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Povzetek

Sindrom podaljSane dobe QT je genetska bolezen, za katero je znacilna okvara ionskih
kanalc¢kov srénih celic, ki so odgovorni za uravnavanje trajanja srénega akcijskega
potenciala. Bolniki s to boleznijo imajo zapoznelo repolarizacijo prekatnih srénih celic, ki
se klini¢no kaze kot podalj$ana doba QTc, ki predstavlja dobo QT standardizirano na sréno
frekvenco. Prisotne so lahko hude posledice, kot je sr¢na odpoved ali celo sréna smirt.
Zapis za alfa podenoto hitrega napetostnega kalijevega kanala v miocitih nosi gen KCNH2,
Ki je eden izmed treh najpogosteje okvarjenih genov, ki povzro¢ajo sindrom podaljsane
dobe QT.

Namen magistrske naloge je bil vpeljati genetsko preiskavo gena KCNH2 pri bolnikih s
sindromom podaljSane dobe QT v klini¢no prakso. Najprej smo postavili metodo za
sekvenciranje, tako da smo oblikovali oligonukleotidne zacetnike ter optimizirali pogoje
pomnozevanja z metodo verizne reakcije s polimerazo za vseh 16 eksonov gena. Za
vpeljano optimizirano genetsko preiskavo smo napisali standardni operativni postopek, Ki
ga bodo uporabljali v kliniénem laboratoriju.

Z vpeljano metodo smo izvedli molekularno genetsko analizo vseh eksonov in
pripadajocih eksonsko-intronskih regij gena KCNH2 na vzorcih 43 bolnikov. Potrdili smo
11 razli¢nih sprememb nukleotidnega zaporedja, od katerih 2 dosedaj Se nista bili opisani.
Opredelili smo klini¢ni pomen vseh odkritih nukleotidnih sprememb ter bolnikom napisali
izvide. Pri 4 bolnikih smo lahko z odkrito nukleotidno spremembo potrdili klini¢no sliko
LQTS2.

V raziskovalni namen smo poizkusili optimizirati metodo visokolocljivostne talilne analize
kot presejalne metode, ki bi predstavljala predstopnjo sekvenciranju. S to metodo smo

uspesno pomnozili le 6 eksonov.

Kljuéne besede: KCNH2; sindrom podaljSane dobe QT; genetska analiza



Abstract

Long QT syndrome is a genetic disorder characterised by the dysfunction of ion channels
which are responsible for the regulation of the cardiac action potencial duration. Patients
with such condition experience late repolarization of ventricular myocytes which is shown
by prolonged QTc period. QTc is QT period standardized to a heart frequency. The
disorder can manifest with serious outcomes such as sudden heart failure or even death.
KCNH2 gene encoding the a subunit of fast potassium current channel represents one of
the three most commonly mutated genes causing long QT syndrome.

The aim of our work was to implement the genetic analysis of KCNH2 gene into clinical
practise. To develop the method for DNA sequencing oligonucleotide primers were
designed and, the amplification of all 16 exons with polymerase chain reaction was
optimised. Standard operational procedure for the clinical laboratory was written for the
developed method. The method was subsequently used for the analysis of all exons and
exon-intron regions of KCNH2 gene in 43 patients. Eleven nucleotide sequence variations
were detected and two of them have not been described yet. We described clinical
significance of all discovered nucleotide sequence variations and patients were also given
our findings. With the discovered nucleotide changes we were able to confirm clinical
picture of LQTS2 in four patients.

We tried to optimize high resolution melting analysis as a screening method that would be
used to preselect samples for DNA sequencing. However, only 6 exons could be

successfully amplified .

Key words: KCNH2; long QT syndrome; genetic analysis



Seznam okrajsav

A adenin

bp bazni par

C citozin
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KCNH2
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podenoto hitrega napetostnega kalijevega kanala

LQT podaljSana doba QT

LQTS sindrom podaljSane dobe QT
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LQTS2 sindrom podaljSane dobe QT z mutacijo v genu KCNH2
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T timin
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1. Uvod

1.1 Srce

Srce je miSi¢na Crpalka, ki ustvarja tla¢no razliko za tok krvi po Zilah. Kri poganja po zilah
tako, da se votline srca izmeni¢no krc¢ijo in raztezajo. Kri je transportni medij, ki zagotavlja
stalen dotok hranilnih snovi in kisika ter odstranjuje odpadne snovi iz celic ter tako zagotavlja

njihov obstoj (1).

1.1.1. Zgradba

Srce je zgrajeno iz dveh preddvorov (atrijev) in dveh prekatov (ventriklov). Med vsakim
preddvorom in prekatom ter med prekatom in veliko arterijo (bodisi plju¢nim deblom ali
aorto) je zaklopka (skupaj so torej 4 zaklopke), ki preprecuje vzvratni tok krvi, kar vidimo na
sliki 1. Sréna miSica spada med precno-progaste misice. Podlaga za mehani¢no dejavnost srca
je njegova avtonomna elektri¢na aktivnost. Elektri¢no vzdrazenje namre¢ povzroci kréenje
misi¢ne celice. Sosednje sréno-misi¢ne celice se stikajo s presledkovnimi stiki, ki zagotavljajo

nemoteno elektricno povezavo med njimi in prenos akcijskih potencialov (1).

" w tok krvi v telo

w» tok krvi v pljua

w» tok krvi iz pljud
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Slika 1: Zgradba srca (2).



1.1.2 Elektricna aktivnost srca

Elektri¢na aktivnost srca je pogoj, da srce lahko ¢rpa kri, saj drazljaj sprozi akcijski potencial
in pricne kontrakcijo srénomiSi¢nih vlaken. Prevodni sistem srca sestavljajo skupki
specializiranih celic v steni srénih votlin (sinoatrialni in atrioventrikularni vozel) in posebne
povezave med njimi in miSi¢nimi celicami v steni prekatov. Za normalen sréni ritem skrbi
sinoatrialni vozel, ki ritmi¢no prozi akcijske potenciale. Posebnost teh celic je, da njihov
membranski potencial ne miruje, temve¢ ves €as spontano valuje tako, da se v njih ritmi¢no
prozijo akcijski potenciali vsaki¢, ko depolarizacija doseze prag. Za spontano elektri¢no
aktivnost so odgovorne prevodne lastnosti njihove membrane. Urejeno hitro Sirjenje
akcijskega potenciala po vlaknih prevodnega sistema in skozi sréno miSico povzroci kréenje
miSi¢nih celic preddvorov in prekatov v naslednjem vrstnem redu: depolarizacija preddvorov

povzroci njihovo skrcenje, temu pa sledita depolarizacija in skréenje prekatov (1).

