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Uvod: Existuji padné dikazy pro to, Ze nahla srde¢ni smrt (NSS) je geneticky podminéna. V nasi pfedchozi
studii jsme zjistili, Ze prevalence vybranych vzécnych kédujicich variant v péti genech se vztahem k syndromu
dlouhého intervalu QT (LQTS) byla signifikantné vyssi u pacientd s ischemickou chorobou srdecni (ICHS),
ktefi prezili fibrilaci komor (FK), ve srovnani s kontrolami. V nynéjsi studii jsme provedli mutacni analyzu
promotoru péti LQTS gent ve stejné skupiné pacientl a v kontrolnich populacich.

Metody: Promotory genli KCNQT, KCNH2, SCN5A, KCNET a KCNE2 byly analyzovany u 45 jedincC s ICHS, ktefi
prezili FK. Alelické frekvence byly srovnavany s daty z projektu 1000 Genomes Project nebo z lokalni DNA
banky pacientt s ICHS bez malignich arytmii (141 jedinc().

Vysledky: U 34 (75,5 %) ze 45 jedincu prezivsich FK bylo nalezeno devét riiznych variant promotorl: dvé
v promotoru genu KCNQT, jedna v promotoru genu KCNET a Sest v promotoru genu SCN5A. Statisticky
signifikantné se liily alelické frekvence obou variant promotoru genu KCNQT7: 1-182C>T (p = 0,008),
1-119G>A (p = 0,007). Tyto varianty vsak v predchozi studii nesegregovaly s LQTS fenotypem. Alelicka
frekvence varianty 225-1072T>C promotoru genu SCN5A u pacientl prezivsich FK se signifikantné lisila
ve srovnani s daty z 1000 Genomes Project (p = 0,001), nikoliv vSak oproti skupiné lokalnich kontrol
s ICHS.

Zavéry: Nase vysledky ukazuji, Zze varianty promotor(i gend pro iontové kanaly jsou casté jak u pacientl
prezivsich FK, tak v kontrolnich skupinach. Naznacuji, Ze varianty promotorl jsou geograficky specifické
a nejsou béznou pricinou NSS.
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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-
ficantly higher in ventricular fibrillation (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, KCNET 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 KCNQT gene pro-
moter, 1 in KCNET promoter, and 6 in SCN5A promoter. Statistically significant differences were found in
the allelic frequencies of both KCNQ7 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 significantly 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 findings 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-specific and
are not a common cause of SCD.

Uvod

Existuji padné dikazy pro to, Zze ndhla srdecni smrt (NSS)
je geneticky podminéna [1-4]. V nasi predchozi studii
jsme zjistili, Ze prevalence vybranych vzacnych kédujicich
variant v péti genech se vztahem k syndromu dlouhého
intervalu QT (LQTS) byla signifikantné vy$si u pacientt
s ischemickou chorobou srdec¢ni (ICHS), ktefi prezili fib-
rilaci komor (FK), ve srovndni s kontrolami, coz potvrzuje
mechanistickou roli téchto gent v takto definované pod-
skupiné pacientu [5].

Deset let po publikaci vysledkd sekvenace lidského ge-
nomu je jasné, Ze kédujici sekvence predstavuji jen asi 1,5
% lidského genomu [6]. Zbyvajici ¢ast je bud',,DNA junk”
- ,odpad”, nebo mnohem pravdépodobnéji obsahuje du-
lezité regulacni sekvence.

V nynéjsi studii jsme provedli muta¢ni analyzu nekédu-
jicich ¢asti genl — promotorl — pét LQTS genU ve stejné
skupiné pacientt s ICHS s dokumentovanou FK v okamzi-
ku NSS a v kontrolnich populacich.

