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SOUHRN

Úvod: Existují pádné důkazy pro to, že náhlá srdeční smrt (NSS) je geneticky podmíněna. V naší předchozí 
studii jsme zjistili, že prevalence vybraných vzácných kódujících variant v pěti genech se vztahem k syndromu 
dlouhého intervalu QT (LQTS) byla signifi kantně vyšší u pacientů s ischemickou chorobou srdeční (ICHS), 
kteří přežili fi brilaci komor (FK), ve srovnání s kontrolami. V nynější studii jsme provedli mutační analýzu 
promotorů pěti LQTS genů ve stejné skupině pacientů a v kontrolních populacích.
Metody: Promotory genů KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1 a KCNE2 byly analyzovány u 45 jedinců s ICHS, kteří 
přežili FK. Alelické frekvence byly srovnávány s daty z projektu 1000 Genomes Project nebo z lokální DNA 
banky pacientů s ICHS bez maligních arytmií (141 jedinců).
Výsledky: U 34 (75,5 %) ze 45 jedinců přeživších FK bylo nalezeno devět různých variant promotorů: dvě 
v promotoru genu KCNQ1, jedna v promotoru genu KCNE1 a šest v promotoru genu SCN5A. Statisticky 
signifi kantně se lišily alelické frekvence obou variant promotoru genu KCNQ1: 1-182C>T (p = 0,008), 
1-119G>A (p = 0,007). Tyto varianty však v předchozí studii nesegregovaly s LQTS fenotypem. Alelická 
frekvence varianty 225-1072T>C promotoru genu SCN5A u pacientů přeživších FK se signifi kantně lišila 
ve srovnání s daty z 1000 Genomes Project (p = 0,001), nikoliv však oproti skupině lokálních kontrol 
s ICHS.
Závěry: Naše výsledky ukazují, že varianty promotorů genů pro iontové kanály jsou časté jak u pacientů 
přeživších FK, tak v kontrolních skupinách. Naznačují, že varianty promotorů jsou geografi cky specifi cké 
a nejsou běžnou příčinou NSS.

© 2013, ČKS. Published by Elsevier Urban and Partner Sp. z o.o. All rights reserved.
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Úvod

Existují pádné důkazy pro to, že náhlá srdeční smrt (NSS) 
je geneticky podmíněná [1–4]. V naší předchozí studii 
jsme zjistili, že prevalence vybraných vzácných kódujících 
variant v pěti genech se vztahem k syndromu dlouhého 
intervalu QT (LQTS) byla signifi kantně vyšší u pacientů 
s ischemickou chorobou srdeční (ICHS), kteří přežili fi b-
rilaci komor (FK), ve srovnání s kontrolami, což potvrzuje 
mechanistickou roli těchto genů v takto defi nované pod-
skupině pacientů [5].

Deset let po publikaci výsledků sekvenace lidského ge-
nomu je jasné, že kódující sekvence představují jen asi 1,5 
% lidského genomu [6]. Zbývající čast je buď „DNA junk“ 
– „odpad“, nebo mnohem pravděpodobněji obsahuje dů-
ležité regulační sekvence.

V nynější studii jsme provedli mutační analýzu nekódu-
jících částí genů – promotorů – pět LQTS genů ve stejné 
skupině pacientů s ICHS s dokumentovanou FK v okamži-
ku NSS a v kontrolních populacích.

Metody

Vyšetřované subjekty
Skupina pacientů byla identická jako v předchozí stu-
dii [5] a byla tvořena 45 bělošskými pacienty (5 žen, 40 
mužů) z oblasti jižní Moravy (cca 1,5 milionu obyvatel). 
Primárním zařazovacím kritériem byla FK dokumento-
vaná v době oběhové zástavy, která nebyla v souvislos-
ti s akutní fází infarktu myokardu (tj. více než 48 h po 
příhodě). Takoví jedinci byli identifi kováni v registru ICD 
našeho pracoviště, částečně retrospektivně (1998–2006), 
od roku 2007 byli noví pacienti zařazováni prospektivně. 
U dvou pacientů došlo k FK za hospitalizace více než 72 h 
po akutním infarktu myokardu. Všichni ostatní prodělali 
oběhovou zástavu mimo nemocnici, FK byla dokumento-
vána posádkou vozu rychlé záchranné pomoci. Pacienti 
byli úspěšně resuscitováni a poté odesláni na naše pra-