1.1.2.1 Akcijski potencial

Vzrok za pojav akcijskega potenciala je sprememba prepustnosti membrane za posamezne
ione. Drazljaj povzroci odpiranje in zapiranje ustreznih ionskih kanal¢kov, kar omogo¢i pretok
ionov in spremembo membranskega potenciala. V stanju mirovanja se prek celicne membrane
vzdrzuje mirovni membranski potencial. V tem stanju je razlika v elektri¢ni napetosti med
zunanjo in notranjo stranjo celiéne membrane -90 mV. Notranja povrSina celicne membrane je
elektronegativna glede na zunanjo povrsino in to pomeni, da je membrana polarizirana. V
celici je visja koncentracija K*, zunaj celice pa je vija koncentracija Na™ in CI". Membrana je

v stanju mirovanja najbolj prepustna za K* (3).
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Slika 2: Akcijski potencial kontraktilne sréne celice (4).
Faza 0: Na* kanali odprti

Faza 1: Na' kanali zaprti

Faza 2: Ca" kanali odprti; po¢asni K" kanali odprti

Faza 3: Ca" kanali zaprti; vsi tipi K" kanalov odprti

Faza 4: Mirovni potencial

Na sliki 2 je prikazano spreminjanje membranskega potenciala v odvisnosti od ¢asa. Na grafu
so oznacene faze akcijskega potenciala (od 0 do 4), ki prikazujejo odprto oz. zaprto stanje
razli¢nih kanalov in s tem tudi razli¢no prepustnost za posamezne ione. Ko se membrana
depolarizira do dolo¢ene prazne vrednosti, se sprozi akcijski potencial. Prevodnost membrane
se mo&no poveca za Na®, ki potem prehaja v celico. Napetostna razlika se spremeni in
notranjost postane bolj pozitivna kot zunanjost. Potem v celico prehaja Ca* in celica se za¢ne
kr¢iti. Nazadnje iz celice izhaja K* (1, 3). Sodelujejo 3 razli¢ne skupine kalijevih kanalov in
sicer K1, Ksin Kg (ali HERG). V fazi 2 je odprt samo Ks, v fazi 3 pa so odprti vsi 3 tipi
kalijevih kanalov in se zato v tej fazi prepustnost za K mo¢no poveca (5). Akcijski potencial
se zacne z hitro depolarizacijo, ki ima vrh pri +20 mV (faza 0), nadaljuje se s hitro, delno
repolarizacijo (faza 1), ki ji sledi podaljSsano obdobje pocasne repolarizacije (faza 2 ali faza
platoja), konca pa se s hitro fazo repolarizacije (faza 3). Akcijski potencial potuje vzdolz
membrane, ker sprememba napetosti ob akcijskem potencialu povzroci depolarizacijo
sosednjih delov membrane. Potuje samo v eno smer, ker membrana po akcijskem potencialu
postane prehodno neobéutljiva ali refraktarna, zato ker se Na* kanal¢ki zaGasno inaktivirajo (1,
6, 3).



1.1.3 Elektrokardiogram (EKG)

Ker se akcijski potencial, kot val depolarizacije, prevaja iz enega predela srca v drugega,
nastajajo napetostne razlike med posameznimi predeli v srcu, Ki jih lahko zaznamo na povrsini
telesa z elektrokardiografom. Elektrokardiograf je sestavljen iz snemalnih elektrod,
pretvornika, ojacevalnika in pisalnega mehanizma. Snemalne elektrode namestimo na
standardna mesta na povrsini telesa, saj je oblika zapisa odvisna od tega, kam postavimo
elektrode. Tako lahko dogodke v srcu vedno opazujemo na enak nacin in zapise med seboj
primerjamo. Casovni zapis napetostnih razlik v srcu imenujemo elektrokardiogram (EKG).
EKG ima velik pomen za ugotavljanje sprememb v delovanju srca, ki se izrazajo v njegovi
elektricni aktivnosti. Opazujemo lahko frekvenco bitja srca, ritmicnost utripa, zadebelitev
miokarda in spremembe prevajanja ob propadu dela miokarda zaradi srénega infarkta (1, 3).

Na EKG-ju vidimo razli¢ne vrste odklonov, Ki jih prikazuje slika 3.

kompleks QRS

R

=
= ssgment ST

segment PR T

Q
S

interval QT

interval PR

Slika 3: Zapis elektri¢ne aktivnosti srca — EKG (8).
¢ val P: depolarizacija preddvorov
e segment PR: izoelektri¢no podrocje; prevajanje od atrioventrikularnega vozla do misSi¢nih celic v
steni prekatov
e interval PR: ¢as med zadetkom aktivacije preddvorov in za¢etkom aktivacije prekatov; traja med
0,12in0,2s



e kompleks QRS: depolarizacija prekatov, ki prekriva repolarizacijo preddvorov (zato tega odklona
ne vidimo); obicajno traja med 0,06 in 0,1 s; abnormalno podalj$anje trajanja kompleksa QRS
nakazuje blokado v normalnem prevajanju po prekatih

e segment ST: izoelektri¢no podrocje;trenutek popolne depolarizacije prekatov

o val T: repolarizacija prekatov, faza obnovitve mirovnega membranskega potenciala

e interval QT: imenujemo ga tudi obdobje elektriéne sistole prekatov; prikazuje trajanje akcijskega
potenciala v prekatnih miokardnih celicah; traja priblizno 0,4 s, spreminja pa se inverzno s sréno
frekvenco
L7

Utripanje srca je posledica elektri¢énega vzdrazenja, ki ga nadzoruje prevodni sistem srca. Pri
utripanju srca lo¢imo fazo krcenja (sistola) in fazo raztezanja (diastola). V fazi sistole srce
iztiska kri v obtok, pri tem se skrcita prekata, desni prekat ¢rpa kri v pljucni krvni obtok, levi
pa v sistemski krvni obtok. V fazi diastole se srce napolni s krvjo, pri tem se prekata sprostita,
skréita se preddvora, ki &rpata kri v prekata. Sistola je normalno kraj$a od diastole. Ce to
dogajanje povezemo z EKG-jem, lahko na sliki 4 vidimo, da je srce najbolj polno krvi pri Q,
torej ob koncu diastole, izrazni pa se pri koncu T-vala, torej pri koncu sistole (1).