Metody

Vysetiované subjekty

Skupina pacientd byla identickd jako v predchozi stu-
dii [5] a byla tvorena 45 bélosskymi pacienty (5 zen, 40
muzl) z oblasti jizni Moravy (cca 1,5 milionu obyvatel).
Primarnim zafazovacim kritériem byla FK dokumento-
vand v dobé obéhové zastavy, kterd nebyla v souvislos-
ti s akutni fazi infarktu myokardu (tj. vice nez 48 h po
pfihodé). Takovi jedinci byli identifikovani v registru ICD
naseho pracovisté, ¢astecné retrospektivné (1998-2006),
od roku 2007 byli novi pacienti zafazovani prospektivné.
U dvou pacientl doslo k FK za hospitalizace vice nez 72 h
po akutnim infarktu myokardu. VSichni ostatni prodélali
obéhovou zastavu mimo nemocnici, FK byla dokumento-
vana posaddkou vozu rychlé zachranné pomoci. Pacienti
byli Uspésné resuscitovani a poté odesldni na nase pra-

covisté bud’ pfimo, nebo pres regionadlni nemocnice. Po
obéhové stabilizaci a upravé mentdlniho stavu vsichni
pacienti podstoupili podrobné kardiologické vysetreni.
U Zadného z pacientd nebyly zjistény znamky akutniho
infarktu myokardu ani podle EKG, ani hodnot troponi-
nu. Ischemicka choroba srdecni byla u vSech pacientl po-
tvrzena koronarografickym ndlezem signifikantnich ste-
néz (> 70 %) nebo chronickych uzavérl. Ejekéni frakce
levé komory (EFLK) byla hodnocena echokardiograficky.
U tfi pacientd nebylo mozno interval QT hodnotit kvdli
pfitomnosti blokady levého Tawarova raménka nebo fib-
rilace sini. Zadny ze zbyvajicich 42 pacientd nevykazoval
vyznamné prodlouzeni intervalu QT ¢i EKG znamky syn-
dromu Brugadovych.

Jako kontrolni soubor byla vyuZita data z 1000 Genomes
Project, v rdmci kterého jsou sekvenovany genomy velkého
poctu osob a jehoz ucelem je vytvoreni zevrubného zdro-
je informaci o lidskych genetickych variacich. V soucasné
dobé databaze obsahuje data o genetickych variacich
v 1092 lidskych genomech z rliznych populaci [7].

V pfipadech, kdy data z 1000 Genomes Project nebyla
k dispozici, byla pouzita kontrolni skupina 141 pacient
s ICHS, ktefi byli hospitalizovdni na naSem pracovisti pro
akutni koronarni syndrom. U viech pacientl byla diagno-
za ICHS potvrzena koronarografii. Vsichni pacienti méli
snizenou EFLK a prezivali minimalné ¢tyfi roky po pfiho-
dé. Je tedy mozno je povazovat za jedince s nizkym rizi-
kem NSS. Klinickou charakteristiku obou skupin shrnuje
tabulka 1.

Po ziskani informovaného souhlasu byl u viech jedin-
cl proveden odbér periferni krve k izolaci DNA. Protokol
studie byl schvalen etickou komisi FN Brno a je v souladu
s etickymi doporucenimi Helsinské deklarace z roku 1975.

Genomické DNA vzorky

a polymerazova retézova reakce

Genomicka DNA vsech pacientl prezivsich FK byla analy-
zovéana na pfitomnost mutaci v promotorovych oblastech
genl KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNET a KCNE2. Genomic-
ké DNA byla extrahovana ze vzorkl periferni krve podle
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standardniho protokolu s vyuzitim DNA BloodSpin kitu
a klasické metody ethanolové progrese.

Promotorové sekvence gend KCNQ1, KCNH2 a KCNET
(GenBank pfristupova cisla NG008935.1, NGO008916.1,
NG009091.1) byly amplifikovany multiplexni polymera-
zovou fetézovou reakci (PCR). Byly navrzeny a pouzity
nasledujici pary primerd: sedm par0 primerd pro KCNQT
promotor, Sest part primertd pro KCNH2 promotor a je-
den par primerl pro KCNET promotor. Pfi PCR amplifi-
kacich byl pouzit HotStarTag Master Mix (Qiagen, Inc.,
Valencia, CA, USA). Kazda PCR byla provadéna ve 200pl
tenkosténnych PCR zkumavkach v celkovém reakénim ob-
jemu 25 pl za vyuziti Verity Thermal Cycler (Applied Bio-
system, Foster City, CA, USA).