coviště buď přímo, nebo přes regionální nemocnice. Po 
oběhové stabilizaci a úpravě mentálního stavu všichni 
pacienti podstoupili podrobné kardiologické vyšetření. 
U žádného z pacientů nebyly zjištěny známky akutního 
infarktu myokardu ani podle EKG, ani hodnot troponi-
nu. Ischemická choroba srdeční byla u všech pacientů po-
tvrzena koronarografi ckým nálezem signifi kantních ste-
nóz (> 70 %) nebo chronických uzávěrů. Ejekční frakce 
levé komory (EFLK) byla hodnocena echokardiografi cky. 
U tří pacientů nebylo možno interval QT hodnotit kvůli 
přítomnosti blokády levého Tawarova raménka nebo fi b-
rilace síní. Žádný ze zbývajících 42 pacientů nevykazoval 
významné prodloužení intervalu QT či EKG známky syn-
dromu Brugadových.

Jako kontrolní soubor byla využita data z 1000 Genomes 
Project, v rámci kterého jsou sekvenovány genomy velkého 
počtu osob a jehož účelem je vytvoření zevrubného zdro-
je informací o lidských genetických variacích. V současné 
době databáze obsahuje data o genetických variacích 
v 1 092 lidských genomech z různých populací [7].

V případech, kdy data z 1000 Genomes Project nebyla 
k dispozici, byla použita kontrolní skupina 141 pacientů 
s ICHS, kteří byli hospitalizováni na našem pracovišti pro 
akutní koronární syndrom. U všech pacientů byla diagnó-
za ICHS potvrzena koronarografi í. Všichni pacienti měli 
sníženou EFLK a přežívali minimálně čtyři roky po přího-
dě. Je tedy možno je považovat za jedince s nízkým rizi-
kem NSS. Klinickou charakteristiku obou skupin shrnuje 
tabulka 1.

Po získání informovaného souhlasu byl u všech jedin-
ců proveden odběr periferní krve k izolaci DNA. Protokol 
studie byl schválen etickou komisí FN Brno a je v souladu 
s etickými doporučeními Helsinské deklarace z roku 1975.

Genomické DNA vzorky 
a polymerázová řetězová reakce
Genomická DNA všech pacientů přeživších FK byla analy-
zována na přítomnost mutací v promotorových oblastech 
genů KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1 a KCNE2. Genomic-
ká DNA byla extrahována ze vzorků periferní krve podle 

ABSTRACT

Introduction: Strong evidence suggests that sudden cardiac death (SCD) is genetically determined. In our 
previous study we found that the prevalence of selected, rare coding variants in 5 long QT genes was signi-
fi cantly higher in ventricular fi brillation (VF) survivors with coronary artery disease (CAD) than in controls. 
In the present study we performed mutational analysis of the promoters of 5 LQTS-related myocardial ion 
channel genes in the same group of patients and in control populations.
Methods: The promoters of KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1 and KCNE2 genes were analyzed in 45 CAD 
individuals – survivors of documented VF. The allelic frequencies were compared either to data from the 
1000 Genomes Project or from a local DNA bank of patients with coronary artery disease and no malignant 
arrhythmia (141 individuals).
Results: In 34 (75.5%) of 45 VF survivors 9 different promoter variants were found: 2 in KCNQ1 gene pro-
moter, 1 in KCNE1 promoter, and 6 in SCN5A promoter. Statistically signifi cant differences were found in 
the allelic frequencies of both KCNQ1 gene promoter variants: 1-182C>T (p=0.008), 1-119G>A (p=0.007). 
Nevertheless, these variants did not segregate with long QT phenotype in a previous study. While the allelic 
frequency of the SCN5A gene promoter variant 225-1072T>C signifi cantly differed in VF survivors compared 
to the 1000 Genomes Project (p=0.001), this allelic frequency was not different when compared to the group 
of local CAD controls.
Conclusions: Our fi ndings demonstrated that variants of ion channel gene promoters are common, both in 
VF survivors and control groups. These results suggest that promoter variants are geographically-specifi c and 
are not a common cause of SCD.
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standardního protokolu s využitím DNA BloodSpin kitu 
a klasické metody ethanolové progrese.