1 utnip

QRS T R
AP‘—’\M
;l_J

normalen interval QT

QRS ¥ R
t t

podaljsan
% interval QT

Srce je polno krvi pri | o . Srce je izpraznjeno pri koncu T

Slika 4: Na prvem EKG-ju je prikazan normalen interval QT, na drugem EKG-ju pa je
prikazan podaljSan interval QT, poleg tega pa je na EKG-ju prikazano Se, kdaj je srce polno

krvi in kdaj je izpraznjeno (9).



1.2 Sindrom podaljsane dobe QT (LQTS)

Prirojeni sindrom podaljSane dobe QT (LQTS) je genetska bolezen, ki okvari delovanje
ionskih kanal¢kov srénih celic, ki so odgovorni za regulacijo trajanja srénega (prekatnega)
akcijskega potenciala, zato ga uvrs¢amo med prirojene sr¢ne kanalopatije. Glavna znacilnost
te bolezni je zapoznela repolarizacija srénih celic, ki se kaze kot podaljSanje dobe QT
standardizirane na sréno frekvenco (dobe QTc¢) v strukturno normalnem srcu (10). Poleg s
podaljsano dobo QTc, se lahko izrazi Se:
e z nenormalnimi T-valovi
e s povefanim tveganjem za sinkopo (zacasna izguba zavesti) in nenadno sr¢no smrt
e 7 znacilno aritmijo (polimorfno ventrikularno tahikardijo s torsades de pointes (TdP)
morfologijo, ki ima komplekse QRS s konicami obrnjenimi v razli¢ne smeri, nepravilnih
oblik, frekvenca je od 100 do 180 utripov na minuto) (8, 9).
LQTS ima zelo heterogeno penetranco, zaradi ¢esar je mozno, da se kljub okvarjenemu genu
bolezenski fenotip ne pojavi. Tako so lahko nekateri vse Zivljenje brez simptomov, druga
skrajnost pa je nenadna smrt v otroStvu (13). Bolezen se vedno ne izrazi klini¢no, zaradi
vpliva drugih genov in dejavnikov iz okolja (14). LQTS je glavni vzrok za nenadno sréno smrt
pri mladih (13). V Zdruzenih drzavah Amerike je zaradi LQTS 3000 do 4000 nenadnih srénih
smrti pri mladih na leto (15). LQTS lahko pripisemo ve¢ kot 20 % na obdukciji negativnih oz.
nepojasnjenih smrti in 10 % nenadnih smrti novorojencev (12, 13). Pri kavkazijcih oz. belcih
je incidenca genetsko dokazljive LQTS 1:2500, kar dokazuje, da bolezen ni tako redka (18).
Najverjetneje je incidenca Se vi§ja, saj je kar 10 do 35 % bolnikov tako imenovanih nemih
nosilcev z normalnim intervalom QTc, poleg tega pa Se vedno za 15 do 20 % primerov bolezni
ne poznamo mutacij (13,19).
Obstaja tudi z zdravili povzrocen LQTS, ki je samo iatrogen odgovor na zdravilo in posnema
prirojeno LQTS. Mutacijo v enem izmed genov, znacilnih za prirojeno LQTS, ima manj kot
10 % takih pacientov (20).

1.2.1 Genetske osnove

Trenutno je znanih 13 genov, povezanih z LQTS. 75 % primerov LQTS je posledica mutacij v

enem od naslednjih genov:



e KCNQL1 (sindrom podaljSane dobe QT z mutacijo v genu KCNQ1 (LQTS1), 30 % - 35 %)
e KCNH2 (sindrom podaljSane dobe QT z mutacijo v genu KCNH2 (LQTS2), 25 % - 40 %)
e SCNb5A (sindrom podaljSane dobe QT z mutacijo v genu SCN5A (LQTS3), 5 % - 10 %).

Ti geni kodirajo ionske kanale v prekatnih srénih celicah, ki sodelujejo pri akcijskem
potencialu. Manj kot 5 % primerov LQTS pa povzrocajo mutacije v ostalih 10 genih, ki
kodirajo ostale sréne kanale, s kanali povezane proteine ali membranske proteine, ki
sodelujejo pri delovanju kanalov (13).

Vse oblike LQTS se dedujejo avtosomno dominantno, LQTS1 in LQTS5 (sindrom podaljSane
dobe QT z mutacijo v genu KCNEL1) pa se lahko dedujeta tudi avtosomno recesivno. Prva sta
to obliko opisala Jervell in Lange-Nielsen, zato ta sindrom imenujemo po njiju. Za Jervell in
Lange-Nielsen sindrom je znacilna huda oblika sr¢nega fenotipa ter senzori¢na izguba sluha
(18).

Ce se bolezen deduje avtosomno dominantno, je za izraZanje bolezni dovolj Ze prisotnost
enega mutiranega alela. Vecinoma so prisotne to¢kaste mutacije (zamenjava 1 nukleotida) ali
pa majhne insercije oz. delecije. Odkrili pa so tudi velike genske preureditve kot so delecije
oz. duplikacije celih eksonov, ki lahko vkljucujejo 100 do 1000 nukleotidov (22, 23).

