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Abstract

There is clear evidence that malignant ventricular arrhythmias (and thus sudden cardiac death) are genetically determined. Possibilities for prediction of the event are poor. The thesis consists of 17 included original articles of which the applicant is author or co-author. These articles are dealing with various aspects of genetics of sudden cardiac death pathophysiology, they are completed with connecting commentaries.

    The genetic aspects of ventricular arrhythmias were studied in patients with hereditary arrhythmic syndromes (s. c. channelopathies) which serve as a clinical model of arrhythmogenesis. Groups of patients with congenital long QT syndrome and catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia were characterized clinically, various aspects of clinical diagnosis were analyzed. Mutation analysis of related genes (KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1, KCNE2, RyR2) were performed in all these patients with subsequent genotype-phenotype analyses.

     Mutation analysis of above mentioned genes was performed also in patients with structural heart disease – coronary artery disease. The prevalence of selected, rare coding variants in was significantly higher in ventricular fibrillation survivors versus controls, confirming a mechanistic role for these genes among a selected subgroup of patients.

     Despite being promising, these results cannot be used in risk stratification of sudden cardiac death. The possible SCD susceptibility alleles are likely to be as prevalent in noncoding regions of the genome as in coding sequences. Identification of such alleles will be a task for genome-wide association studies and the new emerging technologies developed for mass DNA sequencing. Any future genetic screening for SCD risk stratification should involve evaluation of large numbers of genomic variants in many pathways, each of which may be relevant to the risk of arrhythmias.

     In all the included articles the applicant was either the first author or he was the cooperation coordinator of the involved departments and institutions. The applicant was also the principal investigator of majority the related research grants.
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1. Úvod

Náhlá srdeční smrt (NSS) je klinicky i společensky významným jevem. Tímto způsobem zmírá např. v USA asi 400 000 jedinců ročně. Etiologie, patofyziologie a riziková stratifikace NSS zatím nebyla uspokojivě vyřešena (1). Celá řada tzv. sofistikovaných rizikově-stratifikačních metod (variabilita tepové frekvence, senzitivita baroreflexu, analýza pozdních komorových potenciálů, atd.) nepřinesla zpřesnění predikce náhlé smrti. V rámci primární prevence tak zůstalo snížení ejekční frakce levé komory víceméně jediným kritériem, na základě kterého jsou pacientům implantovány finančně nákladné kardiovertery defibrilátory. Přitom v 5 letech od implantace využije tento přístroj jen asi 1/3 pacientů.
     V posledních desetiletích byly publikovány výsledky několika geneticky zaměřených populačních studií (2, 3, 4, 5). V nich provedená multivariační analýza konvenčních rizikových faktorů pro ischemickou chorobu srdeční (ICHS) (faktory biologické, dietetické a faktory prostředí) ukázala, že pozitivní rodinná anamnéza náhlé srdeční smrti je silným nezávislým rizikovým faktorem NSS pro potomstvo. Anamnéza náhlého úmrtí u rodiče zvyšuje 1,8-krát riziko náhlého úmrtí pro potomka. V případě náhlého úmrtí obou rodičů pak relativní riziko pro potomstvo dosahuje překvapivě vysoké hodnoty 9,4. I když vezmeme do úvahy metodologická úskalí daného problému, podávají tyto studie přesvědčivý důkaz o familiárním výskytu NSS v běžné populaci (6). Při vědomí familiárně společně sdílených vnějších rizikových faktorů je zřejmá existence geneticky podmíněných odchylek různých fyziologických procesů, které zvyšují riziko NSS.

   Genetická variabilita rizika náhlé smrti se může uplatňovat v následujících oblastech 1) procesy tvorby a propagace elektrického impulsu v myokardu, 2) procesy a faktory tvorby a stability aterosklerotického plátu, trombózy a ischémie v koronárním řečišti, 3) centrální i místní řízení excitability myokardu a cévní motoriky.

2. Hereditární arytmické syndromy jako model arytmické náhlé smrti
   První jmenovaná oblast - procesy tvorby a propagace elektrického impulsu v myokardu – je dlouholetým předmětem výzkumu na našem pracovišti. V posledních desetiletích byla identifikována řada jednotlivých iontových proudů a jejich proteinových kanálů, které se podílejí na tvorbě akčního potenciálu srdečních buněk. U většiny z nich známe alespoň gen kódující jejich hlavní proteinovou podjednotku. Zásadní poznatky v této oblasti byly získány zejména při výzkumu relativně vzácných monogenně podmíněných arytmických syndromů - především syndromu dlouhého QT intervalu (LQTS), Brugada syndromu a katecholaminergní polymorfní komorové tachykardie (CPVT). Ty jsou ve většině případů způsobeny mutací genu pro některý iontový kanál srdečních myocytů a tak představují model pro studium procesů arytmogeneze na molekulární úrovni.

   V roce 1999 bylo popsáno několik případů ”forme fruste” kongenitálního LQTS (7). V některých rodinách dosahovala penetrance plného vyjádření choroby jen 25%. Ostatní nositelé patologických mutací genů pro iontové kanály v těchto rodinách zůstávali zcela asymptomatičtí, tedy neměli ani prodloužený QT interval. Normální hodnota QT intervalu tak rozhodně nevylučuje, že konkrétní jedinec není nositelem potenciálně nebezpečné mutace.
2.1. Syndrom dlouhého intervalu QT
LQTS byl dlouho považován za vzácné onemocnění. V roce 2009 však byla publikována práce Schwartze et al. (8), kteří hodnotili EKG křivky u téměř 45 000 konsekutivních novorozenců v severní Itálii. Při dodržení poměrně přísných diagnostických kritérií zjistili výskyt syndromu 1:2500.

Novotný T. Syndrom dlouhého intervalu QT. Cor Vasa 2007;49(11):416-425.
(publikovaná přehledová práce)
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2.1.1 Poznámky k patofyziologii LQTS

     Patofyziologie LQTS byla podrobně probrána ve výše vloženém článku. Zde bude uvedeno několik poznámek k homo- a heterozygotní formě LQTS.
     Jak již bylo uvedeno, běžnou formou LQTS je Romano-Ward syndrom (RWS). Pokud jsou klasické příznaky vzácně doplněny ještě hluchotou, hovoříme o Jervell a Lange-Nielsen syndromu (JLNS). Po odkrytí genetické podstaty LQTS bylo poměrně brzy zjištěno, že obě varianty mohou být způsobeny mutacemi ve stejných genech, pacienti s RWS jsou heterozygoti, u pacientů s JLNS byly mutace genů kódující podjednotky iontového kanálu nesoucího proud IKs nalezeny v homozygotní formě. Tento kanál je totiž přítomen i ve vnitřním uchu a jsou-li postiženy obě alely, je kromě postižení srdce přítomno i postižení sluchu.
     Této problematice jsme se věnovali ve dvou následně vložených publikacích.

Novotný T, Kadlecová J, Janoušek J, Gaillyová R, Bittnerová A, Florianová A, Šišáková M, Toman O, Chroust K, Papoušek I, Špinar J. The homozygous KCNQ1 gene mutation associated with recessive Romano-Ward syndrome. Pacing Clin Electrophysiol 2006;29:1013-1015.
IF 1,095. Citováno 6x ve Web of Science.
(publikovaný popis případu - kvantitativní podíl uchazeče 30 % - koncept, koordinace práce zúčastněných pracovišť, klinické vyšetřování pacientů, analýza dat, text publikace)

Obsahem článku je podrobná klinická i genetická charakteristika rodiny s výskytem LQTS pouze u jednoho z dětí. Jedná se první popis homozygotní mutace genu KCNQ1 u potomstva nepříbuzenského sňatku, což bylo v té době považováno za vysoce nepravděpodobné. Tento nález podporoval posléze prokázanou hypotézu o násobně vyšším výskytu mutací genů pro iontové kanály myokardu. Funkční efekt nalezené mutace je zřejmě omezený, neboť u heterozygotních rodičů nevedla k obrazu LQTS, a v homozygotní formě se sice objevily příznaky LQTS, avšak bez hluchoty. U rodičů tedy tuto mutaci můžeme označit za latentní. Obě výše uvedená fakta jsou základem hypotézy o významné roli variant těchto genů v patofyziologii náhlé srdeční smrti v běžné populaci.
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Kanovsky J, Novotny T, Kadlecova J, Gaillyova R. A new homozygous mutation of the KCNQ1 gene associated with both Romano - Ward and incomplete Jervell – Lange – Nielsen syndromes in two sisters. Heart Rhythm 2010;7(4):531-3.

IF 4,559. Citováno 2x ve Web of Science. 

(publikovaný popis případu - kvantitativní podíl uchazeče 30 % - koncept, koordinace práce zúčastněných pracovišť, klinické vyšetřování pacientů, analýza dat, text publikace)

Obsahem článku je podrobná klinická i genetická charakteristika rodiny s výskytem LQTS. Rodiče jsou vzdálení příbuzní a oba jsou nositeli identické mutace genu KCNQ1, jsou asymptomatičtí a prodloužený interval QT byl u nich přítomen pouze při zátěžovém testu. Obě jejich dcery jsou homozygoty pro tuto mutaci a LQTS je u nich naopak výrazně vyjádřen, avšak pouze jedna z nich má audiometricky prokázanou poruchu sluchu. Identická homozygotní mutace tedy v jednom případě vedla k projevům Romano – Ward syndromu a ve druhém Jervell a Lange-Nielsen syndromu. Význam tohoto nálezu pro chápání patofyziologie LQTS je podrobně probrán v diskuzi vloženého článku.
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2.1.2.
Interval QT a jeho zátěžově závislé chování – komentář k současným poznatkům

Závislost intervalu QT na tepové (závislost QT/RR) je známa více než 100 let (9, 10) a byla předmětem celé řady studií (11). Zjednodušeně je možné říci, že interval QT se postupně zkracuje se zvyšující se tepovou frekvencí. Elektrokardiografická data nejrůznějšího původu, kvality a rozsahu byla zkoumána převážně s cílem formulovat obecně platný popis závislosti QT/RR a také získat široce využitelný matematický vzorec pro korekci intervalu QT k tepové frekvenci (QTc –interval QT korigovaný k tepové frekvenci). Žádný z těchto pokusů však nebyl opravdu úspěšný (12) a relativně nedávno bylo potvrzeno, že závislost QT/RR je velmi stálá u konkrétního jedince, nicméně interindividuálně vykazuje vysokou variabilitu (13, 14). Tedy žádná obecně platná korekční formule neexistuje a každý jedinec „má svůj vlastní korekční vzorec“. Tento fakt výrazně ztěžuje rozlišení fyziologického a patologického chování intervalu QT, byť je přesvědčivě prokázáno, že jak jeho zkrácení, tak i prodloužení je spjato se zvýšeným rizikem arytmií.
Byla navržena celá řada numerických charakteristik, jejichž cílem je jednak pokrok v chápání fyziologie repolarizačního procesu a také rozlišení mezi normální a abnormální repolarizací v klinicky dobře definovaných populacích. Jedná se o nejrůznější matematické metody od jednoduchých kalkulací plochy pod vlnou T (15) až po trojrozměrné rekonstrukce vektorokardiografických smyček vln T a jejich kvantifikace (s nutností využití algoritmů dekompozice na singulární hodnoty a rekonstrukce ve vícerozměrných algebraických prostorech) (16, 17).
Nedávné pokroky v digitální elektrokardiografii a umožňují provádění dlouhodobých EKG záznamů a jejich měření s vysokou přesností. Ve srovnání s pokrokem v aplikované elektrokardiografii je však podrobné chápání repolarizační elektrofyziologie mnohem méně pokročilé. Vztahy mezi různými charakteristikami EKG záznamu jsou převážně neznámé a není ani jasné, zda se různé deskriptory vztahují k různým aspektům stejného fyziologického procesu nebo odrážejí různé fyziologické procesy. K vysvětlení těchto nejasností bude třeba provést celou řadu cílených fyziologických studií nejrůznějších repolarizačních charakteristik za různých podmínek.
Malik M, Hnatkova K, Novotny T, Schmidt G. Subject-Specific Profiles of QT/RR Hysteresis. Am J Physiol Heart Circ Physiol 2008;295(6):H2356-63.