Promotorové sekvence genů KCNQ1, KCNH2 a KCNE1 
(GenBank přístupová čísla NG008935.1, NG008916.1, 
NG009091.1) byly amplifi kovány multiplexní polymerá-
zovou řetězovou reakcí (PCR). Byly navrženy a použity 
následující páry primerů: sedm párů primerů pro KCNQ1 
promotor, šest párů primerů pro KCNH2 promotor a je-
den pár primerů pro KCNE1 promotor. Při PCR amplifi -
kacích byl použit HotStarTaq Master Mix (Qiagen, Inc., 
Valencia, CA, USA). Každá PCR byla prováděna ve 200μl 
tenkostěnných PCR zkumavkách v celkovém reakčním ob-
jemu 25 μl za využití Verity Thermal Cycler (Applied Bio-
system, Foster City, CA, USA).

K amplifi kaci promotorové oblasti genu SCN5A (Gen-
Bank přístupové číslo AY313163) bylo navrženo celkem 
12 párů primerů. Pomocí programu Web Promoter Scan 
Service (verze 1.7) byl promotor genu KCNE2 prediko-
ván do oblasti párů bazí 7481–7746 sekvence DQ784804. 
Tato oblast byla amplifi kována pomocí jednoho páru pri-
merů s využitím Taq DNA polymerázy (Fermentas, Inc., 
Glen Burnie, MD, USA) a HotStarTaq Master Mix (Qiagen, 
Inc., Valencia, CA, USA). Každá PCR byla prováděna ve 
200μl tenkostěnných PCR zkumavkách v celkovém reakčním 
objemu 25 μl za využití Verity Thermal Cycler (Applied Bio-
system, Foster City, CA, USA), SensoQuest Labcycler (Progen 
Scientifi c, Ltd., Mexborough, Spojené království) a Perkin El-
mer 2400 (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA).

DNA sekvenace
DNA sekvenace byla prováděna na přístroji ABI 3130 
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) s cílem nalézt 
varianty promotorů genů KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE2 
a KCNE, a to za použití forward i reverse primerů.

Amplifi kované vzorky byly přečištěny pomocí MinElu-
te PCR Purifi cation Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA). 
Sekvenace byla prováděna za využití Big Dye Terminator 
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). DyeEx2.0 
Spin Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA) byl použit pro 
přečištění po sekvenaci.

Výsledné sekvence analyzovaných promotorů genů 
KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE2 a KCNE1 byly srovnává-
ny s „wild-type“ sekvencemi uloženými v NCBI (GenBank 
přístupová čísla NG008935.1, NG008916.1, NG009091.1, 
AY313163, DQ784804). Číslování bylo odvozeno podle 
Yanga a spol. [8] a alelické frekvence byly srovnávány 
s daty z 1 000 Genomes Project [7]. V případě, že nalezená 
varianta nebyla v tomto projektu popsána, sekvenovaly 
se oblasti obsahující sekvenční varianty v kontrolní skupi-
ně 141 pacientů s ICHS bez arytmií (popsáno výše).

Statistika
Distribuce alelických frekvencí a jejich rozdíly byly kalku-
lovány pomocí 2 testu. Odds ratio (OR) a 95% interval 
spolehlivosti (confi dence interval – CI) byl kalkulován 
k odhadu rizika spojeného s  nalezeným polymorfi smem. 
K hodnocení významnosti nebo OR byl použit Fisherův 
přesný test. Všechny statistické analýzy byly prováděny 
v programu Statistica v. 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Výsledky

U 34 (75.5%) ze 45 pacientů přeživších FK bylo naleze-
no devět různých variant DNA sekvence: dvě v promoto-
ru genu KCNQ1, jedna v promotoru genu KCNE1 a šest 
v promotoru genu SCN5A. V promotorech genů KCNH2 
a KCNE2 nebyly detekovány žádné varianty. U šesti pa-
cientů byly přítomny varianty v promotorech více než 
jednoho genu, vícečetné varianty v promotoru stejného 
genu byly nalezeny u 16 pacientů.

Varianty promotoru genu KCNQ1
V promotoru genu KCNQ1 byly nalezeny varianty c. 
1-182C>T u 15 pacientů a c. 1-119G>A u tří pacientů. 
Ve všech třech případech segregoval polymorfi smus c. 
1-119G>A společně s c. 1-182C>T. Data o těchto varian-
tách byla k dispozici z 1000 Genomes Project.

Varianty promotoru genu KCNE1
Varianta c. 1-107insG byla nalezena v promotoru genu 
KCNE1 u tří pacientů. Data o této variantě nebyla k dis-
pozici z 1000 Genomes Project a její alelická frekvence 
byla testována ve skupině kontrol s ICHS.