1.2.2 Dejavniki tveganja za nastanek src¢nih incidentov

Tveganje za nastanek srénih incidentov (sinkopa, sr¢ni zastoj in nenadna sr¢na smrt) pri

nezdravljenih bolnikih se lahko oceni na podlagi genotipa, spola, starosti in dolZzine QTc. Kar

se ti¢e starosti, se pri moskih LQTS bolj verjetno izrazi pred puberteto, pri Zenskah pa po

puberteti (24). Paciente LQTS lahko po stopnji tveganja razdelimo v 3 skupine:

e Visoko tveganje (> 50 %): Dolzina QTc > 500 ms in genotip LQTS1 (moski / Zenske) /
LQTS2 (moski / Zzenske) / LQTS3 (moski)

e Srednje tveganje (30 — 50 %): QTc > 500 ms in LQTS3 (zenske) ali QTc < 500 ms in
LQTS2 (Zenske) / LQTS3 (moski / Zenske)

e Nizko tveganje (< 30 %): QTc <500 ms in LQTS2 (moski) / LQTS1 (moski / zenske) (25,
26).

Genetsko testiranje (s katerim dolo¢imo genotip) je v kombinaciji s tradicionalnimi dejavniki

tveganja (spol, starost, QTc) pomembno za ocenjevanje tveganja sr¢nega incidenta pred



terapijo (17, 26). Genotip sicer moramo dolociti z genetskim testiranjem, vendar bi ga lahko
priblizno opredelili tudi s povezavo s fenotipom, saj sta genotip in fenotip direktno povezana.
Fenotip nam je zaradi tega tudi v pomoc¢ pri nacrtovanju genetskega testiranja. Vendar fenotip
lahko opredelis Sele po incidentu. Povezave med situacijo, v kateri je bil sproZen sréni incident
in genotipom so znane za genotipe LQTS1, LQTS2 in LQTS3. Tako sta povezana LQTS1 in
sréni incident med plavanjem oz. ob fizicnem naporu, LQTS2 in sréni incident ob zvocnem
drazljaju (urni alarm, hiS$ni zvonec) ter LQTS3 in sr¢ni dogodek med spanjem oz. med
pocitkom (28).

Tveganje se lahko opredeli tudi glede na tip in lokacijo mutacije ter glede na celi¢no funkcijo.
Za bolnike z LQTS, ki imajo mutacije, ki prizadenejo protein v podro¢ju pore kanalcka velja,
da imajo daljSe intervale QT, bolj resen klini¢en odziv ter vec aritmicnih srénih incidentov v
mladosti kot tisti z mutacijami, ki prizadenejo terminalno C regijo. Bolniki z mutacijami v
transmembranskih porah imajo torej najvecje tveganje za sréni incident. Bolniki z mutacijami
s premikom bralnega okvirja ali z nesmiselnimi mutacijami v katerikoli regiji imajo srednje
tveganje. Tisti z mutacijami s spremenjenim pomenom Vv terminalni C regiji imajo najmanjse

tveganje (29).

1.2.3 Zdravljenje

Zdravljenje bolnikov z LQTS je zelo pomembno. Z njim je potrebno nemudoma priceti.
Nezdravljeni bolniki z LQTS2 v 50 % do 60 % dozivijo sréni incident pred 40-im letom
starosti in sréni zastoj ali pa nenadno sr¢no smrt v 20 % primerov (letna umrljivost je 0,6 %)
(24). Uporabljajo se razliéni nacini zdravljenja. Farmakoterapija z zaviralci beta je osnovno
zdravljenje za vecino bolnikov z LQTS, vendar pa konkretno pri LQTS2 zaviralci beta le
srednje zascitijo bolnika (30). Pri bolnikih z LQTS2 je najpomembnejSe ohranjanje ustrezne
koncentracije kalija v plazmi, zato dobivajo dopolnilo kalija, ki je pri LQTS2 najboljSa mozna
terapija. Prevodnost kanalov KCNH2 je namreé¢ direktno povezana z zunajceli¢nim K*. Z
uporabo dopolnila se poveda zunajceli¢ni K* in s tem se poveda pretok kalija. Posledi¢no se
tako vsaj delno nadomesti okvara kanalov KCNH2. Z raziskavami so ugotovili, da je dopolnilo
uspesno pri zmanjSevanju repolarizacijskih nepravilnosti, ni pa Se podatkov, ¢e lahko s tem

tudi zmanjSamo tveganje za sréni incident (31). Naslednja moZna terapija je intravenozna

aplikacija nikorandila. To je odpiralec od ATP (adenintrifosfat) odvisnih kalijevih kanalov, ki



zmanjSa podaljSanje intervala QT. Nikorandil nima ucinka na kanale KCNHZ2, zato ga
uvrs¢amo med nespecifiéne nacine uravnavanja repolarizacijskinh nepravilnosti. Pri oralni
aplikaciji doseze veliko niZje plazemske koncentracije, zato je njegova klini¢na uporaba
omejena (20). Pri izbiri terapije je poznavanje genotipa zelo pomembno, saj razli¢ni nacini

zdravljenja razli¢no zascitijo bolnike z dolo¢enimi genotipi. Odlo¢itev o na¢inu zdravljenja ne

sme temeljiti le na vrsti genotipa, temve¢ mora vkljucevati vse dejavnike tveganja (13).

1.3 Gen KCNH2

Gen KCNH2 se nahaja na dolgi ro¢ici kromosoma 7 (7q35-g36). Pozicija gena na kromosomu
je prikazana na sliki 5. Ta gen nosi zapis za alfa podenoto hitrega napetostnega kalijevega
kanala v miocitih. Funkcionalni kalijev kanal je zgrajen iz Stirih alfa podenot, ki skrbijo za
strukturo kanala in iz beta podenote, ki uravnava aktivnost kanala. Zapis za alfa podenote nosi
KCNH2 gen, za beta podenoto pa KCNE2. Protein gena KCNH2 imenujemo Kv11.1 ali I, ali
HERG (angl. Human Ether-a-go-go-Related Gene). Gen sodi v poddruzino H ter v druzino
EAG (ether-a-go-go) genov, ki kodirajo s Ca** modulirane kalijeve kanale (11, 32). Gen
KCNH2 je sestavljen iz 16 eksonov (33).
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Slika 5: Pozicija gena KCNH2 na kromosomu 7 (34).
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Do danes je bilo opisanih ve¢ izooblik gena. Huffaker in sod. so ugotovili, da obstaja tudi
moZzgansko specifi¢na izooblika, ki jo imenujemo KCNH2-3.1. Na sliki 6 je ta izooblika gena
oznacena z NM_001204798. Ta oblika gena ima vlogo pri razvoju mozganov v prenatalnem
obdobju. Ugotovili so, da se bolj izraza pri bolnikih s shizofrenijo (35). Na sliki 6 so poleg
omenjene prikazane Se 3 izooblike gena ter njihovi eksoni in introni. NM 000238 oznacuje

transkript 1 oz. izoobliko a (referenéno sekvenco). Ta razli¢ica kodira najdaljSo izoobliko.



