsy), one patient who
died of a non-recoverable electrical storm also before initiation of supplementation, and one
sudden death in a patient who was non-compliant to treatment, 16 years after diagnosis.

CONCLUSION. Cardiological manifestations are a common mode of onset of systemic
primary carnitine deficiency and appear to normalize with supplementation. Carnitine
deficiency is notably associated with a severe shortening of the QT interval, the
pathophysiology of which is poorly understood, and may lead to rhythm disorders. Deaths are
frequent (16%) and strongly associated with the occurrence of arrhythmias in the absence of
early supplementation. There is therefore a clear benefit in adding the search for systemic
primary carnitine deficiency to routine neonatal screening, which would limit mortality.

KEY WORDS. Primary carnitine deficiency; Short QT syndrome; Dilated cardiomyopathy;
Sudden death; Ventricular arrythmias
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INTRODUCTION GENERALE

LE METABOLISME ENERGETIQUE DES ACIDES GRAS

Géneralites sur les acides gras

Les acides gras (AG) sont des acides carboxyliques a longue chaine aliphatique. Selon
leur longueur de chaine carbonée, ils sont distingués en chaine courte (<6 carbones), chaine
moyenne (6 a 12 carbones), chaine longue (14 a 20 carbones) et chaine trés longue (>20

carbones).

Le catabolisme des AG constitue une voie primordiale de production d’énergie en
permettant la production d’adénosine triphosphate (ATP) a partir a la fois des AG provenant de
I’alimentation (apport exogene), mais aussi des AG mobilisés a partir des réserves du tissu
adipeux ou encore des AG synthétisés de novo par le foie (apport endogéne).

Le mécanisme principal de production d’énergie est la béta-oxydation des AG qui a lieu dans
la mitochondrie. Cette voie de production est présente dans toutes les cellules mis a part dans
les cellules dépendant exclusivement du métabolisme glucidique (cellules cérébrales et

érythrocytes).

La béta-oxydation des AG est un processus complexe qui nécessite plusieurs étapes
clés :

- captation des AG a I’extérieur de la cellule

- transport des AG dans la cellule

- activation des AG dans le cytoplasme

- transport vers la matrice mitochondrial

- et oxydation dans la mitochondrie permettant de fournir au cycle de 1’acide citrique
et a la chaine respiratoire mitochondriale les substrats nécessaires a la production

dATP (1).

Activation des acides gras et transport jusqu’a la mitochondrie

Les AG entrent dans la cellule soit par diffusion passive a travers la membrane

plasmique, soit par liaison avec des protéines de transport (fatty acid translocase ou plasma
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membrane fatty acid binding protein). Une fois dans le cytoplasme de la cellule, les AG sont
liés a la fatty acid binding protein, puis liés au Coenzyme A (CoA) pour former un

acylCoenzyme A (acylCoA), réaction catalysée par I’acylCoA synthétase (2).

Contrairement aux acylCoA a chaine courte et a chaine moyenne qui passent librement
les membranes mitochondriales, les acylCoA a longue chaine ainsi formés doivent étre modifiés
en empruntant un systéme spécifique appelé « navette de la carnitine » pour traverser la
membrane mitochondriale. Pour ce faire, les acylCoA a longue chaine sont tout d’abord
transformés en acylcarnitines a chaine longue par la carnitine palmitoyl-transférase 1, puis ils
empruntent un transporteur, la carnitine-acylcarnitine translocase, qui permet le passage a
travers la membrane interne mitochondriale par échange avec une carnitine libre provenant de
la matrice. Enfin la carnitine palmitoyl-transférase 2 intervient pour régénérer I’acylCoA dans

la matrice mitochondriale (Figure 1).

Béta-oxydation des acides gras

i Corps AGCM AGCL Carnitine
cétoniques : Plasma
Acyl — CoA CL

Cytosol

Mitochondrie

v Acyl — CoA CLe_

Acyl — CoACM g% o
B-oxydation

Acyl— CoA CC e
P Acétyl — CoA

Chaine ’
espiratoire ATP

Figure 1 - Voies métaboliques de [’oxydation des acides gras a chaine longue (AGCL)
ou moyenne (AGCM) et des corps cétoniques; d’aprés Labarthe 2008 (36)

CPT-I et CPT-II : carnitine palmitoyltransférase I et Il ; CAT : carnitine/acyl-carnitine
translocase ; CL, CM ou CC : chaine longue, moyenne ou courte ; e— . électron.
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Dans la mitochondrie les AG sont béta-oxydés, il s’agit d’un procédé qui a pour but
d’obtenir des acétylCoenzyme A (acétylCoA) et de produire des coenzymes réduits
(Nicotinamide Adénine Dinucléotide : NADH,H", et Flavine Adénine Dinucléotide : FADH>)
(3). Ce procédé est composé d’une série de 4 étapes enzymatiques répétées. A chaque cycle la
molécule initiale est réduite de 2 carbones correspondant a la formation d’un acétylCoA, et
génére une molécule de NADH,H" et une molécule de FADH,. L’acylCoA poursuit ce cycle

enzymatique jusqu’a ce que I’AG soit complétement transformé en acétylCoA.

Les acétylCoA ainsi produits entrent dans le cycle de Krebs qui va fournir a son tour les
¢équivalents réduits NADH,H® et FADH» nécessaires au fonctionnement de la chaine
respiratoire pour la production d’ATP.