K amplifikaci promotorové oblasti genu SCN5A (Gen-
Bank pfristupové cislo AY313163) bylo navrzeno celkem
12 pard primerd. Pomoci programu Web Promoter Scan
Service (verze 1.7) byl promotor genu KCNE2 prediko-
van do oblasti parG bazi 7481-7746 sekvence DQ784804.
Tato oblast byla amplifikovana pomoci jednoho paru pri-
mera s vyuzitim Taq DNA polymerazy (Fermentas, Inc.,
Glen Burnie, MD, USA) a HotStarTag Master Mix (Qiagen,
Inc.,, Valencia, CA, USA). Kazda PCR byla provadéna ve
200pl tenkosténnych PCR zkumavkach v celkovém reakénim
objemu 25 pl za vyuziti Verity Thermal Cycler (Applied Bio-
system, Foster City, CA, USA), SensoQuest Labcycler (Progen
Scientific, Ltd., Mexborough, Spojené kralovstvi) a Perkin El-
mer 2400 (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA).

DNA sekvenace

DNA sekvenace byla provddéna na pfistroji ABI 3130
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) s cilem nalézt
varianty promotor gent KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE2
a KCNE, a to za pouziti forward i reverse primer0.

Amplifikované vzorky byly precistény pomoci MinElu-
te PCR Purification Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA).
Sekvenace byla provddéna za vyuziti Big Dye Terminator
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). DyeEx2.0
Spin Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, USA) byl pouzit pro
precisténi po sekvenaci.

Vysledné sekvence analyzovanych promotord gen
KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE2 a KCNE1 byly srovnavé-
ny s ,wild-type” sekvencemi uloZzenymi v NCBI (GenBank
pfistupova cisla NG008935.1, NG008916.1, NG009091.1,
AY313163, DQ784804). Cislovani bylo odvozeno podle
Yanga a spol. [8] a alelické frekvence byly srovnavany
s daty z 1 000 Genomes Project [7]. V pfipadé, Ze nalezena
varianta nebyla v tomto projektu popsdna, sekvenovaly
se oblasti obsahujici sekvenc¢ni varianty v kontrolni skupi-
né 141 pacientl s ICHS bez arytmii (popsano vyse).

Tabulka 1 - Klinicka charakteristika vySetfovanych jedincd

Statistika

Distribuce alelickych frekvenci a jejich rozdily byly kalku-
lovany pomoci y? testu. Odds ratio (OR) a 95% interval
spolehlivosti (confidence interval — Cl) byl kalkulovan
k odhadu rizika spojeného s nalezenym polymorfismem.
K hodnoceni vyznamnosti nebo OR byl pouzit Fisherdv
presny test. VSechny statistické analyzy byly provadény
v programu Statistica v. 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Vysledky

U 34 (75.5%) ze 45 pacientl prezivsich FK bylo naleze-
no devét raznych variant DNA sekvence: dvé v promoto-
ru genu KCNQT, jedna v promotoru genu KCNET a Sest
v promotoru genu SCN5A. V promotorech gentt KCNH2
a KCNE2 nebyly detekovany zadné varianty. U 3esti pa-
cientd byly pfitomny varianty v promotorech vice nez
jednoho genu, vicecetné varianty v promotoru stejného
genu byly nalezeny u 16 pacientu.

Varianty promotoru genu KCNQ1

V promotoru genu KCNQT byly nalezeny varianty c.
1-182C>T u 15 pacientl a c. 1-119G>A u tfi pacientC.
Ve viech tfech pfipadech segregoval polymorfismus c.
1-119G>A spole¢né s c. 1-182C>T. Data o téchto varian-
tach byla k dispozici z 1000 Genomes Project.

Varianty promotoru genu KCNE1

Varianta c¢. 1-107insG byla nalezena v promotoru genu
KCNET u tfi pacientd. Data o této varianté nebyla k dis-
pozici z 1000 Genomes Project a jeji alelickd frekvence
byla testovana ve skupiné kontrol s ICHS.

Varianty promotoru genu SCN5A

V promotoru genu SCN5A bylo nalezeno 3est variant
u 22 pacientl. Vice nez jedna varianta promotoru genu
SCN5A byla pfitomna u 13 pacientl. Z nalezenych vari-
ant byly v rdmci 1000 Genomes Project popsany nasle-
dujici: ¢. -225-2038G>T, ¢. -225-1823C>T, ¢. -225-834T>C,
C. -225-1744G>C, c. -225-1072T>C. Data o varianté c.
-225-775T>A nebyla k dispozici z 1000 Genomes Project
a jeji alelicka frekvence byla testovana ve skupiné kontrol
s ICHS.