Izraza se v srcu. NM 172056 oznacuje transkript 2 oz. izoobliko b, ki jo imenujemo tudi
HERG-USO. Ta razli¢ica je krajsa od prejsnje in ima drugacen C-terminalni del. lzraza se v
srcu, pogosto pa se mocno izraza tudi v tumorskih celicah (36). NM 172057 oznacuje
transkript 3 oz. izoobliko c, ki jo imenujemo tudi HERG 1b. Z razlic¢ico 1 se razlikuje v N-
terminalnem delu. Izraza se v srcu in debelem crevesu. NM 001204798 oznacuje transkript 4
0z. KCNH2-3.1 , ki je najkrajsa izooblika. Od razli¢ice 1 se razlikuje v N- in C-terminalnem

delu. Izraza se v mozganih (35, 36).

KCNH2
NM_000238.3 [t 1 I I -B1 ~H-1--H-H{—=—1" vp_oooz29.1
NM_172057.2 [t~ =1 NP_742054.1

NM_172056.2 [Tt 1 5 I -B1 B-EH-0 vP 7420531

NM_001204788.1 [j=te=—l=IH-E" MP_001191727.1

Slika 6: 4 izooblike gena KCNH2 in njihovi eksoni in introni (38).

1.3.1 Protein HERG
Glavna naloga tega kanala je, da skrbi za normalno repolarizacijo prekatnih celic, tako da
omogoc¢i izhod kalijevih ionov iz miocitov. Kanal je lahko v odprtem, zaprtem ali pa

inaktiviranem stanju.

Depolatizacija o
Repolatizacija
! LKA podasi e A hitro A POC
= ==
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 Zapt i C-tp

inaktivadje
Slika 7: HERG kanal je lahko zaprt, odprt ali inaktiviran, odvisno od transmembranske
napetosti (39)

Prehodi med razli¢nimi stanji so napetostno odvisni. Na sliki 7 je prikazano, da je kinetika
inaktivacije veliko hitrejSa kot kinetika aktivacije, kar pomeni, da je prehod med zaprtim in

odprtim stanjem pocasnejsi kot prehod med odprtim in inaktiviranim stanjem (40). Na sliki 7
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lahko tudi vidimo, da so razli¢na stanja odvisna od transmembranske napetosti. Kanal je zaprt
pri negativni napetosti. Z depolarizacijo membrane se kanal pocasi aktivira, pri ¢emer se
odpre. Pri pozitivni napetosti se kanal hitro inaktivira. Z repolarizacijo membrane se proces
obrne (39). Repolarizacija je relativno hitra in enostavna. V zgodnji fazi diastole je majhen tok
kalijevih ionov skozi kanal, ker je mirovni membranski potencial blizu vrednosti kalijevega
potenciala. Ce pride do prezgodnjega utripa med zgodnjo diastoliéno fazo, potem se fiziolosko
zviSa delovanje HERG, da tako zavira depolarizacijo celice. Njihova funkcija v normalnem
stanju je supresija dodatnih utripov (41). Zato so bolniki LQTS (ki imajo zaradi mutacij

zmanjsano delovanje HERG) bolj nagnjeni k aritmijam, ki jih sprozi prezgodnji utrip (40).

1.3.2 Spremembe nukleotidnega zaporedja gena KCNH2

Spremembe nukleotidnega zaporedja so izraz, ki zajema tako mutacije kot tudi polimorfizme.
Poznamo razli¢ne definicije za mutacije in polimorfizme. Mutacija lahko pomeni spremembo
DNA, ki povzroca bolezen, ali pa pomeni vsako spremembo, ki se pojavlja pri manj kot 1 %
populacije in ni nujno, da povzroca bolezen. Polimorfizem pa lahko pomeni spremembo DNA,
ki ne povzroca bolezni, ali pa pomeni vsako spremembo DNA, ki se pojavlja pri vsaj 1 %
populacije in lahko povzroca bolezen (42, 43). Pogosto se sicer uporablja izraz mutacija za
spremembe, ki povzrocajo bolezen. V nalogi pa bomo v nadaljevanju uporabljali izraz
mutacija in polimorfizem v smislu pogostosti pojavljanja nukleotidne spremembe v populaciji
(pri obeh izrazih je mozno, da povzrocata oz. ne povzrocata bolezni), ker smo tak nacin
klasifikacije uporabljali tudi pri pisanju izvidov.

Glavni problem pri interpretaciji je razlikovanje patogenih in nepatogenih sprememb. Pri tako
imenovanih radikalnih spremembah, kot so insercije, delecije ali nesmiselne spremembe, je
ve¢ kot 90 % verjetnost resni¢no patogene spremembe. Pri spremembah s spremenjenim
pomenom (najpogostejsi tip sprememb; 67 % pri KCNH2) pa se ta odstotek razlikuje odvisno

od lokacije spremembe.
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Slika 8: Verjetnost patogenosti glede na poloZaj spremembe (10).