IF 3,643. Citováno 14x ve Web of Science. 

(publikovaná původní práce - kvantitativní podíl uchazeče 20 % - koordinace práce zúčastněných pracovišť, hodnocení EKG, analýza dat)
Práce se věnuje fenoménu QT/RR hystereze – t. j. zpožďování zkracování intervalu QT za zkracováním intervalu RR. Prokazuje individuální specificitu a interindividuální variabilitu tohoto parametru a jeho nezávislost na statickém vztahu QT/RR.
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Hnatkova K, Toman O, Sisakova M, Novotny T, Malik M. Dynamic properties 
of selected repolarization descriptors. J Electrocardiol. 2010;43(6):588-94.

IF 1,109. Citováno 2x ve Web of Science. 

(publikovaná původní práce - kvantitativní podíl uchazeče 20 % - koordinace práce zúčastněných pracovišť, hodnocení EKG, analýza dat)
Práce se věnuje popisu méně obvyklých deskriptorů repolarizace: prostorové smyčce vektoru vlny T a prostorovému úhlu tohoto vektoru k vektoru komplexu QRS (QRS-T angle) ve srovnání s chováním intervalu QT. Výsledky ukazují, že parametry vlny T reagují na změny tepové frekvence rychleji ve srovnání s intervalem QT a tedy se může jednat o fyziologicky rozdílné procesy.
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2.1.3.
Klinická diagnostika syndromu dlouhého intervalu QT – komentář k současným 
poznatkům

     Jak již bylo uvedeno výše, diagnóza LQTS je klinická, a to přes veškerý pokrok v molekulárně genetické diagnostice. Vzhledem k tomu, že klidové hodnoty intervalu QT mohou být normální, byla navržena řada provokačních testů. Na našem pracovišti dlouhodobě využíváme bicyklové ergometrie, pilotní data jsme publikovali v roce 2000 (18). Tento přístup byl potvrzen dvěma nedávno publikovanými studiemi. Ty potvrdily, že hodnota QTc nad 480 ms ve 4. minutě restituce ergometrického testu má 100% senzitivitu pro identifikaci nosičů mutací genů KCNQ1 a KCNH2, které jsou u pacientů s diagnózou LQTS nalézány nejčastěji (19, 20). Výsledky obou studií vedly dokonce k úpravě Schwartzova diagnostického skóre (Tab 1) (21).
	Tab 2. Skóre pro diagnostiku LQTS (upraveno podle Schwartz et al., Circulation 2011)

	
	Body

	EKG nálezy

A. QTc (dle Bazetta) 
             (480 ms

                                       460-470 ms


                           450 ms u mužů

B. QTc ve 4. minutě restituce zátěžového testu (480 ms
C. Torsades de pointes
D. Alternans T vlny

E. Dvouvrcholová T vlna ve 3 svodech
F. Nízká TF pro danou věkovou skupinu (u dětí)
	3

2

1

1

2

1

1

0,5

	Osobní anamnéza

A. Synkopa             při námaze

                    bez vazby na námahu

B. Vrozená hluchota
	2

1

0,5

	Rodinná anamnéza

A. Jasná diagnóza LQTS u přímého příbuzného
B. Náhlé úmrtí přímého příbuzného před 30. rokem
	1

0,5

	Hodnocení: (1 bod – nízká praděpodobnost diagnózy
1,5-3 body – střední praděpodobnost diagnózy

(3,5 body – vysoká praděpodobnost diagnózy


     Otevřenou otázkou zůstává popis zátěžově závislého chování T vlny. Publikovali jsme pozorování zátěžově závislého rozvoje dvouvrcholové morfologie T vln (viz přiloženou publikaci níže). Souhrnně pak byla publikována data celého našeho souboru (viz další přiloženou publikaci).
Novotný T, Šišáková M, Kadlecová J, Floriánová A, Semrád B, Gaillyová R, Vlašínová J Chroust K, Toman O. Occurence of notched T wave in healthy family members with the long QT interval syndrome. Am J Cardiol 2004;94:808-811.

IF 3,14. Citováno 2x ve Web of Science. 

(publikovaná původní práce - kvantitativní podíl uchazeče 30 % - koncept, koordinace práce zúčastněných pracovišť, vyšetřování pacientů, analýza dat, text publikace)
Práce popisuje zátěží vyvolaný vývoj dvouvrcholových vln T, jejich různé morfologie a korelaci s geneticky potvrzenou diagnózou LQTS. Výsledky naznačují, že některý typ dvouvrcholových vln T může být oproti původním předpokladům obecným diagnostickým znakem více genetických typů LQTS (tedy nejen LQTS2).
[image: image32.emf] [image: image33.emf] [image: image34.emf] [image: image35.emf] 
Andrsova I, Novotny T, Kadlecova J, Bittnerova A, Vit P, Florianova A, Sisakova M, Gaillyova R, Manouskova L, Spinar J. Clinical characteristics of 30 Czech families with long QT syndrome and KCNQ1 and KCNH2 gene mutations: Importance of exercise testing. J Electrocardiol 2012;45:746-751.

IF 1,093
(publikovaná původní práce - kvantitativní podíl uchazeče 20 % - koncept, koordinace práce zúčastněných pracovišť, vyšetřování pacientů, analýza dat, kritická revize textu publikace)

Jedná se o první systematický popis souboru pacientů z České republiky s LQTS s diagnózou potvrzenou nálezem mutace. Některé z mutací nebyly dosud v literatuře popsány. Soubor je podrobně charakterizován klinicky, je dokladován přínos ergometrického vyšetření.
[image: image36.emf] [image: image37.emf] [image: image38.emf] [image: image39.emf][image: image40.emf]
2.1.4. Molekulárně genetická diagnostika LQTS – komentář k současným poznatkům
     V poslední dekádě 20. století došlo k přelomovému pokroku v chápání podstaty LQTS na molekulárně genetické úrovni. V rychlém sledu bylo identifikováno několik genů, jejichž mutace jsou zodpovědné za rozvoj onemocnění. Molekulárně genetické vyšetření bylo prezentováno jako úhelný kámen diagnostiky a řada pracovišť po celém světě prováděla mutační analýzy v různých souborech pacientů s cílem objevení dalších souvisejících genů, ať už metodami vazebné analýzy či kandidátních genů. S přibývajícími daty se však dostavilo určité vystřízlivění. Dnes je diagnóza postavena na klinických známkách a rutinní provádění mutační analýzy bylo expertní skupinou odborných arytmologických společností (22) u LQTS doporučeno v následujících případech:

- pacient s klinickým podezřením na LQTS (patologická hodnota QTc + symptomy)

- asymptomatický jedinec s QTc nad 480 ms u dětí, nad 500 ms u dospělých

- příbuzný LQTS pacienta, u kterého již byla nalezena mutace

Raudenská M, Bittnerová A, Novotný T, Floriánová A, Chroust K, Gaillyová R, Semrád B, Kadlecová J, Šišáková M, Toman O, Špinar J. Mutation analysis of candidate genes SCN1B, KCND3 and ANK2 in patients with clinical diagnosis of long QT syndrome. Physiol Res 2008;57(6):857-862.
IF 1,653, Citováno 3x ve Web of Science. 

(publikovaná původní práce - kvantitativní podíl uchazeče 20 % - koncept, koordinace práce zúčastněných pracovišť, hodnocení EKG a identifikace vhodných jedinců, analýza dat, kritická revize textu publikace)

Soubor vyšetřených sestával z 12 nepříbuzných jedinců s klinickou diagnózou LQTS, u nichž nebyly nalezeny mutace v 5 nejčastěji postižených genech. Práce obsahuje jejich podrobnou klinickou charakteristiku a dále výsledky mutační analýzy dalších kandidátních genů kódujících různé proteiny iontových kanálů myokardu. V žádném z nich nebyly nalezeny kódující varianty, které by mohly být příčinou LQTS.
[image: image41.emf][image: image42.emf][image: image43.emf][image: image44.emf][image: image45.emf][image: image46.emf]
2.1.5. 
Polékový syndrom dlouhého QT intervalu

Novotný T. Proarytmické účinky nekardiálních léků na podkladě prodloužení intervalu QT. Kardiol Prax 2004;2:119-122.

(publikovaná přehledová práce) [image: image47.emf][image: image48.emf][image: image49.emf][image: image50.emf]
Novotný T, Florianová A, Češková E, Weislamplová M, Pálenský V, Tomanová J, Šišáková M, Toman O, Špinar J. Monitoring of QT interval in patients treated with psychotropic drugs. Int J Cardiol. 2007;117:329-332.

IF 2,878. Citováno 8x ve Web of Science. 

(publikovaná původní práce – kvantitativní podíl uchazeče 30 % - koncept, koordinace práce zúčastněných pracovišť, hodnocení EKG, analýza dat, text publikace)
Jedná se o jednu z největších publikovaných prospektivních studií hodnotících interval QT při léčbě psychofarmaky v běžné klinické praxi.
[image: image51.emf][image: image52.emf][image: image53.emf][image: image54.emf]
Novotný T, Kadlecová J, Papoušek I, Chroust K, Bittnerová A, Floriánová A, Češková E, Weislamplová M, Pálenský V, Šišáková M, Toman O, Gaillyová R, Špinar J. Mutační analýza LQT genů u jedinců s polékovým prodloužením QT intervalu. Vnitř Lék 2006;52:116-118.

Citováno 1x ve Web of Science.

(publikovaná původní práce - kvantitativní podíl uchazeče 30 % - koncept, koordinace práce zúčastněných pracovišť, hodnocení EKG a identifikace vhodných jedinců, analýza dat, text publikace)
U jedinců s výskytem polékového prodloužení intervalu QT (nebo i polymorfní komorové tachykardie torsade des pointes) byla provedena mutační analýza genů souvisejících s kongenitálním LQTS. Původní očekávání, že výskyt mutací bude podobný jako u kongenitálního LQTS (tedy 60-70%), se nenaplnila. Mechanizmus získané formy LQTS je tedy komplexnější. Tento fakt je významný i pro chápání molekulárně genetických mechanizmů náhlé srdeční smrti v běžné populaci.
[image: image55.emf][image: image56.emf][image: image57.emf]

2.2. Katecholaminergní polymorfní komorová tachykardie (CPVT)

Andrsova I, Valaskova I, Kubus P, Vit P, Gaillyova R, Kadlecova J, Manouskova L, Novotny T. Clinical characteristics and mutational analysis of the RyR2 gene in seven Czech families with catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia. Pacing Clin Electrophysiol 2012;35(7):798-803.