Les acétylCoA générés par la béta-oxydation peuvent également étre stockés sous forme de
corps cétonique dans le foie (cétogenese). Le catabolisme des corps cétoniques (cétolyse)
permet la libération d’acétylCoA pour la production d’énergie en situation de jeline par

exemple.

LA CARNITINE

Géneéralites sur la carnitine

La carnitine a été décrite pour la premicre fois dans le muscle de beeuf en 1905 par
Gulewisch et Krimberg, d’ou son nom qui dérive du latin « carno, carnis » qui signifie « chair ».
Son role de facteur de croissance indispensable pour le ver de farine, Tenebrio molitor a été
décrit plus tard en 1953 par Fraenkel (4), qui ’avait alors dénommé¢ vitamine Br. La fonction
de la carnitine dans le transport des AG a travers la membrane mitochondriale a été décrite par
Fritz en 1955 (5). L’existence d’une déficience en carnitine musculaire dans certaines

myopathies est connue depuis 1973 (6,7).

La carnitine (3-hydroxy-4-triméthylammonio-butanoate) est une petite molécule
hydrophile, dérivée d’acide aminé. Sa structure moléculaire est représentée par la Figure 2.
Elle existe sous forme de deux stéréo-isomeres, qui sont tous les deux actifs biologiquement,

mais seule la forme 1évogyre est retrouvée naturellement chez les animaux.
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Figure 2 - Structure biochimique de la carnitine : en 2D a gauche et en 3D a droite ; d’apres
PubChem (37)

La carnitine provient a 75% d’apports exogenes par I’alimentation (viandes, poissons,
produits laitiers) (8-10), et a 25% d’apports endogénes par synthése hépatique et rénale a partir
de la lysine et de la méthionine (11). Pour les personnes avec un régime alimentaire végétarien
strict, la réabsorption tubulaire rénale permet de conserver un taux de carnitine normal, la

synthése endogéne n’étant pas suffisante pour couvrir les besoins en carnitine (12).

La carnitine apportée par 1’alimentation est absorbée par transports actif et passif au
niveau des entérocytes. Sa biodisponibilité est variable et dépend de la quantité de carnitine
présente dans le repas (12). La carnitine est distribuée dans les tissus de fagcon ubiquitaire mais
est principalement concentrée dans le cceur et dans les muscles squelettiques, organes a forte

utilisation d’AG pour leur métabolisme énergétique.

Transport de la carnitine

L’Organic Cation/carnitine Transporter Novel type 2 (OCTN2) de la famille des OCT
(Organic Cation Transporteur) est un transporteur membranaire sodium dépendant de haute
affinité pour la carnitine (13). L’OCTN2 d’expression ubiquitaire, est principalement retrouvé

dans le cceur, les muscles squelettiques et les tubules rénaux proximaux (14).

L’OCTN?2 est codé par le géne SLC22A5 (Solute Carrier Family 22 Member 5) sur le
chromosome 5q31.1. Ce geéne code pour une protéine de 557 acides aminés organisée en 12
domaines transmembranaires (Figure 3). 1l interagit avec la carnitine et avec le sodium qui

permet ’internalisation active de la carnitine dans la cellule par gradient électrochimique

(15,16).
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La carnitine libre au niveau du rein est filtrée par le glomérule, puis réabsorbée a 95% par

I’OCTN2 dans les tubules rénaux proximaux (12).

SLC22A5 5q31.1-32 (132,369,752-132,395,614)
[ ' | ' | ' |

0 10 20 30 kb
' n '
5 —{] l HH—HHH 3
1 7. 345 6 7 8 910 exon
mRNA (1,674 nt ORF)
11 2 |3 4 5 |6 |7 8 |9 10 —

OCTN2 Carnitine Transporter (557 AA)

membrane

transporter
signature

Nucleoside 0 potential PK-C site
binding site 0 potential PK-A site
¥ glycosylation site

Figure 3 - Le transporteur de carnitine chez [’homme ; d’aprés Longo 2016 (17)

Ceeur et carnitine

Le cceur requiert un apport énergétique constant afin de conserver ses fonctions. Bien
que capable d’utiliser le glucose comme source d’énergie, sa source principale d’énergie
provient de la dégradation des AG par la béta-oxydation mitochondriale (18,19)

La concentration intracellulaire cardiaque en carnitine doit donc étre importante. Le
cceur, tout comme les muscles squelettiques, n’est pas capable de produire de carnitine. Le
transporteur OCTN2 est donc indispensable afin d’internaliser la carnitine dans les cellules

myocardiques (10).

LE DEFICIT SYSTEMIQUE PRIMAIRE EN CARNITINE

Physiopathologie du déficit systéemique primaire en carnitine
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Le déficit systémique primaire en carnitine, ou systemic Primary Carnitine Deficiency
(PCD) en anglais (#OMIM 212140) est une maladie autosomique récessive rare due a la
dysfonction d’OCTN2 par mutation du gene SLC22A5.
La prévalence de cette maladie est inconnue et semble varier en fonction de I’origine ethnique,
elle est estimée a 1:1300 naissances dans les iles Féroé (20), et a 1:100000 naissances en
Australie (21), la prévalence n’est pas connue en Europe.
Le dysfonctionnement du transporteur OCTN2 a pour conséquence une diminution de
I’internalisation intracellulaire de carnitine et donc une concentration intracellulaire effondrée.
Au niveau rénal la réabsorption tubulaire est quasi nulle (22) avec pour conséquence une fuite

urinaire de carnitine et un taux circulant de carnitine effondré.