Statistické vysledky

Alelické frekvence vsech promotorovych variant u pacien-
td preziviich FK a u kontrolnich skupin shrnuje tabulka
2. Statisticky signifikantni rozdily byly nalezeny u obou va-
riant v promotoru genu KCNQT: c. 1-182C>T (OR = 2,57,

Pacienti prezivsi FK (n = 45)

Muzi/zeny 40/5

Vék 68,6 £9,5
Ejek¢ni frakce levé komory 40+12 %
Anamnéza infarktu myokardu 32 (71 %)

Kontroly s ICHS (n = 141) P

129/12 0,8181
66,7 = 10,7 0,2885
42+9 % 0,35238
127 (90 %) 0,2718

FK - fibrilace komor; ICHS - ischemicka choroba srdecni.
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Cl=1,18-5,57 pro C alelu u pacientt prezivsich FK ve srov-
ndani s kontrolami s ICHS, p = 0,008) a c. 1-119G>A (OR =
7,76, 95% Cl = 1,06-56,77 pro G alelu u pacientd prezi-
vsich FK ve srovnani s kontrolni skupinou, p = 0,007). Ale-
lickd frekvence variant c¢. 225-1072T>C promotoru genu
SCN5A se signifikantné lisila u pacientt prezivsich FK ve
srovndni s daty z 1000 Genomes Project (OR = 7,28, 95%
Cl = 1,00-53,28 pro T alelu u pacientl prezivsich FK ve
srovnani s kontrolni skupinou, p = 0,001), mezi pacienty
preziviimi FK a kontrolami s ICHS v3ak nebyl zjistén signi-
fikantni rozdil.

Diskuse

V predkladané studii jsme provedli mutacni analyzu pro-
motorl péti genl pro srdecni iontové kandly u pacientl
s ICHS, ktefi prezili FK. Cilem bylo testovat hypotézu, ze
polymorfismy v téchto oblastech jsou castéjsi u jedincl
pFeziviich FK nez v kontrolnich populacich. Slo o rozsi-
feni nasi predchozi studie, ve které jsme zjistili, ze fre-
kvence vyskytu vzacnych koédujicich variant téchto gent
byla signifikantné vyssi u pacientl prezivsich FK (8/45,
17,8 %) nez u kontrol s ICHS (3/141, 2,2 %, p = 0,001).
V promotorovych oblastech stejnych genl jsme nalezli
devét rlznych variant DNA sekvence. Alelické frekvence
tfi z téchto variant se signifikantné lisily oproti datam
z 1000 Genomes Project, ktery byl pouzit jako primarni
kontrolni soubor pro jeho statistickou silu umoznujici de-
tekovat vétSinu genetickych variant s frekvenci nejméné
1 %. Hlavnim cilem 1000 Genomes Project je identifikace
vice nez 95 % jednonukleotidovych polymorfisml s 1%
frekvenci v Sirokém souboru populaci a do dnesniho dne
zahrnuje data o genetickych variacich v 1 092 lidskych ge-

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

Data o prevalenci polymorfism{ promotort genu pro
iontové kanadly u arytmickych pacientd jsou velmi ome-
zena [9]. Varianty, které jsme nalezli v promotoru genu
KCNQT1, byly popsany i v rdmci 1000 Genomes Project
a vyskyt obou polymorfismd nalezenych v promotoru to-
hoto genu se signifikantné lisil u pacientd prezivsich FK ve
srovnani s 1000 Genomes Project. Informace o mozném
funk¢énim vlivu téchto polymorfisma chybéji: v nasi pred-
chozi praci jsme tyto konkrétni varianty nalezli i u pacien-
tU s klinickou diagnézou LQTS, kdy viak v Zadné z rodin
nesegregovaly s LQTS fenotypem [10]. Z toho vyplyva, Ze
jejich mozny funkéni efekt je malo pravdépodobny.