IF 1,746
(publikovaná původní práce - kvantitativní podíl uchazeče 20 % - koncept, koordinace práce zúčastněných pracovišť, vyšetřování pacientů, analýza dat, kritická revize textu publikace)
Práce v úvodu přináší přehled současných poznatků o CPVT. Následuje první systematický popis rodin s touto diagnózou v České republice. Pacienti jsou podrobně charakterizováni klinicky, byla u nich provedena i mutační analýza nejčastěji postiženého genu RyR2, a u 2/3 probandů byly nalezeny mutace tohoto genu.
[image: image58.emf] [image: image59.emf] [image: image60.emf] [image: image61.emf] [image: image62.emf] [image: image63.emf]
3. Molekulárně-genetické aspekty komorových arytmií v běžné 
populaci
Novotný T. Molekulárně genetické aspekty v arytmologii. Vnitř Lék 2003;49:768-772.

(publikovaná přehledová práce)
Byť byl tento článek publikován již před více než 10 lety, většina tezí v něm uvedených stále platí. Největší změnou je rozpoznání (či spíše tušení) významu tzv. nekódujících sekvencí DNA. Ty tvoří více než 98% lidského genomu a dnes je jasné, že se nejedná o žádný „odpad“ („DNA junk“), nýbrž o velmi důležité regulační sekvence. Většina genů je totiž velmi podobná napříč všemi živočišnými kmeny a geny jsou někdy přirovnávány ke klaviatuře, na kterou lze zahrát Beethovenovu sonátu, ale také jen dětský popěvek. O tom, jaká „skladba“ bude provedena, rozhoduje nejspíše právě informace uložená v oblastech „nekódujících“ sekvencí. 
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[image: image65.jpg]o

‘Arelmc[car|cac;ccs|mlccs|mlm;
mettnin aspiagin arinin argtin pjﬁn s}rin prﬁin Ieiin Ieiin

Obr. 1. Geneticky kéd - trojice bdzi DNA - tzv. kodon - uréuje konkrétni aminokyselinu a jeji postaveni v Fetézci bilkoviny

j1 na molekularni drovni - tedy vysledkem toku
iontd bilkovinnymi kandly nap¥#i¢ bunéénou mem-
bréanou. Struktura vSech bilkovin je zakédovana
v poiradi nukleovych kyselin - v genech - které kaz-
dy jedinec dédi po svych rodiéich (obr. 1).

Pitslovi ,Jablko nepada daleko od stromu* vy-
jadtuje, Ze 1idé si jiZz odeddvna uvédomuji fenomén
dédiénosti. Teprve v8ak pied plldruhym stoletim
Mendel polozil zdklady nové védy o dédicénosti -
genetiky. Dnes je genetika nedilnou souéédsti medi-
ciny a odbérem rodinné anamnézy ji praktikuje
kazdy lékaf. Vyznamnym milnikem v d&jindch to-
hoto oboru je dokonéeni sekvence lidského genomu
(6, 17).

Téma tohoto élanku je velmi obsahlé, neni tedy
mozZno se vyhnout éasto i radikdlnimu zestruénéni
nékterych problémi.

Lidska geneticka informace - lidsky ge-
nom

Sekvencovani lidského genomu bylo dokonéeno
v roce 2001. Je tedy stanoveno potradi jednotlivych
bazi v deoxaribonukleové kyseliné (DNA) - neboli
zname vSechna ,pismena”“ v ,knize“, ale zatim ro-
zumime jen omezenému poétu ,slov* - neboli byl
identifikovdn jen omezeny polet gent. A lidsky

genom zahrnuje asi 30 000 geny, které navic diky
alternativnimu sestfihu messengerové ribonukle-
ové kyseliny (mRNA) a posttranslaénim dpravam
mohou vést ke vzniku az nékolika set tisict riz-
nych proteina (obr. 2). Soubor viech genti daného
jedince - genotyp - podmifiuje, jak se pod vlivem
prostiedi bude utvéiet soubor jeho znaki - fenotyp.
Co neni v genotypu, nemtiZe byt ve fenotypu.

Molekularni arytmologie

Pro arytmologii ma z molekularné-genetického
pohledu zasadni vyznam vyrazny pokrok v chdpani
membranovych procesd, k némuz doslo v posled-
nim desetileti. Byla identifikovdna ¥ada jednotli-
vych iontovych proudi a jejich proteinovych kand-
14, které se podileji na tvorbé akéniho potencidlu.
U vétsiny z nich zndme alespon gen kédujiei jejich
hlavni proteinovou podjednotku. Zdsadni poznatky
v této oblasti byly ziskdny zejména p¥i vyzkumu
relativné vzacnych monogenné podminénych aryt-
mickych syndromi - pfedeviim syndromu dlouhé-
ho QT intervalu (LQTS) a Brugada syndromu. Ty
jsou zpisobeny mutaci genu pro néktery iontovy
kanal a tak pfedstavuji model pro studium procestt
arytmogeneze na molekuldrni urovni (10, 11).

|

l.
transkripce

!

!

alternativni sestilh

Obr. 2. Alternativni sestfih RNA - jeden gen miZe dat vznik vice pfibuznych proteinti. Exon - kédujici dsek genu
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[image: image66.jpg]Syndrom dlouhého QT intervalu
a Brugada syndrom

Pacienti trpici témito chorobami maji vysoké
riziko malignich komorovych arytmii a nahlé sr-
deéni smrti (NSS). Jak bylo uvedeno vyse, obé
onemocnéni fadime mezi tzv. monogenni poruchy.
Znamena to, Ze jejich pfiznaky je mozno v zasadé
vysvétlit postiZenim jediného konkrétniho genu.
U LQTS byly doposud identifikovany mutace 5
genii pro kanalové proteiny nesoucich iontové
proudy INa, IKs a IKr v srde¢nich myocytech (ta-
bulka 1). U Brugada syndromu byly prokdzano po-
stizeni INa odlisného typu nez u LQTS.

Tab. 1. Typy LQTS ve vztahu ke geniim a jejich pro-

duktim
Typ Chromosom | Gen Iont. kanal
LQTS | alokus
Jervell a Lange-Nielsen syndrom
JLN1 11p155 KCNQ1 (KVLQT1) | algs
JLN 2 219q22.1-222 | KCNE1 B Ixs
Romano a Ward syndrom
LQT1 11p155 KCNQ1 (KVLQT1) | o Ixs
LQT 2 7935-36 KCNH2 (HERG) oIk
LQT3 3p21-24 SCN5A o INa
LQT 4 4925-27 ? ?
LQT5 21q22.1-22.2 | KCNE1 minK (B Iks)
LQT 6 21q22.1 KCNE2 MIRP (B Ix:)
LQT 7 ”?

Jedinci s Jervell — Lange-Nielsen syndromem jsou homozygo-
ti, Romano Ward pak heterozygoti.

o, B - podjednotky iontovych kandld, Iks — pomalu se aktivuji-
cf opozdény rektifikujici K* proud fize 3 akéniho potencidlu
kardiomyocytd, Ikr — rychle se aktivujici rektifikujic K* proud
faze 3 akéniho potencidlu kardiomyocytd, INa — rychly Na*
proud faze 0.

Klidovy i akéni potencial (AP) srdeénich myo-
cyti je tvofen k¥ehkou rovnovahou mezi iontovymi
proudy dovnit¥ a ven z butiky (obr. 3). Poskozen{
kteréhokoli z nich muZe tuto rovnovdhu narusit
a vést tak ke zméné trvdani AP. ProdlouZeni AP
a tim i prodlouZeni QT intervalu tedy teoreticky
miiZe byt zpisobeno jak zesilenim nebo prodlouZe-
nim depolarizaénich proudd (tedy INa a ICaL), tak
oslabenfm ¢ zkracenim repolarizaénich proudi
(ptedevsim ITO1, IKr a IKs).
éntho potencidlu (AP) jsou kationty sodny (Na*),
draselny (K*) a vdpenaty (Ca?'), které jsou po obou
strandch membrdny rozloZzeny nerovnomérné,
¢imz vznikaji napétové gradienty. Na jejich udrZeni
se podili fada aktivnich mechanismt. Tak v oka-
mZiku klidového potencidlu je vné bunééné mem-
brany vyrazna pfevaha Na+ a Ca?, uvnit¥ pak pfe-
vaha K*. Pro transport ionti pies bunéénou mem-
branu jsou dualezité specializované bilkovinné
struktury - iontové kandly. Po otevieni té&chto ka-
nald tefou pfisludné iontové proudy ve sméru gra-
dient nap#i¢ membranou. Pro elektrofyziologii AP

jsou dtileZité predevsim tzv. ,napéfové vratkované
(voltage gated)“ iontové kandly. To znamend, Ze se
oteviraji a zaviraji v zavislosti na aktudlnim napéti
na bunééné membrané, tedy vlastné v zavislosti na
presunech iontt pfes membranu. Tyto kandly jsou
navic vysoce selektivni pro konkrétni iont. Tradic-
né se na AP popisuje 5 fazi: faze 0 - rychlé depola-
rizace, faze 1 - ¢asna repolarizace, faze 2 - ,plate-
au”, faze 3 - pozdni rychla repolarizace, faze 4 -
klidovy membréanovy potencidl. Klidovy membra-
novy potencial (méné nez -80 mV) je vytvaten pie-
devsim éinnosti Na*/K+ pumpy, déle pak jsou v této
fazi otevieny nékteré K* kandly. V okamziku, kdy
membranovy potencidl ¢innosti pacemakerovych
center dosdhne -70 mV, otevira se Nat* kanal. Vy-
sledkem je mohutny ale velmi kratce trvajici (cca 2
ms) proud sodiku do butiky (INa) vedouci k depola-
rizaci bunééné membrany. Vzapéti se s riznym
zpozdénim oteviraji repolarizaéni, pfevdzné K+ ka-
naly. Jako prvni je to tzv. ,pfechodny proud ven
z bunikky® - transient outward (ITO1 a ITO2), vy-
sledkem je faze 2 - rychly, ale kratce trvajici pokles
AP. Zaroven se totiz zadina otevirat L typ Ca?*
kandlu (ICaL), ktery po né&jakou dobu bréani dokon-
¢eni repolarizace (faze plateau). Mezitim nabyva
na sile tzv. opozdény rektifikujici (delayed rectifier
- DR) K* proud (IK), ktery ma v komorovych myo-
cytech 2 slozky - rychle (rapidly) se aktivujici DR
(IKr) a pomalu (slowly) se aktivujici DR (IKs). Pie-
devs8im ty pak dokonéuji ndvrat membranového
potencidlu ke klidovym hodnotam (12)

faze 0 |

SYAuiiy

Obr. 3. Klidovy a akéni potenciil kardiomyocyta
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[image: image67.jpg]ProdlouZeni trvani repolarizace, tedy prodlou-
Zeni QT intervalu, usnadiiuje vznik arytmii na
podkladé tzv. asnych naslednych depolarizaci -
wearly afterdepolarizations® - kdy doch4zi ke zno-
vuotevieni depolarizujicich kanald (INa nebo ICa)
jesté pred ukonéenim repolarizace, tedy pred ,do-
konéenim“ AP. Vznik4 tak nepravidelny sled rych-
le po sobé se opakujicich depolarizaci, které mohou
vést ke vzniku polymorfni komorové tachykardie
typu ,torsade de pointes“ (TdP). K tomuto pFedéas-
nému otevitenf vySe uvedenych kanalt dochazi p¥i
takovém prodlouzeni repolarizace, které éasovd
presdhne dobu nutnou ke zotaveni depolarizaénich
kandld a tak umoZzni jejich opétné otevieni.