Varianty promotoru genu SCN5A
V promotoru genu SCN5A bylo nalezeno šest variant 
u 22 pacientů. Více než jedna varianta promotoru genu 
SCN5A byla přítomna u 13 pacientů. Z nalezených vari-
ant byly v  rámci 1000 Genomes Project popsány násle-
dující: c. -225-2038G>T, c. -225-1823C>T, c. -225-834T>C, 
c. -225-1744G>C, c. -225-1072T>C. Data o variantě c. 
-225-775T>A nebyla k dispozici z 1000 Genomes Project 
a její alelická frekvence byla testována ve skupině kontrol 
s ICHS.

Statistické výsledky
Alelické frekvence všech promotorových variant u pacien-
tů přeživších FK a u kontrolních skupin shrnuje tabulka 
2. Statisticky signifi kantní rozdíly byly nalezeny u obou va-
riant v promotoru genu KCNQ1: c. 1-182C>T (OR = 2,57, 

Tabulka 1 – Klinická charakteristika vyšetřovaných jedinců

Pacienti přeživší FK (n = 45) Kontroly s ICHS (n = 141) p

Muži/ženy 40/5 129/12 0,8181

Věk 68,6 ± 9,5 66,7 ± 10,7 0,2885

Ejekční frakce levé komory 40 ± 12 % 42 ± 9 % 0,35238

Anamnéza infarktu myokardu 32 (71 %) 127 (90 %) 0,2718

FK – fi brilace komor; ICHS – ischemická choroba srdeční.

538 Varianty promotorů u pacientů po fi brilaci komor
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CI = 1,18–5,57 pro C alelu u pacientů přeživších FK ve srov-
nání s kontrolami s ICHS, p = 0,008) a c. 1-119G>A (OR = 
7,76, 95% CI = 1,06–56,77 pro G alelu u pacientů přeži-
vších FK ve srovnání s kontrolní skupinou, p = 0,007). Ale-
lická frekvence variant c. 225-1072T>C promotoru genu 
SCN5A se signifi kantně lišila u pacientů přeživších FK ve 
srovnání s daty z 1000 Genomes Project (OR = 7,28, 95% 
CI = 1,00–53,28 pro T alelu u pacientů přeživších FK ve 
srovnání s kontrolní skupinou, p = 0,001), mezi pacienty 
přeživšími FK a kontrolami s ICHS však nebyl zjištěn signi-
fi kantní rozdíl.

Diskuse

V předkládané studii jsme provedli mutační analýzu pro-
motorů pěti genů pro srdeční iontové kanály u pacientů 
s ICHS, kteří přežili FK. Cílem bylo testovat hypotézu, že 
polymorfi smy v těchto oblastech jsou častější u jedinců 
přeživších FK než v kontrolních populacích. Šlo o rozší-
ření naší předchozí studie, ve které jsme zjistili, že fre-
kvence výskytu vzácných kódujících variant těchto genů 
byla signifi kantně vyšší u pacientů přeživších FK (8/45, 
17,8 %) než u kontrol s ICHS (3/141, 2,2 %, p = 0,001). 
V promotorových oblastech stejných genů jsme nalezli 
devět různých variant DNA sekvence. Alelické frekvence 
tří z těchto variant se signifi kantně lišily oproti datům 
z 1000 Genomes Project, který byl použit jako primární 
kontrolní soubor pro jeho statistickou sílu umožňující de-
tekovat většinu genetických variant s frekvencí nejméně 
1 %. Hlavním cílem 1000 Genomes Project je identifi kace 
více než 95 % jednonukleotidových polymorfi smů s 1% 
frekvencí v širokém souboru populací a do dnešního dne 
zahrnuje data o genetických variacích v 1 092 lidských ge-

nomech ze 14 populací z Evropy, východní Asie, subsahar-
ské Afriky a obou Amerik [7].

Data o prevalenci polymorfi smů promotorů genů pro 
iontové kanály u arytmických pacientů jsou velmi ome-
zená [9]. Varianty, které jsme nalezli v promotoru genu 
KCNQ1, byly popsány i v rámci 1000 Genomes Project 
a výskyt obou polymorfi smů nalezených v promotoru to-
hoto genu se signifi kantně lišil u pacientů přeživších FK ve 
srovnání s 1000 Genomes Project. Informace o možném 
funkčním vlivu těchto polymorfi smů chybějí: v naší před-
chozí práci jsme tyto konkrétní varianty nalezli i u pacien-
tů s klinickou diagnózou LQTS, kdy však v žádné z rodin 
nesegregovaly s LQTS fenotypem [10]. Z toho vyplývá, že 
jejich možný funkční efekt je málo pravděpodobný.