Z barvami je prikazana verjetnost patogenosti, e se sprememba s spremenjenim pomenom nahaja:

e v rdeem obmocju (med N- in C-terminalnim koncem (404. - 659. aminokislina)), ki vsebuje
transmembranski del, povezovalni del ter poro, je velika verjetnost patogenosti in sicer ve¢ kot 80
%

e v modrem obmo¢ju (na C-terminalnem koncu (660.-1159. aminokislina)) je mozno, da je patogena
in sicer med 51 % in 80 %

e v rumenem obmodju (na N-terminalnem koncu (1. - 403. aminokislina)) pa je verjetnost
patogenosti manjSa oz. enaka 50 %; te spremembe imenujemo genetske razli¢ice negotovega o0z.
nejasnega klinicnega pomena (VUS: okr. angl. variants of uncertain significance) (7, 38)

Pravilna interpretacija sprememb nukleotidnega zaporedja je zelo pomembna. Napacna
interpretacija namre¢ lahko vodi v nepotrebno invazivno terapijo ali pa v nasprotnem primeru
v smrt, saj je pri avtosomno dominantnem dedovanju dovolj Ze en sam mutiran alel. Ker
direktno preverjanje patogenosti na humani sréni misici ni mozno, so Jou in sod. kot model za
ugotavljanje patogenosti genetskih razli¢ic uporabili test na ribah zebricah. Ugotovili so, da bi
se ta in vivo test, skupaj z algoritmi za interpretacijo pozitivnih LQTS testov, lahko uporabljal
za dodatno pomoc¢ za ugotavljanje patogenosti sprememb, ne pa kot samostojen test, saj se
srce ribe ne odziva Cisto enako kot srce sesalcev.

Z bolezenskim fenotipom so povezani tudi nekateri polimorfizmi. Odkrili so 251
polimorfizmov posameznih nukleotidov (SNP), od tega jih je 32 v kodirajocih regijah.
Najmoc¢nejSo povezavo s patofizioloskim fenotipom ima polimorfizem rs1805123 v eksonu
11. Pri tem polimorfizmu pride na 897. mestu do spremembe aminokisline in sicer iz lizina v

treonin. Ta polimorfizem pomembno vpliva na podaljSanje dobe QT (40).

1.3.3 Vpliv sprememb nukleotidnega zaporedja na HERG

Spremembe nukleotidnega zaporedja v genu KCNH2 lahko povzrocijo izgubo proteinske

funkcije in podaljSajo interval QT (20). lzguba HERG funkcije ima za posledico napake v
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zapiranju in odpiranju kanalov ter nepravilno ionsko prepustnost (45). Povezovanje mutiranih
proteinov v tetramerne komplekse lahko vpliva na funkcijo divjega tipa proteina. Ta pojav
imenujemo dominantno negativen efekt, ki povzroéa ve¢ kot 50 % zmanjSanje funkcionalnosti

(20). Spremembe lahko vplivajo na sintezo, aktivnost, prepustnost HERG itd. (44).

1.4 Diagnostika LQTS

Na prisotnost LQTS lahko opozorijo Ze primarni klini¢ni znaki, kot so palpitacije, sinkope
(med napori), krci in sréni zastoj ter obremenilna druzinska anamneza. Pri klini¢nem pregledu
se ugotovi splosni status bolnika, ki lahko poda sum na prirojeno bolezen (npr. majhna
postava, nizko polozena uSesa, gluhost,...), status srca pa na strukturno sréno bolezen. Kot
primer, popolna izguba funkcije kanala Kv7.1, ki ga kodira KCNQ1 (LQTS1), povzroca
senzoricno gluhost (21). Diagnoza je klini¢na in temelji na modificiranih Schwartzovih
kriterijih (modificirani leta 2011), po katerih se seStevajo tocke in se tako oceni verjetnost
prisotnosti LQTS. Po tem tockovnem sistemu lahko odkrijejo predvsem simptomatske
bolnike, problem nastane pri nemih nosilcih mutacij, ki se jih lahko odkrije le z genetskimi
preiskavami (46).

Pri veliki ve€ini bolnikov diagnosticirajo podaljSanje dobe QT (LQT) s standardnim 12-

kanalnim EKG. Dobo QT je potrebno standardizirati, saj je odvisna od sréne frekvence (QTc).

Izracunajo jo s pomocjo Bazzet-ove formule, ki je prikazana v enacbi 1 (42).

QTc = QT interval + ¥RR interval
Enacba 1: Bazzet-ova formula (47).

Vendar pa 10 — 35 % bolnikov nima diagnosti¢nega intervala QT, poleg tega pa morajo ro¢no
preveriti vse meritve dob QT, ker avtomatski analizatorji niso povsem zanesljivi in natan¢no
pregledati Se morfologijo T-valov, da lahko odkrijejo LQTS. Pri nekaterih bolnikih povecajo
diagnosti¢no obcutljivost z obremenitvenim testiranjem, stresnim testom z adrenalinom in s

Holter EKG-jem. Obremenitveno testiranje izvajajo z »burst« protokolom, kar pomeni, da je

preiskovanec maksimalno obremenjen za 1 min na kolesu. Pojav nenormalnih T-valov ali

podaljsanje QTc > 85 ms je zelo obcutljivo in specificno za LQTS. Po obremenitvenem
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testiranju pa merijo Se QTc v fazi pocitka. Adrenalinski test se imenuje tudi medikamentozno

testiranje, pri katerem uporabljajo postopno naras¢ajoe odmerke. Pri zdravih zaznajo
skrajSanje intervala QTc, pri bolnikih pa izrazito podaljSanje QTc (Se posebej pri
LQTS1). Holter EKG je celodnevno snemanje EKG-ja. (10, 43).