PostiZzeni dosud zndamych gend vysvétluje kli-
nicky obraz LQTS jen u asi 50 % pacienti a dokon-
ce jen u 30 % pacientt s Brugada syndromem.
U ostatnich pfedpokldddme podobny mechanis-
mus, konkrétni geny viak dosud nezndme. Velice
pravdépodobné lze uvaZovat i o kombinaci postiZe-
ni vice gend nejen pro iontové kanily, ale i napf.
jejich regulaéni proteiny. I u dosud zndmych typt
LQTS totiz klinické vyjaddieni u riznych &lenti téze
rodiny vyrazné kolisd, i kdyZ jsou nositeli téZe mu-
tace. Napt. ve 24¢lenné rodiné sledované na nagem
pracovisti je 9 nositeld mutace genu KCNQ1,
z nichZ u jedné Zeny si recidivujici arytmie vyzada-
ly implantaci kardioverteru-defibrildtoru, u jiné
nositelky stejné mutace naopak dosud nebylo za-
chyceno ani prodlouZeni QT intervalu (16). Je tedy
ziejmé, Ze i obraz choroby, kterou povazujeme za
monogenni, je ve skuteénosti vysledkem kombina-
ce mnoha p¥i¢in. Z genetického hlediska hovofime
v téchto souvislostech o tzv. genovém pozadi. Tento
ponékud vagni termin vyjadfuje naSe nedostateéné
znalosti a pochopeni problému.

LQTS a Brugada syndrom jsou také nékdy
oznacovany jako elektrickd onemocnéni srdce, ne-
bot komplexnim kardiologickym vySetfenim
u téchto pacientli neprokdZeme strukturalni one-
mocnéni srdce.

Nahla srdeéni smrt na molekularni
urovni u strukturalnich onemocnéni
srdce

Ackoli k naSemu chdpén{ arytmogeneze p¥ispé-
lo pfedevsim studium relativné vzdcnych elektric-
kych onemocnéni srdce, jsou maligni komorové
arytmie predeviim vyznamnym mechanismem
umrti pacientt, kte#i trpi spoledensky vyznamny-
mi akutnimi i chronickymi onemocnénimi srdce.
Jsou zodpovédné minimalné za polovinu Umrti pa-
cientt s ischemickou chorobou srdeéni a kardiomy-
opatiemi (19). Neddavno byly publikovany vysledky
2 geneticky zaméfenych populaénich studii (2, 4).
Multivariaéni analyza konvenénich rizikovych fak-
tort pro ICHS (faktory biologické, dietetické a fak-
tory prosttedi) ukdzala, Ze pozitivni rodinnd anam-
néza nahlé srdeéni smrti (NSS) je silnym nezavis-
Iym rizikovym faktorem NSS pro potomstvo.

Anamnéza ndhlého dmrti u rodiée zvysuje 1,8krat
riziko ndhlého Wumrti pro potomka. V p¥ipadé nah-
lého dmrti obou rodi¢d pak relativni riziko pro
potomstvo dosahuje piekvapivé vysoké hodnoty
9,4. Ptes problémy s oznadenim konkrétniho dmr-
ti za ,nahlé“ bezpochyby tyto studie podavaji pre-
svédéivy dikaz o familidrnim vyskytu NSS i v béz-
né populaci (14). P¥i védomi familidrné spoleéné
sdilenych vnéjsich rizikovych faktord je tedy ziej-
ma existence geneticky podminénych odchylek fy-
ziologickych procest zvysujicich riziko NSS. Muta-
ce jednotlivych gent zde pravdépodobné hraji jen
malou roli. SpiSe se jedna o vysledek spoleéného
plisobeni mnoha gend, o polygenni etiologii. V tom-
to pifpadé se pak mohou uplatiiovat i tzv. b&Zné
polymorfismy DNA (tj. odchylky vyskytujici se
v rtizném procentu v populaci a povazované za va-
rianty normy, nékdy hovofime téZ o tzv. interme-
diarnich fenotypech).

Geneticka variabilita rizika n4hlé smrti se kro-
mé vySe zminénych 1. procesd tvorby a propagace
elektrického impulsu v myokardu ve miiZe uplat-
novat jeSté v nasledujicich oblastech: 2. procesy
a faktory tvorby a stability aterosklerotického pla-
tu, trombogeneze a ischemie v koronarnim fecisti,
3. centrélni i mistni ¥izeni excitability myokardu
a cévni motoriky.

Ad 1) Jedinci s vy$§im rizikem NSS teoreticky
mohou byt nositeli dosud latentnich mutaci v ge-
nech pro iontové kandly, nap¥. pravé téch, o kte-
rych uz vime, Ze se uplatfiuji v patogenezi LQTS
a Brugada syndromu. Déle to mohou byt i regulaé-
ni proteiny iontovych kandlii nebo proteiny cyto-
skeletu, které kanaly zakotvuji v jejich pozicich (8).

Ad 2) Ateroskleréza, trombéza a infarkt pred-
letalnich arytmii. Vyzkumu téchto procest na mo-
lekularni drovni je vénovana velka pozornost a se-
znam kandid4tnich gent, jejichZ mutace nebo i po-
lymorfismy mohou ménit malignim zpisobem pri-
béh choroby, je velmi dlouhy. Pfima souvislost
téchto patologii s NSS zatim studovana nebyla,
nicméné jsou znamy asociace s vyssi kardiovasku-
larni mortalitou nap¥. u polymorfismi lipoprotei-
ni a jejich receptori (15). UZ§i vazbu na riziko NSS
budou mit jisté faktory p¥imo ovliviiujici riziko
ruptury aterosklerotického platu. Jsou nap¥. zni-
my dédi¢né odchylky metaloproteindz interceluldr-
ni matrix, které podporuji odbourdvéani vazivové
¢epicky platu (3). Radu podobnych piikladi je moz-
no uvést pro procesy trombogeneze.

Ad 3) Ptikladem variability autonomniho ner-
vového systému je polymorfismus (Ile164) B2-adre-
nergniho receptoru, ktery je u pacientti se srded-
nim selhdnim asociovdn se zvySenou mortalitou
(7). Intenzivné studovanym pasobkem je také en-
dothelin. Vyskyt jedné z jeho variant je vy3si u je-
dinct se Spatnou toleranci komorovych tachykardii
(5).

Je tfeba mit stdle na paméti, Ze a¢ zname
asociace nékterych mutaci & polymorfismu s uréi-
tym klinickym stavem, nezndme vétSinou vlastni
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Fenomén proarytmie

Didlezitou roli hraje i vyzkum fenoménu pro-
arytmického pusobeni nejriznéjsich, nejen antia-
rytmickych, preparati. Jednd se o rozsahlé téma
zasluhujici samostatny ¢lanek. Zdjemce o podrob-
né&jsi informace odkazuji na élanek vénovany prob-
lematice proarytmii v tomto &sle Vnitiniho lékai-
stvi (13) a na nasi préci publikovanou v roce 2002
v ¢asopise Ceska a slovenska psychiatrie (9).

Zaveér

Stojime na poéatku nové éry. Cilem nyné&jsiho
u budouctho vyzkumu je identifikace dédi¢énych
,molekuldrnich“ rizik malignich arytmii a odkryti
mechanismt, kterymi se jednotlivé polymorfismy
uplatiiuji v uréovéani irovns intermedidrnich feno-
typt a tim i v uréeni miry rizika. Pochopeni této
urovné patofyziologickych procest otevie cestu
nové generaci diagnostickych i terapeutickych me-
tod.

Vyzkum je podporovan granty IGA MZ NA
5718-3 a NA 7424-3.
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3.1. Výskyt variant genů pro iontové kanály u pacientů s vysokým rizikem náhlé smrti

     Jak bylo uvedeno ve výše vložené přehledové práci, existují dnes přesvědčivé důkazy o familiárním výskytu náhlé srdeční smrti v běžné populaci. V roce 1998 navrhl Roden koncept repolarizační rezervy (23): ve zdravém srdci zajišťují normální průběh repolarizace vícečetné redundantní mechanizmy. Porucha jednoho z těchto mechanizmů nevede k poruše repolarizace ani ke změně intervalu QT. Avšak v zátěžových podmínkách (např. ischémie či hypokalémie) mohou být kompenzační mechanizmy vyčerpány a dosud latentní mutace genů pro iontové kanály může zvýšit riziko maligních arytmií.
Novotny T, Kadlecova J, Raudenska M, Bittnerova A, Andrsova I, Florianova A, Vasku A, Neugebauer P, Kozak M, Sepsi M, Krivan L, Gaillyova R, Spinar J. Mutation analysis of ion channel genes in ventricular fibrillation survivors with coronary artery disease. Pacing Clin Electrophysiol 2011;34(6):742-9.
IF 1,351
(Publikovaná původní práce – kvantitativní podíl uchazeče 30 % - koncept, koordinace práce zúčastněných pracovišť, identifikace vhodných pacientů, analýza dat, text publikace)
Práce hodnotí výskyt kódujících variant v genech pro iontové kanály myokardu u selektovaných pacientů se strukturálním onemocněním srdce a nízkou ejekční frakcí, kteří byli úspěšně resuscitováni pro dokumentovanou fibrilaci komor, tedy přežili náhlou smrt. Kódující varianty genů asociovaných s LQTS byly u nich nalezeny signifikantně častěji než v kontrolních populacích, což potvrzuje mechanistickou roli těchto genů v patofyziologii náhlé smrti u pacientů s ischemickou chorobou srdeční.
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to SCD. In the present study, we d mu-
tational analysis of five LQTS-related myocardial
ion-channel genes in patients with coronary artery
disease (CAD) and ventricular fibrillation (VF)
documented at the time of SCD event and in a
control population.