Génétique du déficit systémique primaire en carnitine

Une centaine de mutations ont été décrites pour le géne SCL22AS5 codant pour
I’OCTN2, la plupart de ces mutations ayant pour conséquence une perte de fonction (23). Il
n’existe pas de lien entre le génotype et le phénotype, avec au sein d’une méme famille une
expression clinique d’une méme mutation trés variable, allant du sujet asymptomatique a la

décompensation mixte cardiaque et métabolique (24,25).

Manifestations cliniques du déficit systémique primaire en carnitine

Les manifestations cliniques du PCD sont trés variables et dépendent principalement de
I’age de début des symptomes (26).
Chez les enfants de moins de 2 ans, on retrouve fréquemment une décompensation métabolique
(avec hypoglycémie hypocétosique, hyperammoniémie, hépatomégalie, cytolyse hépatique,
encéphalopathie hépatique) qui peut étre favorisée par un jeline ou une infection intercurrente.
Cette forme précoce peut aussi s’associer a une cardiomyopathie hypertrophique ou dilatée, et
des troubles du rythme cardiaque graves.
La forme myopathique est fréquemment révélatrice de la maladie chez ’enfant plus agé, en
moyenne autours de 4 ans, associant une cardiomyopathie dilatée, une hypotonie, et une
faiblesse musculaire. L’installation de la cardiomyopathie peut étre trés insidieuse et

potentiellement 1étale en I’absence de traitement adapté.
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Les adultes quant a eux sont le plus souvent asymptomatiques, bien que certains décrivent une
fatigabilité. La grossesse peut étre 1’occasion du diagnostic avec une recrudescence d’arythmies

cardiaques.

Diagnostic du déficit systémique primaire en carnitine

L’¢élément clé d’orientation diagnostique est le dosage sanguin de la carnitine libre : la
carnitine plasmatique/sérique est effondrée < Spmol/L (norme 25-50umol/L). Un autre élément
d’orientation diagnostique est une excrétion urinaire de carnitine trés élevée sous
supplémentation en carnitine.

La confirmation diagnostique nécessite le séquengage du geéne SLC22A5 qui permet
d’identifier deux variants pathogénes.

En cas de test génétique négatif, le diagnostic peut étre obtenu par la mesure de la captation de
carnitine par les fibroblastes. Celle-ci est alors inférieure a 10% de ’activité des fibroblastes

contrbles (11).

Traitement du déficit systémique primaire en carnitine

Le traitement repose sur la supplémentation quotidienne et a vie en L-carnitine orale a
forte dose, de 100 a 200mg/kg/jour (27). En cas d’hospitalisation pour une hypoglycémie ou
nécessité de jeline notamment en raison d’une intervention médicale ou chirurgicale des apports
parentéraux par un soluté glucosé doivent étre assurés.

La posologie de la supplémentation en carnitine doit étre adaptée pour chaque patient en
fonction des taux plasmatiques en carnitine. La L-carnitine orale rentre dans la cellule chez les
patients avec PCD par le transporteur d’acides aminés B%* (ATB®") qui a une moindre affinité
pour la carnitine qu’OCTN2 (17).

Les effets secondaires du traitement de supplémentation sont rares (11). Un inconfort digestif
et des diarrhées sont décrites a fortes doses, ces symptdmes sont résolutifs avec la diminution
de la posologie de la supplémentation. Certains patients décrivent une mauvaise odeur, qui est
liée au métabolisme bactérien de la L-carnitine dans I’intestin qui produit de la triméthylamine,
dont I’odeur est désagréable ; cet effet indésirable répond a un traitement oral par métronidazole
ou a ’administration de probiotiques.

Le pronostic a long terme est favorable en cas de bonne observance de la supplémentation.
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Lien avec le syndrome du OT court

I1 semble exister une association entre le déficit systémique primaire en carnitine et le
raccourcissement de I’intervalle QT, avec la survenue de troubles du rythme graves chez

certains patients (28). Le prochain paragraphe fera un bref rappel sur le syndrome du QT court.

LE SYNDROME DU QT COURT

Géneralites sur le syndrome du OT court

Le syndrome du QT court est une maladie rare dont la description est tres récente. Alors
que I’allongement de I’intervalle QT est connu depuis longtemps pour augmenter le risque de
mort subite et de mortalité cardiaque globale. 11 a fallu attendre les années 1990 pour montrer
que le raccourcissement de I’intervalle QT était également a risque de mort subite.
L’enregistrement de holters ECG chez environ 6700 patients montraient effectivement un
risque de mort subite multiplié par deux lorsque I’intervalle QT moyen était inférieur a 400 ms
(29). L’existence d’un syndrome du QT court a été proposée pour la premiere fois en 2000 par
Gussak et al., avec la description de cas familiaux avec intervalle QT trés court associé a de la
fibrillation atriale paroxystique et un cas de mort subite (30). De nombreux cas ont ensuite été
rapporteés.