Varianta ndmi nalezend v promotoru genu KCNET
dosud nebyla v literatufe popséana [11] a jeji alelicka
frekvence se nelisila v souborech pacientl prezivsich FK
a ICHS pacientd bez malignich arytmii.

Promotor genu SCN5A je velmi polymorfni, ¢emuz
odpovida i fakt, Ze v nasi studii bylo v tomto promotoru
identifikovano Sest raznych polymorfismu. S vyjimkou c.
-225-1072T>C byly vsechny dalsi varianty pfredmétem stu-
die Yanga a spol. [8], ktefi zjistili, Ze pouze varianta c.
-225-775 T>A signifikantné sniZzovala promotorovou akti-
vitu v srde¢nich myocytech. Takova varianta mdze modu-
lovat fyziologické chovani sodikového kanalu v zatézové
situaci, kterou muze byt napfiklad pravé ischemie myo-
kardu. Nicméné alelické frekvence této varianty se neli-
Sily v souborech pacientd prezivsich FK a kontrol s ICHS,
coz naznacuje, ze moznost jejiho vyznamného funkéniho
efektu je limitovana.

Pro variantu c. -225-1072T>C nejsou k dispozici Zadna
funkéni data. Zatimco alelické frekvence této varianty se
vyznamneé lisily u pacientt prezivsich FK ve srovnani s daty

Tabulka 2 - Alelické frekvence variant promotori

Gen Varianta Pacienti prezivsi FK
(n = 45)
KCNQT1 c. 1-182CT C=0,823
T=0,177
¢ 1-119G>A G =0,967
A =0,033
SCN5A . -225-2038G>T G=0,86
T=0,14
. -225-1823C>T C=0,87
T=0,13
€. -225-1744G>C G=0,97
C=0,03
€. -225-1072T>C C=0
T=1
€. -225-834T>C T=0,87
C=0,13
C.-225-775T>A T=0,98
A=0,02
KCNE1 c. 1-107insG Alela - = 0,956
insG = 0,044

1000 Genomes ICHS kontroly p

Project (n=141)

C=0,643 - 0,008

T=0,357

G =0,850 - 0,007

A =0,150

G = 0,864 - NS

T=0,136

C=0,859 - NS

T=0,141

G =0,993 - NS

C=0,007

C=0,142* C=0,003+ *0,001

T=0,86 T=0,997 +NS

T=0,883 - NS

C=0,117

— T=1 NS
A=0

- Alela-=0,933 NS
insG = 0,067

FK - fibrilace komor; ICHS - ischemicka choroba srde¢ni; * — pacienti prezivsi FK ve srovnani s 1000 Genomes Project; + — pacienti prezivsi

FK ve srovnani s ICHS kontrolami; NS - neni signifikantni.
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z 1000 Genomes Project, rozdil nebyl vyznamny pfi srov-
nani se souborem lokalnich kontrol s ICHS. Tyto vysledky
naznacuji, Ze tato varianta mulze byt regionalné specificka
a pravdépodobné nepredstavuje funkcni polymorfismus.

Limitace

Nase studie ma nékolik limitaci, z nichz nejddlezitéjsi je
maly pocet vysetfenych jedincd. DlUvodem je incidence
NSS a kapacita individualnich center provadéjicich rutinni
genetické metody. Vétsi soubor by mohl vzniknout jen
v rdmci multicentrické studie. Vzhledem k malému poctu
Zzen nebylo mozné hodnotit Zadné pohlavné podminéné
asociace. Alelické frekvence variant nalezenych u pacien-
th prezivsich FK byly srovndvany s daty z 1000 Genomes
Project, tedy s nespecifickou populaci. V pfipadé KCNQT
variant byly chybéjici funk¢ni studie nahrazeny analyzou
korelaci genotypu s fenotypem u LQTS subjektt.

Zaveéer

| kdyZ varianty promotord gent pro iontové kandly jsou
Casté jak u pacientl prezivsich FK, tak v kontrolnich sku-
pinach, nase vysledky naznacuji, Ze varianty promotor(
nejsou béznou pri¢inou NSS.

Vyzkum byl podporen granty NS/10429-3 a NT/13767 In-
terni grantové agentury Ministerstva zdravotnictvi Ceské
republiky a projektem specifického vyzkumu Masarykovy
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