Methods
Investigated Subjects

The group of patients consisted of 45 Cau-
casian patients (five females) from the region of
south Moravia in the Czech Republic (popula-
tion approximately 1.5 million individuals). The
‘primary inclusion criterion was VF documented
at the time of circulatory arrest not related to
acute phase of myocardial infarctior
than 48 hours after index event). Such individuals
were identified from the implantable cardioverter
defibrillator (ICD) registry of our department,
partially retrospectively (years 1998-2006); from
2007 new consecutive patients were included
prospectively. Two patients suffered VF while
staying in a hospital for more than 72 hours after
acute myocardial infarction. Al other individuals
suffered circulatory arrest in the out-of-hospital
setting; VF was recorded by emergency car staff.
Patients were successfully resuscitated and then
transferred to our department, either directly or via
regional hospitals. After circulatory stabilization
and improvement in mental status, all patients
‘underwent comprehensive cardiological examina-
tion. None of the patients had an acute myocardial
infarction at the of arthythmia according
to electrocardiogram (ECG) and serum troponin
level analysis. In'all patients, CAD was confirmed
by coronary angiography findings of significant
stenoses (>70%) or chronic occlusions. The left
ventricle ejection fraction (LVEF) was calculated
from echocardiography analysis. In three patients,
QT interval assessment was not possible due to
left bundle branch block or atrial fibrillation.
None of the other 42 patients showed substan-
tial QT interval prolongation or Brugada-like
ECG.

A total of 231 geographically, sex-, and age-
‘matched control individuals were divided into
The first control group consisted
iduals who underwent basic medical
investigation and were assessed as_healthy;
detailed ECG information was not available for
this cohort. The second group consisted of 141
‘patients with CAD who were hospitalized at our
department owing to an acute coronary event.
For all patients, the diagnosis was confirmed by
coronary angiography. All patients had depressed
LVEF and they were alive at least 3 years after
the index event. Thus, they could be considered
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Table I.
Cinical Characteristics of Investigated Individuals

scp Healthy ~ CAD
Survivors  Controls  Controls
(=45 (n=90) (n=141)
Maleffemale 405 8010 12012
Age 632479 666=62 68710,
Left ventricle w129 - 2xo%
ejecton
fraction
History of 32.(71%) 0 127 (90%)
‘myocardial
infarction

'SCD = sudden cardiac dsath; CAD = coronary artery dissass.

as a GAD group with a low risk of SCD. Clinical
characteristics of both groups are summarized in
Table 1

Informed consent was obtained from all the
individuals and peripheral blood samples were
taken for genomic DNA preparation. The study
protocol was approved by the Ethical Committee
of the University Hospital Brmo and conforms to
the ethical guidelines of the 1975 Declaration of
Helsi

Genomic DNA Samples and Polymerase Chain
Reaction Amplification

The coding sequences of KCNQ1, KCNH2,
SCN5A, KCNE1, and KCNE2 genes were analyzed
(GenBank accession nos. AF000571, NM000238,
NT022517, NMO000219, NMO005136). Genomic
DNA was extracted from peripheral blood samples
according to a standard protocol using DNA
BloodSpin Kit (MO BIO Laboratories, Inc., Carls-
bad, CA, USA), and the classical method of ethanol
progression. Exons of KCNQ1, KCNHZ, and KCNE1
genes were amplified by multiplex polymerase
chain reaction (PCR); previously reported intronic

onucleotide primers were used.>® A total of
34 intronic_oligonucleotide primer pairs were
used to_amplify the coding area of SCN5A
(modified according to reference 10) The PCR
amplifications were performed using Tag DNA
polymerase (Fermentas, Inc., Glen Burnie, MD,
USA) and HotStarTaq Master Mix (Qiagen, Inc.,
Valencia, CA, USA). Each PCR was performed in
200-p.L. thin-walled PCR tubes in a total reaction
volume of 25 L. Each PCR amplification was
performed using a SensoQuest Labcycler (Progen
Scientific, Ltd., Mexborough, UK) and a Perkin
Elmer 2400 machine (Applied Biosystem, Foster
City, CA, USA).
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Mutation Analysis
Single-strand conformation _polymorphism
(SSCP) and DNA sequence analyses were used to
screen for KCNQ1, KCNH2, SCN5A, and KCNE1
‘gene mutations. In the case of exons 15, 17-1, and
23 of SCN5A and exon 3 of KCNE, the high-
resolution melting (HRM) method was used.

SSCP Analysis

For the analysis of all genes, 2-ul. aliquots
of the amplified samples were mixed with 4
L. of bromphenol blue loading dye (95% for-
‘mamide; 10 mmol/L ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA); 0.1% bromphenol blue; 0.1% xylene
cyanol) and were denatured at 94°C for 5 minutes,
then cooled rapidly on ice and held for 5 minutes.
Denatured multiplex PCR samples of KCNQI were
analyzed in multiplex SSCP in 10% and 12%
polyacrylamide gels (crossling 40:1) at 10°C and
15°C/12 h/120 V. The fragments shown to have
single-strand mobility in multiplex SSCP were
reanalyzed by separate exon SSCP analysis under
the same electrophoretic conditions. Analysis of
‘multiplex PCR of KCNHZ gene was performed
using 8% polyacrylamide gel (crossling 50:1)
at 8.5°C/3 h/40 W followed by separate exon
SSCP_ analysis under the same electrophoretic
conditions.

Denatured samples of the SCN5A gene were
loaded into nondenaturing polyacrylamide gels
with two layers (5% and 9%) and run at 210 V.
and 10°C for 6-8 hours according to the length of
each fragment (Multigel-Long, Whatman Biome-
tra, Gmbil, Gottingen, Germany).

‘The bands were visualized by silver staining.

HRM Analysis

sis was performed using a LightCy-
ime PCR system and high-resol
Melting Master Kit (Roche Diagnostics, GmbH,
Mannheim, Germany). PCR products were used as
loaded samples. Primers were the same as those
used for SSCP.

DNA Sequencing

In cases of different band patterns, sequencing
was performed with forward and reverse primers.
To reduce the risk of polymerase-induced errors
and false-positive results, the PCR products
suspected of sequence change were reamplified
before sequencing.

For purification of the amplified samples,
MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, Inc.) was
used. Cycle sequencing was performed using the
Big Dye Terminator Kit (Applied Biosystems), and
the DyeEx2.0 Spin Kit (Qiagen, Inc,) was used
for purification of samples after cycle sequencing.

744 June 2011

Exons were sequenced using the ABI PRISM 310
instrument (Applied Biosystems).

The resulting sequences of the screened
KCNQ1, KCNH2, SCN5A, and KCNEI genes were
aligned with the wild-type sequences deposited
in NCBI (GenBank accession nos AF000571,
NMO000238, NT022517, NM000218).

Statistics

The distributions of allelic frequencies and
their differences were calculated using x* tests.
0Odds ratio (OR) and 95% confidence interval (C1)
were calculated to estimate the risks associated
with the detected polymorphisms. To calculate the
significance of OR, Fisher's exact test was used.
The program Statistica v. 8.0 (Statsoft
Inc., Tulsa, OK, USA) was used for all statistical
analyses.

Results
Coding Variants in VF Survivors

‘The full coding sequences of KCNQ1, KCNH2,
SCN5A, KCNE1, and KCNE2 genes of ail the VF
survivors were analyzed. Nonsynonymous single
nucleotide polymorphisms (SNP) were present in
eight male_patients. None of these individuals
showed QT interval prolongation or Brugada-like
ECG.

In the KCNQI gene, nonsynonymous changes
were not identified. In the KGNH2 gene, three
nonsynonymous _changes in three individuals
were found: R148W and the in-frame deletion
GAG186del are novel, whereas P3475 has previ-
ously been reported as related to LQTS."

In the SCN5A gene, we identified the known
common_ polymorphism H558R with an allelic
frequency of 20.46%. A nonsynonymous variant
P2006A was found in five unrelated male patients,
yielding an allelic frequency of 5.68%. This
variant had been described proviously as rarely
reported in only two of 829 healthy individuals®
and also in one individual who died due to sudden
infant death syndrome.' Previously, the P2006A
variant has been shown to have a small, yet
statistically significant, effect on sodium channel

polymorphisms were found: G38S with an allelic
frequency of 42.2%, and D85N found in_one
patient (1.11%). In the KCNEZ gene, no DNA
changes were found.

Coding Variants in Healthy Controls

‘The full coding sequences of KCNQ1, KCNHZ,
SCN5A, KCNE1, and KCNE2 genes were analyzed
in 90 healthy control individuals. In the SCN5A
gene, the known common polymorphism H558R
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Table I

Coding Variants in SCD Survivors and CAD Controls.

Minor
Minor Allele Allele
Frequency Frequency
(%) SCD (%) CAD
Nucleotide  Amino Acid Survivors  Number of  Controls
Gene Exon  Change Change  Region (N—=45) Genotypes (N=141) 3
KoNHZ 3 casaT RUBW  Ntem 111 0 -
4 560_56808l0  GAGTSEdel N-erm 111 0 -
5 cioseT P347S  Neterm 111 0 -
SCNsA 28 C8018G P2006A  Clerm 58 11 001

'SCD — sudden cardiac death; N-arm — N-terminus ofthe gane; C-tarm — C-terminus of the gene; CAD = coronary arary dissase; P

P-valus of probabilty of cass-control diferance n alo: fraquencies.

was found with an allelic frequency of 27.01%.
In the KCNE? gene, two common polymorphisms
were found: G38S with an allelic frequency of
29.3% and D85N with an allelic frequency of
1.67%. No rare coding variants were found in this
group.

Coding Variants in CAD Controls

The exons containing rare coding variants
found in VF survivors were sequenced in the
control group of 141 patients with CAD without
arrhythmias. The KCNHZ gene variants R148W,
GAG186del, and P347S were not present in
any of these control samples. The SCN5A gene
variant P2006A was found in three CAD control
individuals, giving an allelic frequency of 1.1%.

Statistics

‘The allelic frequency of the common poly-
‘morphism H558R of the SCN5A gene did not
differ between the VF survivors (20.46%) and the
healthy controls (26.67%, P = 0.319). The same
‘was true for the two previously described common
SNPs of the KCNEI gene: G38S, which had an
allelic frequency of 42.2% in the patients and
29.4% in the healthy controls (P = 0.04), and
D85N, which was found in one patient and three
controls (P =0.721).

PACE, Vol. 34
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‘The carrier frequency of all the rare sequence
variants (R148W, GAG186del, P347S in KCNHZ,
P2006A in SCN5A) was significantly higher in
the VF survivors (8/45, 17.8%) than in the CAD
controls (3/141, 2.2%, P = 0.001). Evaluated
accordingto OR, the risk of this genotype in the VF
survivors is 8.36 (95% CI 2.13-32.84, P = 0.001).

The allelic frequency of the rare variant
P2006A of the SCN5A gene was significantly
higher among the VF survivors (5.6%) compared
with the healthy control subjects (0%, OR 11.13,
95% CI 1.26-98.34, P = 0.003). The same was
true for allelic frequencies of this polymorphism
in the VF survivors (5.6%) and the CAD control
subjects (1.1%, P = 0.01, OR 5.75, 95% CI
1.32-25.11, P = 0.02). There were no differences in
the frequency of this variant between the healthy
controls (0%) and the CAD control subjects (1.1%,
P=0.226).

‘The results are summarized in Tables II-IV.

Discussion

Inthe present study, we performed a mutation
analysis of five cardiac ion-channel genes in VF
survivors with CAD to test the hypothesis that ion-
channel gene polymorphisms are more common in
SCD cases compared with a control population.
Our hypothesis was based on findings from
previous population studies that demonstrated
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Table ll.