Ce syndrome associe un raccourcissement de la repolarisation et une tendance a la fibrillation
atriale et ventriculaire, et qui peut étre responsable d’une mort subite. Le syndrome du QT court

est d’ailleurs I’'une des causes génétiques rapportées de mort subite chez I’enfant (31).

Diagnostic du syndrome du OT court

Les modalités du diagnostic sont discutées. L’ESC (European Society of Cardiology)
en 2015 suggére un diagnostic de syndrome de QT court en cas de :

- QTc <340 ms sur I’enregistrement ECG

- ou QTc <360 ms associé a au moins un des éléments suivants :
o mutation pathogéne confirmée,
o histoire familiale de syndrome du QT court,
o histoire familiale de mort subite avant 1’age de 40 ans,
o survie a un épisode de tachycardie ventriculaire ou de fibrillation ventriculaire

en I’absence de cardiopathie sous-jacente (32).

19



La mesure de ’intervalle QT ne semble pas étre le seul point important a évaluer sur
I’ECG de ces patients. Les autres éléments a ’ECG suggérant un syndrome du QT court sont
un intervalle ST absent ou minime, avec un intervalle entre le point J et le pic de l'onde T
(mesuré dans la dérivation précordiale avec I'onde T de plus grande amplitude) inférieur a 120
ms, des ondes T amples avec une base étroite, une repolarisation précoce, ou un allongement

de l'intervalle entre le pic de ’onde T et la fin de I’onde T (32).
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Figure 4 - Tracé ECG d'un patient avec un syndrome du QT court ; d’apres Maury 2008 (38)

Les patients avec un syndrome du QT court semblent aussi présenter des valeurs

constantes de l'intervalle QT et un manque d'adaptation de ’intervalle QT a la fréquence
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cardiaque, avec un défaut d'allongement adéquat a des fréquences cardiaques plus lentes et un
raccourcissement anormal pendant l'accélération (pseudo-normalisation de I'intervalle QT a des

fréquences rapides).

Géneétique du syndrome du OT court

Le syndrome du QT court est associé a des mutations type gain-de-fonction dans des
genes codant des canaux potassiques voltage dépendant (genes KCNQ1, KCNJ2, et KCNH2),
et a des mutation type perte-de-fonction pour des genes codant des canaux calciques voltage

dépendant (CACNA1C, CACNB2, et CACNA2D1) (33).

Lien entre le déficit systémique primaire et le raccourcissement du OT

Plusieurs cas de raccourcissement de 1’intervalle QT dans le PCD ont été rapportés
notamment par Roussel et al. en 2016 (34), et il semble que sous traitement de supplémentation

par L-carnitine bien conduit il y ait une normalisation de I’intervalle QT (35).

Les atteintes cardiaques dans le déficit systémique primaire en carnitine semblent
fréquentes et étroitement liées au pronostic, que ce soit par la survenue d’une cardiomyopathie,
ou encore par le raccourcissement de ’intervalle QT exposant a un risque de troubles du rythme
graves. Néanmoins, aucune étude a notre connaissance ne s’est intéressée spécifiquement a
décrire les atteintes cardiologiques au moment du diagnostic et au cours de I’évolution du déficit

systémique primaire en carnitine.

L’objectif général de ce travail de thése a ainsi été de décrire les complications
cardiaques dans le déficit systémique primaire en carnitine et d’en préciser I’évolution sous
traitement de supplémentation par carnitine. Nous avons pour cela réalis¢é une étude
rétrospective multicentrique incluant 1’ensemble des patients suivis dans les centres de
référence des maladies métaboliques frangais, ayant un diagnostic confirmé de déficit
systémique primaire en carnitine. Le résultat de ce travail de thése est présenté sous la forme

d’un article en anglais.
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ARTICLE: “CARDIAC COMPLICATIONS IN
CARNITINE DEFICIENCY”

ABBREVIATIONS

FA: Fatty Acids

OCTN2: Organic Cation Transporter type 2

PCD: systemic Primary Carnitine Deficiency

QTc: QT interval corrected with the Bazett formula

SQTS: Short QT Syndrome

SYSTEMIC PRIMARY
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INTRODUCTION

Carnitine is a small protein essential for the transfer of long-chain fatty acid inside the
mitochondria for energy production by the B-oxidation (1). Carnitine is provided by the diet for
the most part and distributed ubiquitously but is mainly concentrated in the heart and skeletal

muscles, organs which have a high use of fatty acids for their energy metabolism (2).

Systemic Primary Carnitine Deficiency (PCD) (OMIM #212140) is a rare metabolic
autosomal recessive disease linked to mutations on SLC22AS5 gene (Solute Carrier Family 22
Member 5) on chromosome 5q31.1, which is encoding for the sodium-dependent carnitine
transporter Organic Cation Transporter type 2 (OCTN2) (1). OCTN2 is involved in the active
internalization of carnitine in the cell by electrochemical gradient, and is particularly expressed
in heart, skeletal muscle, and proximal renal tubules (3). In PCD, deficiency of OCTN2 results
in inappropriate urinary carnitine wasting, low serum carnitine level, and reduced intracellular
carnitine concentration. The prevalence of PCD is unknown and seems to depend on the
ethnicity, from about 1:1300 newborns in Faroe Island (4) to 1:100000 in Australia (5) and is

unknown in European countries.