1.4.1 Genetsko testiranje

Genetsko testiranje - DNA analiza se izvaja za LQTS1, LQTS2, LQTS3 in sicer pri klini¢cnem
sumu na LQTS ali pri QTc > 480 ms. Pred samim genetskim testiranjem se priporoca genetsko
svetovanje, ki je namenjeno vsem bolnikom in njihovim sorodnikom z druzinsko sréno
boleznijo. Vkljucevati bi moralo pogovor o tveganjih, koristih in moznostih za klini¢no in/ali
genetsko testiranje (13). Genetsko testiranje postaja z novimi odkritji zlati standard pri
diagnostiki LQTS. Genetski rezultati pri LQTS prispevajo k diagnostiki, prognozi bolezni in
vplivajo na terapijo (13). Z molekularno diagnostiko lahko odkrijemo neme nosilce mutacij.
Opredelimo lahko tudi druzinske ¢lane. Bolnike, ki imajo podaljSano dobo QTc in jasno
klini¢no diagnozo LQTS, bi morali prav tako genetsko testirati in jim s tem opredeliti genotip,
saj se tako lahko oceni tveganje ter se odloCa o nacinih zdravljenja (10). Preventivni ukrepi in
terapija so pomembni pri zdravljenju te bolezni, zato je treba narediti genetsko testiranje
druzinskih ¢lanov ¢im prej, neodvisno od starosti (13). Z genetskim testiranjem si pomagajo
tudi pri bolnikih z nepojasnjeno sinkopo ali pri bolnikih, ki imajo z zdravili povzro¢eno
podaljSanje dobe QTc in hkrati ne izpolnjujejo diagnosti¢nih kriterijev LQTS. Genetsko
testiranje torej pomaga tudi pri dvoumnih primerih. Negativen rezultat izkljucuje 75 %
prirojenih LQTS (10), nikoli pa ne more sam po sebi izkljuéevati prisotnosti bolezni, saj Se

niso poznani vsi genetski vzroki za LQTS (13).

1.4.1.1 Priporocila Heart Rhythm Society (HRS) / European Heart
Rhythm Association (EHRA) iz leta 2011

1. Genetsko testiranje za LQTS 1 - 3 je priporocljivo bolnikom s kliniénim sumom na LQTS.

Klini¢ni sum se postavi na podlagi pregleda klini¢éne zgodovine bolnika (sinkope) ter
izrazanja elektrokardiografskega fenotipa (testiranje z 12-kanalnim EKG, stresno testiranje

z obremenitvijo ali infuzijo kateholamina ter ugotovljeno LQT). Genetsko testiranje se ne
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sme izvajati samo, brez posvetovanja s kardiologom. Testiranje je treba izvajati izklju¢no
zaradi suma bolezni (na podlagi klini¢nih znakov) oz. zaradi mutacije v druzini (13).

Genetsko testiranje za LQTS 1 - 3 je priporocljivo asimptomatskim bolnikom z

nedvoumno in idiopatsko LQT, ki nimajo ostalih klini¢nih stanj ali bolezni, ki podaljSujejo

dobo QT (npr. elektrolitsko neravnovesje, sréna hipertrofija, sladkorna bolezen): QTc >
480 ms (pred puberteto) ali > 500 ms (odrasli) (13).

Genetsko testiranje specificnih mutacij je priporoéljivo druzinskim ¢lanom (starsi, bratje in

sestre, potomci), katerih sorodnik ima LQTS. Genetsko testiranje naj bi izvedli tudi v
primeru negativnega simptomatskega in elektrokardiografskega fenotipa. Pri druzinskih
¢lanih se lahko izkljuci prisotnost LQTS samo z negativnim genetskim testom. Normalna
doba QTc ni dovolj za izkljucitev LQTS. LQTS se torej lahko izkljuci, kadar so genetski
test, klini¢na zgodovina in 12-kanalni EKG negativni. V primeru negativnega genetskega
testa in LQT, je potrebno razmisliti, ali ponovimo specificno testiranje ali nadaljujemo s
celovitim genetskim testiranjem. V zafetnem genetskem presejanju, bi bilo morda dobro
vkljuciti tudi ostale sorodnike, ne samo najblizjih (13).

Genetsko testiranje za LQTS 1 - 3 pa lahko pride v poStev tudi pri asimptomatskih

bolnikih z druga¢nimi idiopatskimi vrednostmi QTc > 460 ms (otroci), > 480 ms (odrasli)
(13).
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2. Namen dela

LQTS je zelo kompleksna genetska bolezen. Zaradi okvare delovanja ionskih kanalckov
srénih celic lahko nastanejo hude posledice, kot je nenadna sréna smrt. Bolnikov ne moremo
vedno odkriti zgolj s preiskavo EKG, ker vsi bolniki nimajo podaljSane dobe QT. Zato je
odkrivanje mutacij z genetskimi preiskavami zelo pomembno.
Namen magistrske naloge bo vpeljati molekularno genetsko testiranje gena KCNH2 v klini¢no
prakso. Genetske preiskave bi radi vpeljali, ker ima LQTS relativno visoko incidenco, za gen
KCNH2 pa smo se odlocili, ker so molekularno genetske analize za gena, ki povzrocCata
LQTS1 in LQTSS Ze bile vpeljane in izmed najpogosteje okvarjenih genov manjka samo Se ta.
Tako bomo lahko zagotovili primerljivo kvaliteto obravnave slovenskih bolnikov s sumom na
LQTS, kot je v tujini.
Primarno bomo vpeljali genetsko preiskavo v klini¢no prakso, ob tem pa bomo vzporedno
analizirali §e gen na vzorcih bolnikov. Pregledali bomo vse eksone in pripadajoce eksonsko-
intronske regije gena KCNH2 in pri tem iskali nukleotidne spremembe. Bolnikom se bodo
lahko na koncu napisali izvidi.
V ta namen bomo:
Vpeljali genetsko preiskavo oz. postavili metodo za sekvenciranje:

e 7z raCunalniSkim programom oblikovali specificne oligonukleotidne zacetnike za

verizno reakcijo s polimerazo (PCR),

e optimizirali pogoje pomnoZevanja za vseh 16 eksonov gena.
Poizkusili optimizirati metodo visokolo€ljivostne talilne analize (HRM), ki bi bila predstopnja
sekvenciranju:

e optimizirali pogoje pomnozevanja eksonov za HRM,

e s HRM analizirali vzorce ter naredili analizo rezultatov,

e izbranim vzorcem s sekvenciranjem po Sangerju dolo¢ili nukleotidno zaporedje.
Izvedli analizo gena na vzorcih 43 bolnikov:

e s PCR pomnozili vzorce za sekvencno reakcijo

e s sekvenciranjem po Sangerju dolocili nukleotidno zaporedje in opredelili klini¢ni

pomen odkritih sprememb zaporedja.
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3. Materiali in metode