‘Coding Variants in SCD Survivors and Healthy Controls.

Nucleotide ~ Amino Acid

Minor Allele
Frequency
)
sco
survivors  Number of

Gene Exon  Change Change  Region  (N=90) Genotypes
KONH2 3 Cas2T R148W Neterm 111
4 560568069 GAGIBGdEl  N-term 111
5 cioaeT* Pa47s Neterm 111
KONET 3 Gl12A GI8S  Bdaceliar 422
3 Gs3A DBSN  Cyoplsmaic 1.1
SCNsA 12 A1673G H558R DHDII 2111
28 CE01EG P2006A Cterm 56

'SCD — sudden cardiac dsath; N-tarm — Neerminus of the gene; DFDII

linker of the DI and DIl domains of the gene; CAD — coronary

ariary disaase; P — P-valus of probabilty of case-control diferanca in alllic fraquencies. *Not signiicant aftr corraction on double

polymorphism.

a strong genetic component of SCD. One of
the pathways by which genetic variation in
pathophysiological mechanisms may contribute
to increased risk of SCD is electrogenesis and
conduction in the myocardium. In our study, the
carrier frequency of all the rare sequence variants
‘was significantly higher in the VF survivors (8/45,
17.8%) than in CAD controls (3/141, 2.2%, P
0.001). In the healthy controls no rare coding
variants were found.

Recently, several studies have investigated
this issue. The first was conducted as part of
the Oregon Sudden Unexpected Death Study.™*
In 67 (18% female) SCD cases and 91 control
individuals, mutation analysis of the SCN5A
sene was porformed. Nonsynonymous mucleoride
changes were found in 4% of the cases and 1%
of the controls (P = 0.31). Other genes were not
analyzed. In the most recent study, the authors
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performed mutation analysis of five cardiac ion-
channel genes, SCN5A, KCNQ1, KCNH, KCNE1,
and KCNEZ, in 113 SCD cases included in two
large prospective cohorts of women (Nurses’
Health Study) and men (Health Professional
Follow-Up Study).* No mutations or rare variants
were identified in any of the 53 male subjects,
‘whereas five rare missense variants were identified
in SCN5A in six of 60 women (10%). Exons
containing these variants were sequenced in 733
control samples from the same population; the
overall frequency of these rare variants in SCN5A
was significantly higher in the SCD cases (6/60,
10.0%) than in controls (12/733, 1.6%, P = 0.001).
The other exons were not analyzed in the control
individuals included in this study. The conclusion
from these studies was that rare variants in ion-
channel genes were not common causes of SCD.
However, the results might have been influenced
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by the fact that in both reports, the initial ECG
12 ‘was not available in a substantial proportion of the

investigated individuals. Thus, the cause of death
‘was not necessarily arrhythmic; previous studies
have reported that the first recorded rhythm in
patients with sudden cardiac arrest is not VF in
at least 20%~25% of patients of either sex.'®

In contrast to the previous two studies, we
included only individuals with documented VF.
In all patients, CAD was confirmed by coronary
angiography. Although we excluded individuals
in whom VF was related to acute myocardial
infarction, the majority of these VF survivors
had suffered a previous myocardial infarction in
the past and consequently they had depressed
LVEF. In this purely arrhythmic SCD group, the
frequency of nonsynonymous DNA changes was
significantly higher in the VF survivors compared
‘with the control subjects.

Nonsynonymous DNA change does not nec-
essarily indicate a change in protein function. The
presence orabsence of such rare variants in control
populations does not always predict whether
the variant will be associated with a functional
alteration in channel properties. In the SCN5A
gene, the C-terminal P2006A_polymorphism was
found in five unrelated patients in our study.
This variant has been described previously as
being rare, reported in only two of 829 healthy
individuals™? and in one infant who died due to
sudden infant death syndrome.'* In that study,
the P2006A variant was associated with a small,
yet statistically significant, level of increased
persistent current combined with depolarizing
shifts in voltage dependence of inactivation
and more rapid recovery from inactivation. The
authors speculated that the level of increased
persistent current is not sufficient to_evoke
arrhythmia and that other factors are probably
needed for full pathological expression. This fits
well with the concept of repolarization reserve
proposed by Roden in 1998: normal hearts include
multiple, redundant mechanisms to accomplish
normal repolarization. Deterioration of one of
these mechanisms will not lead to failure of
repolarization and no QT interval changes will be
present, but under stress conditions such as CAD
and hypokalemia, latent ion-channel mutations
can increase the risk of malignant arrhythmias.'”

Due to technical reasons, it was not possible
to perform functional studies of mutated variants
of the KCNH2 channel and a literature search

s performed to assess the putative functional
effects of the SNPs found in the present study.
In the KCNH2 gene, all three polymorphisms
were located in the N-terminal part of the
protein. N-terminal residues are instrumental in
rapid inactivation and sensor—effector coupling
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for channel opening.'® Nevertheless, in one study
deletion of cca 220 amino acids, preserving a
cluster of mainly positively residues
upstream to S1 segment (A143-361), induced
activation properties that closely resembled the
wild-type channel. These results indicate that a
large part of the proximal domain is not essential
for a wild-type channel activation phenotype.’*
All three changes found in this study were
located within that region. On the other hand, N-
terminal mutations (including P3475 found in our
study) have previously been shown to be related
to LQTS."* Thus, further functional studies are
necessary.

To date, in LQTS patients, hundreds of
mutations have been reported within the five
most common genes, more than half of which
are unique, novel mutations. We had anticipated
a similar situation in SCD survivors. However,
in_contrast, in five unrelated patients, the same
SCN5A variant P2006A was found. A larger study
is needed to determine if this variant is a, probably
region-specific, risk stratification marker.

The prevalence of ion-channel variants re-
mains ly unknown. Recently, Ackerman
et al. published two studies determining the
frequency and spectrum of ion-channel variants
in approximately 800 apparently healthy individ-
uals. 22 Excluding the common polymorphisms,
14%-25% of subjects (according to ethnicity) had
at least one nonsynonymous potassium-channel
variant and 3%-5.6% of subjects had at least
one nonsynonymous sodium-channel variant. The
authors commented that these analyses do not
represent a population-based genetic epidemio-
logic study. Another study in Germany included
94'individuals from monozygoic twin pairs and
47 pairs of dizygotic twins," all of whom were
healthy. Excluding the common polymorphisms,
only two rare nonsynonymous polymorphisms
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U pacientů po prodělané arytmické bouři byla provedena mutační analýza genu RyR2 asociovaného s hereditárním arytmickým syndromem CPVT. Byly u nich nalezeny četné nekódující varianty, jejichž výskyt se ale nelišil při srovnání s kontrolní populací. Role variant genu RyR2 v patofyziologii náhlé smrti je tedy nejspíše omezený.
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(CAD - coromary artery disease M - dlated cadiomyopatty.

dysfunction of left ventrice, Dats from MADITI study
showed that during 3 years cnly one third of patients with
primary preventive implantation of ICD needsd the therapy
from the device due to malignant arthythmias. The remain-
ing two thirds of patients were only ICD carriers (2,

Observations from population-besed studies demenstrate 3
strong genetic component of SCD [3-6]. It i clear that there
must be genetically determined varistions of physicogicel
processes that increase the risk of SCD. It i well known that
myocarlial ion channel gene mutations lead o increased SCD
risk in patints with rlatively rare diseases, such as Long QT
syndrome (LTS), Brugada syndrome and catecholaminergic
polymorphic ventriculartachycardis (CPVT).

Ventricular premature complexes (VPCs) cauld initiste
maligrant arrhythmiss. High occurrence of VFCs is typical
for race hereditary disease called GPVT. For this disorder
stress syncope or sudden cardise death are typical, mari-
fested in young patients most often before 40 years of age.
‘The mrtality s high, dmost S0%. Mtations of RYR2 gene sre
faund in shout 0% of patients with clinicaldisgrosis of CPVT
7] An important fact is that the resting ECG is completely
normal. But during stress VICs became more frequent and
can progress in typicsl bidirectonal ventricula tachycrdia
I our sty we tried to test the hypothesis, that mutation of
RyR2 receptor could incresse the rik of malignant amhyth-
s in patients with structural heart disesse,

2. Methods
21 Investigated subjects

The imvesiated group consisted of 3 Coucasian patiens
from heregion ofouth Morvis the Cacch Republic Tnse
individunls were sentied from the 1CD regetey of o
depurment, parialy rerospecivly (years 15%-2009 and
from 2007 new cosecutive paiens e included prospe:
tiely. The incusin crtera were: (1) history of ahythic
tarm dofned s 3  more susained veniiclar achyar
hytbmias within 24h detcted and treaod fom 1D, @)
ttuctural hear disease such = dilaied cadiomyopathy
(4CMF) x CAD veriied by schocardiography and cororary
angiogaphy:

e cantrel roup conssed o 141 patients with CAD who.
were hospiaized s o department owing o m acte
iy ot ot all paierts he Aot wrae confomed.

by coronsry sngiography: All patients had depressed lef
entricle cjection action (IVEF) and they were alive at least 3
years aterthe inde event. Thus, they could be considered as
5 CAD group with 3 low risk of SCD. Clinical characteristcs o
both groups sre summarized in Teble 1

Informed consent was obtsined from l patients and
peripheral Hood samples were tsken for geromic DNA
preprstion. The study protocol was spproved by Ethical
Committee of the Uiversity Hospit Bro and conforms to
the ethical guidelines of the 1575 Declaration of Helsinki.

22 Mutation analysic

Mutstion snslysis of the RyR2 gene was performed in all
members of the arrhythmic storm group. Genomic DNA
Semples were isdlated. from peripheral Hood ymphocytes
‘and PCR amplified fragments covering hot spot areas of RyR2
xS 2-4,6-15, 17-20, 3945, 83, 84, 7-97-105 were analyzed
by direct sequencing on the instrument ABI PRISM 3130 (Life
‘Techralogies, USA). For mappirg of exons 3, 97 and 105
deletions multiplex liation-dependent probe smpliication
analysis (MLPA) was used. Detsiled methodology has been
described elsewhere [5-10], The regions containing sequence
variants found in the anhythmic storm group were se-
quenced in the contral group of 141 patients with CAD
without arthythmiss.

23, Statistics

Values sre iven s meanSD. Demopraphic data were
analyzed by the  test for varance and Students ttest, The
distbutions of llc raquencies snd theirdiffrerces were
calculated using 7 tests. Th progeam package Satisticay: 20
(Statsoft nc, Tusa, OK, USA) was used for all statistca
arales

3. Results

We detected 16 different sequence changss in both groups.
Twelve of these DNA changes were slready described in the
study of Bagattin et al. 1] or in the database Enserabie [12].
The other have not been described ye. None of the found
uclotide polymorphisms led to smino acd changes and
wese located close to splice stes or had any similasity to
known splicing enhancer motifs. The occurrence of these
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varisnts was not different in both groups. The results are
summarized in Table 2.