Clinical symptoms and age at presentation of PCD are variable (6). Cardiac involvement
is common including cardiomyopathies and/or severe cardiac arrythmias and worsens the
prognosis. PCD in infants is presented as a metabolic decompensation and is often caused by
fasting or by an infection. This decompensation includes hyperammonemia, hypoketotic
hypoglycemia, hepatomegaly, elevated transaminases, and hepatic encephalopathy.
Cardiomyopathy, muscle weakness and moderate elevated creatine kinase may also be observed
in infants. Without treatment, this form of PCD leads to coma and death.

In childhood, the onset of a dilated or an hypertrophic cardiomyopathy can be insidious and
may lead to death before diagnosis. Hypotonia, muscle weakness and elevated creatine kinase
are also described at this age. Diagnosis during adulthood is rare, adults being mostly
asymptomatic, or suffering from less significant symptoms such as fatigability or reduced
endurance. Nevertheless, dilated cardiomyopathy and arrhythmias have also been described in

a few adult patients.

Diagnosis of PCD is orientated by collapsed plasmatic/serum carnitine level, and high

urinary carnitine excretion under carnitine supplementation. Confirmation of diagnosis requires
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identification of 2 pathogenic variants of the SLC22A5 gene; and in case of a negative genetic

test, diagnosis can be obtained by the decrease of carnitine uptake in fibroblasts (1).

Treatment of PCD consists in 100-200 mg/kg/day oral levocarnitine (L-carnitine)
supplementation (7), in order to maintain a normal plasma carnitine level (6,8). Hypoglycemia

or fasting need to be prevented and treated with intravenous dextrose infusion.

Cases of shortening of the QT interval on ECG have been described in patients with
PCD (9,10). Short QT syndrome (SQTS) combines shortened repolarization, predisposition to
arrhythmias, and risk of sudden death (11). European Society of Cardiology in 2015 suggests a
diagnosis of SQTS in case of QTc interval < 340 ms; or QTc interval <360 ms associated with
one criteria among: confirmed pathogenic mutation, family history of SQTS, family history of
sudden death before 40 years old, survival of ventricular fibrillation or ventricular tachycardia
in the absence of underlying heart disease (12). The relation between carnitine deficiency and

short QT syndrome has been suggested, but the pathophysiology remains unknown (9,13).

Cardiac manifestations in PCD appear to be frequent and could worsen the prognosis.
Nevertheless, to our knowledge, no study has specifically described the cardiological symptoms
at the time of diagnosis and during the course of PCD. The aim of this work was therefore to
precisely describe the cardiac complications in PCD and to specify their evolution under

carnitine supplementation.

METHODS

Study design

We conducted a retrospective multicenter study, including all the patients with a
confirmed diagnosis of PCD and followed in French Reference Centers for Metabolic Disease.
“Filiere nationale de santé maladies rares G2M — Maladies Héréditaires du Métabolisme”. The
diagnosis of PCD was suspected in presence of low plasma free carnitine concentration (<5
uM, normal 25-50 uM) and had to be confirmed by molecular testing of SLC22AS5 gene (2
mutations needed) (14) or by demonstrating reduced fibroblast carnitine transport (< 10% of

the control rate) in case of negative genetic screening (15).
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Gender, age, clinical symptoms, serum carnitine levels, ECG records, echocardiograms,
cardiological complications (i.e. arrhythmias, cardiomyopathy, heart failure, death from
cardiovascular event) and treatment were retrospectively recorded, at diagnosis and during
follow up, by the French specialists of PCD in charge of patients or by visiting the centers.
When electrocardiograms were available, the QT interval was measured in double reading by
two pediatric cardiologists, using the tangent method (Figure I), according to international

recommendations (16) and corrected with the Bazett formula (QTc).

Bazett formula : QTc =

or
VRR

TT%

"
e

Figure 1 - Tangent method used to measure QT interval; from Postema 2014 (45)

Statistical analysis

Continuous data were expressed as median (minimum-maximum) and qualitative
variables were expressed as number (percentage). Comparison between QTc before and after

supplementation were done using Wilcoxon match-paired test. A p-value under 0.05 was
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considered significant. Statistical tests were made using Prism version 6 (GraphPad software

Inc, La Jolla, CA).

Ethical Approval of the Study Protocol

Approbation by the local ethics committee is being registered. The need for informed

consent was waived, in accordance with French rules for retrospective studies.

RESULTS

Nineteen patients followed in 8 French hospital centers were included. Patients
characteristics at diagnosis are presented in 7able 1. Free serum carnitine level at diagnosis was
collapsed for all patients. PCD was confirmed for all patients, by genetic confirmation for 17

patients (89%) and/or by reduced fibroblast carnitine transport for 5 patients (26%).

Cardiological manifestations were notified in 17 patients (89%) at the time of diagnosis.
Sixteen patients (84%) displayed a cardiomyopathy (10 dilated cardiomyopathy, 5 hypertrophic
cardiomyopathy and 1 unspecified cardiomyopathy) and 3 patients (21%) suffered from severe
arrythmias including 1 ventricular tachycardia and 2 ventricular fibrillations. Among these 3
patients, one died from non-recoverable cardiac arrest (electric storm) at age of 4 months,
despite electro versions and initiation of extracorporeal membrane oxygenation circulatory
support. One two years old patient died from a “sudden death” with a postmortem diagnosis of

PCD, probably because of severe arrythmia. Overall mortality at diagnosis was therefore 10%.