Varianta námi nalezená v promotoru genu KCNE1 
dosud nebyla v literatuře popsána [11] a její alelická 
frekvence se nelišila v souborech pacientů přeživších FK 
a ICHS pacientů bez maligních arytmií.

Promotor genu SCN5A je velmi polymorfní, čemuž 
odpovídá i fakt, že v naší studii bylo v tomto promotoru 
identifi kováno šest různých polymorfi smů. S výjimkou c. 
-225-1072T>C byly všechny další varianty předmětem stu-
die Yanga a spol. [8], kteří zjistili, že pouze varianta c. 
-225-775 T>A signifi kantně snižovala promotorovou akti-
vitu v srdečních myocytech. Taková varianta může modu-
lovat fyziologické chování sodíkového kanálu v zátěžové 
situaci, kterou může být například právě ischemie myo-
kardu. Nicméně alelické frekvence této varianty se neli-
šily v souborech pacientů přeživších FK a kontrol s ICHS, 
což naznačuje, že možnost jejího významného funkčního 
efektu je limitována.

Pro variantu c. -225-1072T>C nejsou k dispozici žádná 
funkční data. Zatímco alelické frekvence této varianty se 
významně lišily u pacientů přeživších FK ve srovnání s daty 

Tabulka 2 – Alelické frekvence variant promotorů

Gen Varianta Pacienti přeživší FK 
(n = 45)

1000 Genomes 
Project

ICHS kontroly 
(n = 141)

p

KCNQ1 c. 1-182C>T C = 0,823
T = 0,177

C = 0,643
T = 0,357

– 0,008

c. 1-119G>A G = 0,967
A = 0,033

G = 0,850
A = 0,150

– 0,007

SCN5A c. -225-2038G>T G = 0,86
T = 0,14

G = 0,864
T = 0,136

– NS

c. -225-1823C>T C = 0,87
T = 0,13

C = 0,859
T = 0,141

– NS

c. -225-1744G>C G = 0,97
C = 0,03

G = 0,993
C = 0,007

– NS

c. -225-1072T>C C = 0
T = 1

C = 0,142*
T = 0,86

C = 0,003+
T = 0,997

*0,001
+NS

c. -225-834T>C T = 0,87
C = 0,13

T = 0,883
C = 0,117

– NS

c. -225-775T>A T = 0,98
A = 0,02

– T = 1
A = 0

NS

KCNE1 c. 1-107insG Alela – = 0,956
insG = 0,044

– Alela – = 0,933
insG = 0,067

NS

FK – fi brilace komor; ICHS – ischemická choroba srdeční; * – pacienti přeživší FK ve srovnání s 1000 Genomes Project; + – pacienti přeživší 
FK ve srovnání s ICHS kontrolami; NS – není signifi kantní.
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z 1000 Genomes Project, rozdíl nebyl významný při srov-
nání se souborem lokálních kontrol s ICHS. Tyto výsledky 
naznačují, že tato varianta může být regionálně specifi cká 
a pravděpodobně nepředstavuje funkční polymorfi smus.

 Limitace

Naše studie má několik limitací, z nichž nejdůležitější je 
malý počet vyšetřených jedinců. Důvodem je incidence 
NSS a kapacita individuálních center provádějících rutinní 
genetické metody. Větší soubor by mohl vzniknout jen 
v rámci multicentrické studie. Vzhledem k malému počtu 
žen nebylo možné hodnotit žádné pohlavně podmíněné 
asociace. Alelické frekvence variant nalezených u pacien-
tů přeživších FK byly srovnávány s daty z 1000 Genomes 
Project, tedy s nespecifi ckou populací. V případě KCNQ1 
variant byly chybějící funkční studie nahrazeny analýzou 
korelací genotypu s fenotypem u LQTS subjektů. 

Závěr

I když varianty promotorů genů pro iontové kanály jsou 
časté jak u pacientů přeživších FK, tak v kontrolních sku-
pinách, naše výsledky naznačují, že varianty promotorů 
nejsou běžnou příčinou NSS.

Výzkum byl podpořen granty NS/10429-3 a NT/13767 In-
terní grantové agentury Ministerstva zdravotnictví České 
republiky a projektem specifi ckého výzkumu Masarykovy 
univerzity SVMUNI/A/0811/2011.
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