3 Discussion

In the present study, we performed & mutation analysis of 3
cardiacion-channel gene importart i smhythmogeness. Vi
test the hypothesis that mutation of YR gene could incresse.
sk of maligrant arrhythmias in patients with structural
heart diseases. Our hypothesis was based cn findings of
previous populstion studies that demonstrsted & strong
genetic component of SCD.

Recenty, several studies bave investigated the isse of the
influence of genetic variants on the rik of arthythmiss in
patients with structural heart diseases. In these studies the
prevalence of rare coding variants in so called long QT genes
was significantly bigher n patients suffering from ventriclar
billstion s compared to control group [13-15]

“The RyR2 gene was chosen because of ts well known rle i
the smhythmogeness in CPVT. This disease is charscterized
by bigh occumence of VPG, We hypothesized that such FyR2
mutstions can exist which ususlly remain latent, but urder
stross conditions, such as structural heart disease, they can
increase the risk of ventricular amhythmias also in normal
population.

The RyR2 gene is ane of the largest genes in the human
genome and its nalyss is time consuming, The majority of
mutstions sppesr to chster in three regions of the predicted
RyR2 protein topology, nd sbout 65% of published mutations
of the RyR2 gene are locsted in these regions [3,16], Therefore
we used a tered targeting strategy suggested by graupsin the
Mayo Cliic and the Netherlsnds [ Althorsgh we expected
only rare finding of sequence changes of RyR2 gene, the
opposite was true. The occurmence of sequence variants was
comman in both graups. This suggests that these regions are
probably rather polymarphic in population. In our study 16

sequence changes of [yR2 gene were detected n both groups.
None of the found nucleotide polymorphisms led to amino
acid changes, nd were located close o splicesites or bad any
milasity to known splicing enhancer motifs. Neverthelsss,
there is emerging evdence that even symonymous DNA
veriants can play important role n protein strcture charges.
On the other side there were oo statisticaldiffererces in their
sllelic frequencies, thus the probebility of any functionsl
effectof these varisnts is low.

“The most important limitation of our study is the mall
sumber of investigsted individuals. Altiough the control
group was age snd sex matched and all the control
individuals have depressed left ventricular systolic function
nd coronary srtey disesse confirmed by angiography, there
were differences in gjection fraction and the etiology of heart
Silure, This could have possitle impact on the resuks.
Novertheloss, the prevalence of DNA variarts was high also
in the control group. Using the tiered targeting rategy of
RyR2 gene mutstion snalis can have an impact on the
sobustness of the estimste of the previlence of KyRZ
muttions smong the cobort. Due to the small rumber of
women included in the present study, it was not possible to
perform sny sex-related sssocitions.

5. Conclusions

The prevalence of RyR2 gene varisnts was not different in
s versus controls sugpesting s imited role of this gene in
the amhythmogeness in structurs] heart discase patients.
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Intrducton: Strong evdence suggests that sudden cardiac death (SCD) i geneticll
detennined. In our previous study we found that the prevalence of selected, rre coding
variants in s long QT genes was igaiicantly higher i ventricula Sbilaion (VF) survivors
with coronary artey disease (CAD) than in contros. In the present study we performed
utatonal analyss of the promoters of S LTS related myocardial ion channel gene in
the same group of patients and in control populations,
Methods: The promotersof KCNQ1, KCNF2, SQNS4, KCNEL and KCNE2 genes were analyzed
in 45 CAD individuals — survivors of documented VF. The allelc frequencies were
compared either to data fom the 1000 Genomes Project o from a local DNA bark of
patints with coronary atery disease and no malignant anhythimia (141 ndividuals).
Resuks: In 3% (755%) of 45 VF sunvivors 3 different promoter variants were found: 2in
KONQ gere promoter, 1 in KQNEL promoter, and 6 in SCNSA promoter. Staistically
Significantdiflerences were found n the alelc frequencies of both KCNQA gene promoter
Variants: 11%2C T (P=0009), 1-115G:»A (P=0007). Nevertheles,these variants did not
Segregate with long QT phenotype in a previous study. While the allc requency o the
SCNSA gene promoter varian 225-1072T >C significantly difsredin VF survivors compared
o the 1000 Genomes Project (P=0003), this allelic frequency was not diflerent when
compared to the group of ocal CAD controls.
Conlusins: Our indings demonstrated that variants of ion charmnel gone promoters are
common, both in VF survivos and control groups. These results sugges that promoter
variants are geographically-specific and are not  common cause of SC.
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1. Introduction

There is strong evidence that sudden cardiac death (SCD) is
genetically determined [1-4]. In our previous study we found.
that the prevalence of selected, rare coding variants in 5 long
QT genes was significantly higher in cases compared to
contrals, confirming a mechanistic role for these genes in a
subgroup of patients with coronaty artery disease (CAD) who
had suffered ventricular fibrillation (VF) (5.

‘Ten years after human genome sequending it has become
clear that coding sequences represent only about 15% of
'human genome sequence (5. The remaining portion is either
50 called “DNA junk” or, more likely, contains important
regulatory sequences.

In the present study we performed mutational analysis of
the non-coding parts of genes - the promoters - of 5 LOTS
related myocardial ion channel genes in patients with CAD
who had suffered documented VF at the time of SCD event.
and in control population.

2. Methods
21 Investigated subjects

‘The group of patients was identical to our previous study [5],
consisting of 45 Caucasian patients (5 females, 40 males) from
the region of south Moravia in the Czech Republic (population
approximately 15 million). The primary indlusion aiterion
was VF documented at the time of circulatory arrest not.
related to acute phase of myocardial infarction (.. more than
48 h after index event). Such individuals were identfied from
ICD regisy of our department, partially retrospectively
(years 1998-2006), from 2007 new consecutive patients were
included prospectively. Two patients suffered VF while stay.
ing in a hospital for more than 72 h after acute myocardial
infarction. All other individuals suffered circulatory arrest in
the out-of hospital setting - VF was recorded by emergency
car staff. Patients were successfully resuscitated and then
transferred to our department, either directly or via regional
hospitals. After circulatory stabilization and improvement in
‘mental status, all patients underwent comprehensive cardi
ological examination. None of the patients had an acute
‘myocardial infarction at the time of amhythmia according
toelectrocardiogram (ECG) and serum troponin level analysis.
In all patients coronary artery disease was confirmed by
coronary angiography findings of signifiant stenoses
(>70%) or chronic occlusions. The left ventricle ejection

fraction (LVEF) was calculated from echocardiography analy.
sis. In three patients, QT interval assessment was not
possible due to left bundle branch block or atrial fbrillation.
None of the other 45 patients showed substantial QT interval
prolongation or Brugada-like ECG.

s a control, we used data from the 1000 Genomes Project,
‘which sequences the genomes of a large number of people, to
provide a comprehensive resource on human genetic varia-
tion. To date, the database contains data on genetic variation
in 1092 human genomes from various populations [7].

In cases where the data from the 1000 Genomes Project
were not available, another control group was used, consist-
ing of 141 patients with CAD who were hospitalized at our
department owing to an acute coronary event. For all
patients, the diagnosis was confirmed by coronary angiogra-
phy. All patients had depressed LVEF and were alive at least
4 years after the index event and, accordingly, they could be
considered as a CAD group with a low risk of SCD. Clinical
characteristics of both groups of patients are summarized in
Table 1.

Informed consent was obtained from all individuals and
peripheral blood samples were taken for genomic DNA pre
paration. The study protocol was approved by the Ethical
Committee of the University Hospital Bmo and conforms to
the ethical guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki.

22, Genomic DNA samples and polymerase chain
reaction amplification

The genomic DNA of all cases was analyzed for mutations in
the promoter seqences of KCNGY, KCNE, SCNSA, KCNEI and
KCNE2 genes. Genomic DNA was extracted from peripherl
blood samples according to a standard protocol using DNA
Bloodspin Kit and the clasical method of ethanl progression.

‘The promoter sequences of KCNQ, KCNH2 and KCNEL
genes (GenBank accession nos. NGDO8935.1, NGODESI6,
NGO09091.1), were amplified by multiplex polymerase chain
reaction (PCR). The following primer pairs were designed and
used: 7 primer pairs for KCNQ] promoter, 6 primer pairs for
KCNH2 promoter and 1 primer pai for KCNE] promoter. The
PCR amplifications were performed using HotStarTag Master
Mix (Qlagen, Inc, Valencia, CA, USA). Each PCR was per
formed in 200! thin-walled PCR tubes in a total reaction
volume of 25l using Verity Thermal Cycler (Applied Biosys
tem, Foster Giy, CA, USA).

A toral of 12 oligonucleotide primer pairs was designed
and used to amplify the promoter area of the SCNSA gene
(GenBank accession no. AY313163) The core promoter

CAD controls (n-141) »
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sequence of KCNEZ gene was predicted to correspond to base
pairs 7481-7746 of sequence DQ784804 using the Web Promo
ter Scan Service program, version 17. This region was
amplified using one oligonucleotide primer pair. PCR amplifi
cations were performed using Tag DNA polymerase (Fermen
tas, Inc. Glen Bumie, MD, USA) and HorStarTaq Master Mix
(Qiagen, Inc, Valendia, CA, USA). Each PCR was performed in
2004l thin-walled PCR tubes in a total reaction volume of
25 . Each PCR amplification was performed using a Senso
Quest Labeyder Progen Scientifc, Ltd., Mexborough, UK) and.
a Perkin Elmer 2400 machine (Applied Biosystem, Foster Gity,
CA, USA).

23, DNA sequencing

DNA sequence analysis was camied out in an ABI 3130
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) to screen for
KCNQ1, KCNHZ, SCNSA, KCNE2 and KCNE1 promoter sequence
variations. Sequencing analyses were performed using for-
ward and reverse primers.

For puriication of the amplified samples, the Minlute
PCR Purifcation Kit (Qjagen, Inc., Valenda, CA, USA) was
used. Cycle sequencing was performed using the Big Dye
Terminatar Kit (Applied Biosystems, Foster Cty, CA, USA) and
the DyeEx2.0 Spin Kit (Qjagen, Inc, Valencia, CA, USA) was
used for purifcaion of samples after cycle sequencing.

‘The resulting sequences of the screened KCNQL, KONHZ,
SCNSA, KCNEZ, and KCNE, gene promoters were aligned with
the wild.type sequences deposited in NCBI (GenBank acces-
sion nos. NGOOES35.1, NGOOES16.1, NGOOS091.1, AY313163,
DQ784804). The numbering was based on Yang et al. £] and
the alllic frequencies were compared to data from the 1000
Genomes Project, if available [7]. Otherwise the regions
containing sequence variants found in VF survivars were
sequenced in the control group of 141 patients with CAD
without arhythmias (described above).

24, Sttistic

The distributions of allelic frequencies and their differences
were calculated using 7 tests. Odds ratio (OR) and S5%
confidence interval (1) were calculated to estimate the risks
associated with the detected polymorphisms. To calculate
the significance of OR, Fisher's exact test was used. The
program package Statstica v. £0 (Sttsoft Inc., Tulsa, OK,
USA) was used for al statistical analyses.