Other inaugural symptoms at diagnosis included hypoketotic hypoglycaemia for 7
patients (37%), hyperammonaemia for 6 patients (32%), and muscle weakness for 5 patients
(26%). These non-cardiological symptoms were found in a total of 9 patients (47%) at

diagnosis.
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Table 1 — Patients characteristics at diagnosis

Parameters Patients (n=19)
Demography

- Male/Female 10 (53%) /9 (47%)

- Age (years) 4.5 (0.3-28.8)
Cardiological symptoms 17 (89%)

- Cardiomyopathy 16 (84%)
Dilated cardiomyopathy 10 (47%)
Hypertrophic cardiomyopathy 5(26%)
Unknown type 1 (5%)

- Arrythmia 4 (21%)
Ventricular tachycardia 1 (5%)
Ventricular fibrillation 2 (11%)

- Sudden death 1 (5%)

Other symptoms 9 (47%)

- Hypoketotic hypoglycaemia 7 (37%)

- Hyperammonaemia 6 (32%)

- Muscle weakness 5 (26%)
Global mortality at diagnosis 2 (11%)
Corrected QT (ms) 338 (282-362)

<340 7 (70%)
> 340 3 (30%)
Carnitine dosage

- Free carnitine (umol/L) 2(0.3-9)

- Total carnitine (umol/L) 3.1(1-12)
Confirmatory diagnostic tool

- Pathogenic mutations of SLC22AS5 gene 17 (89%)

- Reduced fibroblast carnitine transport 5 (26%)

Data are expressed in number (%) or in median (min-max)

The seventeen remaining patients received carnitine supplementation at a median dose
of 130 mg/kg/day, 3 times a day for 7 patients (41%) and 4 times a day for 9 (59%). The median
dosage of free and total carnitine under supplementation was respectively 17umol/L and
25umol/L and reached the expected concentrations.

Evolution during a median follow-up period of 16.5 (0.7-47) years with carnitine
supplementation is shown in Table 2. Among the fourteen remaining patients with
cardiomyopathy, ten recovered normal heart at echocardiogram, but 4 patients retained a
cardiomyopathy (24%) including 3 hypertrophic cardiomyopathies and 1 dilated

cardiomyopathy. Of these patients, one had only been on supplementation for 8§ months. The
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other ones had comparable carnitine supplementation dosage (150 vs 130), comparable free
carnitine serum level (7.6 vs 8.3) and comparable follow up duration (15.5 vs 16.5) than patients
who recovered the cardiomyopathy. No arrythmia was notified during follow-up, but one
patient died from sudden death 16 years after the initiation of the supplementation, probably
due to rthythmic complication. This patient discontinued the medical follow-up and was non-

compliant for carnitine supplementation.

Table 2 — Evolution with carnitine supplementation

Parameters Patients (n=17)
Duration of follow-up (years) 16.5 (0.7-47)
Carnitine supplementation

- Treatment dosage (mg/kg/day)

50-100 5 (29%)
100 - 200 10 (59%)
>200 1 (6%)
Unknown 1 (6%)
- Number of treatment intake (/day)
3 7 (41%)
4 9 (59%)
Unknown 1 (6%)
Carnitine dosage
- Free carnitine (umol/L) 8.3 (7.1-40.6)
- Total carnitine (umol/L) 16.9 (11.7-55.4)
Cardiological symptoms 5 (29%)

- Cardiomyopathy 4 (24%)
Dilated cardiomyopathy 1 (6%)
Hypertrophic cardiomyopathy 3 (18%)

- Arrhythmias 0 (0%)

- Sudden death 1 (6%)

Corrected QT (ms) 383 (341-406)

Data are expressed in number (%) or in median (min-max)

Among the 10 ECG available before the initiation of supplementation, the median of
QTc was 338 ms (282-362), and 7 (70%) had a QTc < 340 ms that meets the definition of SQTS.
With carnitine supplementation, among the 13 ECG available, median QTc was 384 ms (340-
406), and the QTc was > 340 ms for all patients. Each individual patient increased the QTc
from a median duration of 62 ms (10-118) with carnitine supplementation (p<0.01). Evolution

of QTc is shown in Figure 2 and Figure 3.
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Figure 2 — Evolution of OQTc before (“basal’’) and after L-carnitine therapy (‘‘with carnitine”)

Evolution of QTc

450- L
w 400-
£
|2 350-
S 300-
250 T T
basal with carnitine

Wilcoxon match-paired test, **: p<0.01
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Figure 3 — Example of ECG before and after 3 vears of carnitine supplementation

:::!5:‘??7—”;;;': { V ! ‘ : i y : ’\h' "'! I :
“BASAL”: before treatment, shortened QT: QTc 324ms.
“WITH CARNITINE: after 3 years of treatment, normalization of the QT : QTc 405ms.
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DISCUSSION

Our study underlines that the main clinical manifestations of systemic primary carnitine
deficiency are cardiological and associate severe arrythmias with reduction of the QT interval
and dilated or hypertrophic cardiomyopathy. We also report a fatal course in 16% of patients,
due to cardiological complications. Yet, carnitine supplementation allows recovery from
cardiological manifestations most of the time, both by normalization of QT interval and
avoiding rhythmic complications, and by the regression of most of the cardiomyopathies.

Mortality under well-managed carnitine supplementation was null in our cohort.

These results are consistent with the various case reports described in the literature.
Morand et al. described the complete recovery of a patient with hypokinetic dilated
cardiomyopathy under supplementation (17). Rijlaarsdam et al. also published a case report of
an adolescent with PCD whose only initial symptom was ventricular fibrillation, with persistent
non-sustained ventricular tachycardia, that only regressed under supplementation (18). As in
our study, Stanley (8) highlighted the importance of continuing supplementation for life,
reporting two cases of patients who died of cardiac arrest before age 30 when carnitine
supplementation was discontinued. A mouse model of PCD was developed by the team of
Roussel et al. by inhibiting the OCTN2 transporter with mildronate (9), preventing carnitine
from entering the cell. In this model, the mice mimicked the human phenotype, combining
hypertrophic cardiomyopathy, QT interval shortening, and the occurrence of sustained
ventricular tachycardia and ventricular fibrillation. These mice may thus constitute an excellent

model for understanding the pathophysiological mechanisms of cardiac damage.

Pathophysiology of cardiomyopathy in PCD is poorly understood. Two phenotypes are
observed, hypertrophic cardiomyopathy and dilated cardiomyopathy. The hypertrophic
cardiomyopathy phenotype is possibly explained by the accumulation of free fatty acids (FA)
that are not metabolized and that could potentially be accumulated in lipid vacuoles into the
cardiac muscle tissue, as already shown in humans in other beta-oxidation deficiencies (19),
but also in a mouse model of carnitine deficiency (20,21). This accumulation of free FA in the
heart tissue could also explain the second phenotype (dilated cardiomyopathy), through the
process of cardio-lipotoxicity. The mechanisms of lipotoxicity on the heart have been well

described in type 2 diabetes, metabolic syndrome, or obesity (22,23). These metabolic diseases
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are characterized by a high level of serum free FA responsible for a cellular accumulation of
lipids, the FA imported into the cell exceeding the capacity to use them (24,25). It has been
hypothesized that this imbalance between FA intake and utilization (both through excess intake
and decreased mitochondrial oxidation) is responsible for toxic intra myocardial lipid
accumulation leading to cellular dysfunction and heart failure when no vascular pathology is
associated (26). The development of transgenic mice expressing acylCoA synthetase (27), fatty
acid transport protein 1 (28) or lipoprotein lipase (29) verified this hypothesis, as lipid
accumulation in these mice led to cardiac dysfunction without underlying metabolic disease.

Excess FA accumulated in the cell are incorporated into lipid droplets as triglycerides and into
membranes as phospholipids. In the droplets, toxic lipid complexes to the cardiac cells are
generated and contribute to the genesis of myocardial dysfunction. This toxic metabolites from
non-oxidative pathways of lipid metabolism mainly include lysophospholipids, ceramides and
diacylglycerols (23). Lysophospholipids are derived from the release of a FA from a
phospholipid by the action of phospholipase A2. These lipids have proinflammatory and
proarrhythmogenic activity and are associated with mitochondrial dysfunction (30,31).
Sphingolipids including ceramides have been incriminated in cardiac lipotoxicity (32). These
lipids accumulate in tissues and particularly in heart in the event of excess tissue FA intake.
Ceramides inhibit the insulin signaling pathway (33) and induce cell apoptosis through
activation of the ERK, p38MAPK and JNK pathways (34). Decreasing ceramide biosynthesis
in a mouse model of lipotoxic cardiomyopathy by overexpression of
glycosylphosphatidylinositol-anchored human lipoprotein lipase improved cardiac function
and survival (35). Similarly, in an adiponectin-induced cardiomyocyte death model, ceramidase
activation and ceramide depletion had a protective effect (36). Finally, diacylglycerols are
derived from the cleavage of phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate by the phospholipase C.
They act as a lipid second messenger by activating protein kinase C, which is involved in the
development of dilated and hypertrophic cardiomyopathies. Diacylglycerols are converted to
triglycerids by the action of diacylglycerol acyltransferase. Liu et al. showed that
overexpression of diacylglycerol acyltransferase in a mouse model of lipotoxic heart failure by
overexpression of Long Chain CoA synthase improved systolic and diastolic heart function in
parallel with a decrease in diacylglycerol production (37). It is important to note that in this
study, the decrease in diacyglycerol was associated with a decrease in ceramides and an
improvement in FA oxidation, showing the close interdependence between the different lipid

signaling pathways. The lipidomic study of the hearts of murine models with PCD, particularly
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by the action of mildronate, would allow to verify this hypothesis and to enhance the

characterization of the phenomena of cardio-lipotoxicity.

Such changes in the lipid homeostasis of the heart tissue could probably also explain the
shortening of the QT interval observed in patients without supplementation. The
pathophysiological mechanisms remain unknown but could possibly be related to changes in
the activity of ion channels inserted in the plasma membranes. Indeed, independently of
carnitine deficiency, short QT syndrome has been characterized by mutations in genes encoding
potassium or calcium channels, resulting in either an increase in potassium outward current or
calcium inward current shortening the QT (38,39). However, the modification of lipid
homeostasis could also affect the regulation of these channels. It has been shown in vitro that
the accumulation of long-chain acylcarnitines increases the amplitude and accelerates the
deactivation of the HERG channel potassium current (40). Moreover, the mouse model of very-
long chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency which is notably characterized by an
accumulation of long-chain acylcarnitines, had in an inverse manner to the PCD, an increase in
QTc duration (41). This phenomenon associated with the occurrence of a short QT in PCD,
may suggest a correlation between acylcarnitine concentration and QT duration. In this sense,
it would be interesting to measure the QT intervals of patients with long-chain fatty acid beta-
oxidation deficiency in the context of decompensation with acylcarnitine accumulation,
especially since these pathologies are associated with serious rhythm disorders (42), for which

the pathophysiology is still unknown.