3. Resuls

In 34 (75.5%) of 45 VF survivors 9 different DNA sequence
variants were found: 2 in KCNQ1 gene promoter, 1 in KCNE1
promoter, and 6 in SCNSA promoter. No variants were
detected in the promoters of KCNH2 and KCNE2 genes.
Variants in more than one gene promoter were present in 6
patients, and multiple variants in single gene promoter were
found in 16 patients.

31 KONQI gene promoter variants

In KCNQ1 gene promoter variants 1-182C>T and ¢. 1-119G>A
‘were found in 15 and 3 patients, respectively. The ¢ 1-119G>A
‘polymorphism segregated with the c. 1-182C> T in all 3 cases
‘These variants were present in the 1000 Genomes Project cata

32 KCNEI gene promoter variant

A single variant, c. 1-107insG, was found in the KCNE1 gene
‘promoter in 3 VF survivors. Data on this particular variant
were not available from then 1000 Genomes Project, and it
allelic frequency was tested in the CAD control group.

33 SCNSA gene prometer variants

Six promoter variants were found in the SCNSA gene in 22 VF
survivors. More than one SCNSA promoter variant was pre.
Sent in 13 VF survivors. The following variants have been
described in the 1000 Genomes Project previously: c. -225
2038G>T, ¢ -251823C>T, ¢ -258UT>C, c. -205
1744G>C, ¢. -225-1072T>C. For the c. -225-775T> A variant,
no data were available from the 1000 Genomes Project and
therefore, its allelic frequency was tested in the CAD
contral group.

3.4 Statistic results

‘The allelic frequencies of all promoter variants in the cases
and contral groups are summarized in Table 2. Statisticall
significant differences were found in the allelic frequencies o
both KCNQ! gene promoter variants: ¢. 1-182C>T (OR=257
CI-1.18-5.57 for the C allele in VF survivors compared o the
CAD group, P=0008) and c. 1119G>A (OR=776, 95%
C1-1.06-56.77 for the G allele in VF survivars compared tc
the control group, P—0.007). The allelic frequency of SCNSA
gene promoter variant c. 225-1072T>C was significantl
different in VF survivors compared to the S1000 Genomes
Project (OR=7.28, 95% CI=100-5328 for the T allele in VF
survivors compared to the control group, P=0.001), but was
not different between the cases and the group of local CAD
contrals.

4. Discussion

In the present study, we performed a mutation analysis o
‘promoters of five cardiac ion channel genes in VF survivors
with CAD to test the hypothesis that polymorphisms in these
regions are more common in VF survivors compared with 3
contral population. This study was an extension of ou
previous study in which we found that the carrer frequency
of rare coding variants of these genes was significantly higher
in the VF survivors (8/45, 17.6%) than in CAD contrals (3141
2.2%,P~0.001). In the promoter regions of the same genes we
found 9 different DNA sequence varians. The allelic frequen
cies of three of these variants were significantly different
compared to data from 1000 Genomes Project, which was
‘used as a primary control due its statistical power to detect
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most genetic variants with frequencies of at least 1%. A key
goal of the 1000 Genomes Project is to identify more than 95%
of single nucleotide polymorphisms at 1% frequency in a
broad set of populations and to date it contains data on
genetic variation from 1092 human genomes in 14 popula:
tions drawn from Europe, East Asia, sub-Saharan Africa and.
the Americas [7].

Data on the prevalence of fon channel promoter poly.
morphisms in arthythmic patients arelimited (9] The variants
we detected in KCNQ1 gene promoter were also present in the
1000 Genome Project cataset and the occurrences of both
polymorphisms in this promoter were significantly different in
VF survivors group compared o the 1000 Genomes Project
dataset. Data conceming the possible functional effect of these
polymrphisms are lacking, in our previous wark these var-
fants were found also in patients with cinical diagnosis of
long QT syndrome (LQTS) but in no case did the particular
variant segregate with LQTS phenotype 10}, Thus, any possi
bility of their significant functional effect i very limited.

‘The variant we detected in the KCNEL gene promoter has
not been described previously (1], and its allelic frequency
did ot differ between VF survivors and CAD patients without
malignant arthythmias.

‘The SCNSA gene promoter s highly palymorphic, reflected
in the fact that in this stdy we identified 6 different
polymorphisms in this promoter. With the exception of
c. 225-1072T>C all these varianis were the subject of a
study by Yang et al. [£], which found thatstudy only promoter
activity in c. -225-775 T>A variant was significantly reduced
in cardiomyocytes. Such variant may modulate sodium.
channel related physiology in the face of environmental
stressors such as transient myocardial ischemia. Neverthe:
less, allelic frequency of this variant did not differ between VF
survivers and CAD group in our study, indicating that the
potential for a significant functional effect is limited.

No functional data are available for the variant c. -225
10727C. While the alleic frequendes of this variant were
Signifianty different in VF survivors compared to the 1000
Genomes project datase, s alllic frequency in VF survivors
was not different when compared t the group of local CAD
controls. These resuls indicate that this variant may be a
regionally specifc, and likely to be a non functional
palymorphism.

5. Limitations

There are several limitations to our study, the most impor.
tant ofwhich is the small number of investigated individuals.
Owing to the incidence of SCD events and the capacity of
individual centers to perform routine genetic methods, larger
‘numbers could only be provided by a multicenter study. Due
to the small number of women included in the present study
it was not possible to perform any sexrelated associations.
Allelic frequencies of variants found in VF survivors were
compared with data fom the 1000 Genomes Project, which
represents a non-specific population. In the case of KCNQ
variants, the missing functional studies were substituted by
data from genatype-phenatype analyses in LQTS subjects.

6. Condlusion

‘While varians of ion channel genes promoters are common
both in SCD individuals and conrol groups, our results
suggest that promoter variants of ion channel genes are not
a common cause of SCD.
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4. Závěr

     Navzdory velkým nadějím, které vyvolalo dokončení sekvenace lidského genomu před více než 10 lety, zůstává naše chápání genetického pozadí patofyziologických procesů velmi omezené. Ukazuje se, že architektura genomu není lineární a že stejné sekvence slouží nejen jako předloha pro transkripci ale též jako regulační oblasti. Alely ovlivňující riziko náhlé srdeční smrti tak mohou být přítomny také v tzv. nekódujících oblastech genomu (24). Identifikace takových alel bude úkolem pro tzv. „genome-wide association“ studie a také pro přicházející technologie masové DNA sekvenace. Jakýkoli budoucí genetický screening využitelný pro rizikovou stratifikaci náhlé srdeční smrti by měl zahrnovat hodnocení velkého počtu genomických variant všech oblastí relevantních pro riziko arytmií.
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Souhrn

Sekvencovani lidského genomu bylo dokonéeno v roce 2001. Je tedy stanoveno poi‘adi jednotli-
vych bazi v DNA - neboli zname vSechna plsmena“ v ,knize“, ale zatim rozumime jen omezenému
poctu »slov¥ - neboli byl identifikovin jen omezeny pocet genti. A lidsky genom zahrnuje asi 30 000
genu, které navic diky alternativnimu sest¥ihu mRNA mohou vést ke vzniku aZ nékolika set tisict
ruznych proteinii. Soubor viech gent daného jedince - genotyp - podmmu_]e, _iak se pod vlivem
prostiedi bude utvaret soubor Jeho znakt - fenotyp. Co neni v genotypu, nemize byt ve fenotypu.
V poslednim desetileti doslo k vyraznému pokroku v chapani membranovych procest v souvislos-
ti se studiem monogenné podmmenych arytmickych syndromi - pfedev§im syndromu dlouhého
QT intervalu. Ten je zpﬁsoben mutaci genu pro nektery 1ontovy kanadl a predstavu]e model aryt-
mogeneze na molekuldarni vdrovni. Komorové arytmie Jsou vyznamnou pncmou umrti pacientu
s kardmvasku.larmml chorobami. Nové studie ukazaly, Ze i v této populaci je vyskyt malignich
arytmii € zavisly a tedy do znaéné miry geneticky podmmeny Nahlé fimrti rodide zvysu-
je 1,8krat riziko nahié¢ho dmrti pro potomka. P#i ndhlém amrti obou rodi¢a pak riziko pro potom-
stvo dosahuje aZ hodnoty 9,4. Genetickd variabilita rizika nahlé smrti se kromé procesu tvorby
a propagace elektrického impulsu v myokardu ve muzZe uplatiiovat jeSté v nasledujicich oblas-
tech: 1. tvorba a stabilita atervsklerotického plitu, trombogeneze a ischemie v korondrnim Fedis-
ti, 2. Fizeni excitability myokardu a cévni motoriky. Cilem ny'nejél’ho a budouciho vyzkumu je
nalezeni dédiénych ,,moleknlairmch“ ri zik arytm.u Pochopeni této tirovné patofyziologickych
procesi otevie cestu nové generaci diagnostickych i terapeutlckych metod.
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The sequencmg of human genome was completed in 2001. The position of particular DNA base is
established - i. e. we know all “letters” in the “book” but we understand only limited number of
“words” i. e. only limited number of genes was identified- And the human genome consists of
about 30 000 genes from which through the mechanism of alternative RNA splicing more than 100
000 genes can be derived. All the genes of one individual form the genotype. The expression of
genotype in particular environment forms the phenotype. What is not present in genotype can
neither be present in phenotype. In the last decade a substantial progress was achieved in under-
standing of membrane processes mostly due to research of relatively rare inherited monogenous
arrhythmic syndromes - first of all the long QT syndrome. It is caused by mutations in ion channel
genes and it provides a model of arrhythmogenesis on molecular level. Ventricular arrhythmias are
important cause of mortality in patients with cardiovascular diseases. New studies have provided
strong evidence for familial sudden cardiac death (SCD) aggregation and therefore also genetic influen-
ce. Parental history of SCD increases the relative risk of SCD for offsrping to 1.8, In the case of both
maternal and paternal SCD events the risk for offspring is a remarkable 9.4, There are 3 pathways by
which genetic variation may contribute to risk for SCD: 1. alterations in electrogenesis and conducti-
on, 2. formation and stability of atherosclerotic plaque, thrombogenesis and ischemia within the coro-
nary circulation, 3. control of myocardial excitability and vascular motorics. The main objective of
both today and future research is identification of inheritable “molecular” risk factors of arrhythmias.
Understanding of this level of pathophysiological processes will subsequently lead to new generation of
both diagnostic and therapeutic methods.
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Uvod

Na rok 2003 pt¥ipadaji dvé vyznamnd biologic-
ko-medicinska vyroéi: pfed 100 lety Einthoven pub-
likoval prvni praci o vyuZiti elektrokardiografie

(EKG) (1) a pted 50 lety Watson s Crickem rozlus-
tili geneticky kéd nukleovych kyselin (18).
Arytmologie - jakoZto podobor kardiologie - je
zaloZena prdvé na interpretaci EKG zdznamu, at
uz povrchového nebo intrakardidlntho. Kazda EKG
k¥ivka je vysledkem procest, které v srdci probiha-

Pfedneseno na 124. internistickém dnu - XIX. Vanyskov& dnu ,Elektrické srdeéni potencialy - 100 let EKG v interni praxi“ dne

21. b¥ezna 2003 v Brné.
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