Whatever the pathophysiological origin, the occurrence of cardiomyopathy and severe
rhythm disturbances expose patients with PCD to death, whereas this risk appears to be null
with the carnitine supplementation. Thus, 3 of the 19 patients in our cohort died (16%), 2 before
the initiation of the carnitine treatment, and one due to non-compliance to the treatment. In
these conditions, it seems necessary to propose an early diagnosis of the disease by
implementing a French policy of neonatal screening on blotting paper by mass spectrometry,
associated with a diagnostic confirmation by sequencing of the SLC22AS5 gene, in order to

avoid delay in the initiation of treatment with carnitine (43,44).

The main limitations of this study are the retrospective collection of data leading to
missing information, and a small sample size due to the rarity of the disease. To our knowledge,

this cohort is however the largest describing cardiac complications in patients with PCD.

36



CONCLUSION

Our study highlights the severity of cardiac complications in PCD, including at

diagnosis cardiomyopathy in 84% and arrhythmias in 21% of patients. Moreover, carnitine

deficiency was associated with shortening of QTc duration, that normalized with

supplementation. Most of cardiomyopathies were also reduced with carnitine treatment. Three

patients died in our cohort (16%), two before carnitine supplementation and one non-compliant,

that underlines the necessity of early diagnosis with neonatal screening, and a lifelong

monitoring and observance to the treatment.
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Résumé : Complications cardiaques dans le déficit systémique primaire en carnitine

CONTEXTE. Le déficit systémique primaire en carnitine est une maladie génétique rare liée a la
mutation du géne SLC22A5 (OMIM #212140). Le diagnostic biologique est simple, caractérisé par un
taux plasmatique effondré en carnitine, et confirmé par I’identification de deux mutations du geéne
SLC22A5. Les manifestations cliniques initiales incluent des symptomes cardiologiques, pouvant
associer une cardiomyopathie dilatée hypokinétique sévere et des troubles du rythme graves. En
I’absence de supplémentation en carnitine, la maladie peut conduire a un tableau de décompensation
cardiaque fatal. L’objectif de ce travail a été de décrire précisément les manifestations cardiologiques et
rythmiques au diagnostic de déficit systémique primaire en carnitine et leur évolution sous
supplémentation en carnitine.

METHODES. Nous avons mené une étude multicentrique rétrospective, incluant I’ensemble des
patients francais ayant un diagnostic confirmé de déficit systémique primaire en carnitine. Les données
cliniques et paracliniques au diagnostic et au cours du suivi ont été recueillies soit par les spécialistes en
charge de ces patients, soit en se déplacant dans les centres. Lorsque des électrocardiogrammes (ECQG)
¢taient disponibles, I’intervalle QT était mesuré en double lecture par deux cardiopédiatres, selon les
recommandations internationales et corrigé avec la formule de Bazett (QTc).

RESULTATS. Dix-neuf patients (dge médian au diagnostic de 2 ans et 4 mois) suivis dans 8 centres
ont été inclus. Au diagnostic, 84% (16/19) des patients avaient une cardiomyopathie et 21% (4/19)
présentaient une arythmie cardiaque (tachycardie ventriculaire ou fibrillation ventriculaire). Sept ECG
avant initiation du traitement sur les 10 disponibles montraient un QTc < 340 ms signant un diagnostic
de QT court. Sous traitement, aucun des 13 ECG disponibles ne retrouvait de QT court. La médiane des
QTc sous supplémentation en carnitine était de 393 ms (341-406) contre 338 ms (282-362) avant
traitement (p<0.01). Lors du suivi médian de 17 ans, 10 patients recouvraient une échographie normale,
mais 4 patients gardaient une cardiomyopathie. Nous rapportons 3 déces dans cette cohorte (16%), une
mort subite avant supplémentation en carnitine (diagnostic a 1’autopsie), un patient décédé d’un orage
rythmique non récupérable également avant mise en route de la supplémentation, et une mort subite
chez une patiente non observante au traitement, 16 années apres le diagnostic.

CONCLUSION. Les manifestations cardiologiques sont un mode de révélation fréquent du déficit
systémique primaire en carnitine, et semblent se normaliser sous supplémentation. Le déficit en carnitine
est notamment associé a un raccourcissement sévere de 1’intervalle QT, dont la physiopathologie est mal
comprise, et qui peut conduire a des troubles du rythme. Les déces sont fréquents (16%) et fortement
liés a la survenue d’arythmie en 1’absence de supplémentation. Il y a donc un intérét certain a I’ajout de
la recherche du déficit systémique primaire en carnitine au dépistage néonatal systématique, qui
permettrait d’en limiter la mortalité.

MOTS CLES. Déficit systémique primaire en carnitine ; Syndrome du QT court ; Cardiomyopathie
dilatée ; Mort subite ; Arythmies ventriculaires
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