3.1 SplosSna navodila

Pri delu v laboratoriju je potrebno slediti nacelom dobre laboratorijske prakse. Ves cas
moramo skrbeti, da ne pride do kontaminacije reagentov in reagen¢ne mesanice. Med delom
moramo ves ¢as nositi zasCitna delovna oblacila in rokavice za enkratno uporabo ter dosledno
menjati nastavke za pipete. Pri delu uporabljamo sterilen pribor. Nastavke za pipete moramo
pred uporabo avtoklavirati. Na posode z nastavki za pipete nalepimo trak za avtoklaviranje, na
katerem so zelene ¢rte, ki po pravilnem avtoklaviranju postanejo ¢rne. Na tak nacin
kontroliramo avtoklaviranje. Dosledno zapiramo S$katlo z nastavki in vrecke s sterilnim
plasti¢nim priborom. Pulte, pipete ter ostalo opremo redno Cistimo in razkuzujemo z 10 %
etanolom. Vzorce in reagente dobro ozna¢imo, da ne pride do zamenjave. Z vzorci in reagenti
delamo previdno ter jih ne pus¢amo odprtih. Pri reakciji PCR moramo paziti tudi na to, da
imamo fizi¢no loc¢ene prostore glede na stopnje dela. Tako imamo posebej prostor za pripravo
vzorcev, prostor za fazo pre-PCR in prostor za fazo post-PCR. Reakcijsko zmes pri reakciji
PCR pripravljamo v delovni komori. V primeru ugotovljene kontaminacije moramo o tem

obvestiti vodjo, ocistiti delovne povrsine in pipete ter zavreci vse reagente.

3.2 Priprava vzorcev

Kardiolog, ki vodi bolnike z LQTS na Pediatri¢ni kliniki, je oblikoval seznam 43 bolnikov, pri
katerih je obstajala potencialna moznost, da so nosilci mutacij na genu KCNH2. Tako smo
prejeli 43 vzorcev periferne krvi, odvzetih z antikoagulantom etilendiaminotetraocetna kislina
(EDTA). Vzorec pri analizi prisotnosti mutacij z doloCanjem nukleotidnega zaporedja je
deoksiribonukleinska kislina (DNA). DNA smo izolirali iz levkocitov periferne krvi z uporabo
reagen¢nega kompleta FlexiGene DNA kit (Qiagen) po navodilih proizvajalca (49).

Izolirani DNA smo izmerili koncentracijo in ocenili njeno cistost, saj tako kontroliramo
kvantiteto ter kvaliteto izolirane DNA. Uporabili smo spektrofotometricno metodo.
Absorbanco vzorca DNA smo merili pri 260 nm, ker pri tej valovni dolzini baze v molekuli

DNA absorbirajo ultravijoli¢no svetlobo z maksimalno absorbanco. Velja splosno uveljavljeno
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dolocilo, da je absorbanca pri 50 pg/mL DNA priblizno 1. Vzorec DNA lahko uporabljamo za
nadaljnje molekularno genetske analize, ¢e je njegova koncentracija vsaj 50 pg/mL. Vecina
proteinov ima maksimum absorbcije ultravijoli¢ne svetlobe pri 280 nm. Iz razmerja obeh
absorbanc ugotavljamo ¢istost DNA (Azso / Azgo) 0ziroma stopnjo kontaminacije DNA vzorca
s proteini. Ce je razmerje med 1,7 in 1,9, je DNA primerna za analizo. Absorbance smo
izmerili s spektrofotometrom Lambda 25 (Perkin Elmer). Aparat je izmeril obe absorbanci in
podal razmerje ter koncentracijo.

Vzorce DNA smo potem shranili v hladilnik (4 °C).V seznam preiskovancev smo zapisali
podatke o preiskovancu (ime in priimek, datum rojstva, klini¢ne znacilnosti), Stevilko vzorca,
koncentracijo in red¢enje DNA. Preiskovancevo DNA smo Sifrirali z dolocitvijo polozaja na
nosilcu za vzorce in to Sifro zavedli v seznam bolnikov. Vzorce DNA smo pripravili v
mikrotitrski plos¢i s 96 vdolbinicami, tako da smo jih red¢ili do koncentracije 100 ng/uL.

Plos¢o smo shranili v hladilnik.

3.3 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Verizna reakcija s polimerazo (PCR; angl. Polymerase Chain Reaction) je in vitro metoda za
sintezo nukleinskih kislin. Gre za encimsko reakcijo, ker uporabljamo encim Tag-polimerazo,
ki deluje pri 72 °C. V kratkem ¢asu lahko dobimo veliko $tevilo kopij doloCenega odseka
DNA, ki jih uporabimo za presejalne in potrditvene metode pri analitiki nukleinskih kislin
(50).
PCR je sestavljena iz treh stopenj (slika 9) in sicer:

1. Denaturacija: dvoverizno DNA razpremo s segrevanjem na 94 — 95 °C

2. Prileganje oligonukleotidnih zacetnikov: pri 40 — 72 °C (najpogosteje je pri 58 °C)

3. lzgrajevanje komplementarne verige: s termostabilno DNA-polimerazo pri 72 °C
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Slika 9: Shematski prikaz PCR reakcije (51).

Te tri stopnje predstavljajo skupno en cikel, ki ga obic¢ajno 20 do 45 X ponovimo. V vsakem
ciklu se stevilo kopij podvoji. Tako na koncu dobimo milijon ali ve¢ kopij specifi¢nih podrocij
DNA iz minimalne zacetne koli¢ine DNA. Da omejimo odsek, ki ga Zelimo analizirati,
uporabimo dva oligonukleotidna zacetnika, Ki sta komplementarna vsak eni verigi DNA. Za
reakcijo potrebujemo tudi deoksiribonukleotide (dNTP), DNA-polimerazo, magnezijeve ione
in reakcijski pufer. Glavni namen te metode je pomnozitev odsekov DNA z encimom DNA-

polimerazo, ki sintetizira komplementarno verigo obstoje¢i matrici. (50).

3.3.1 Reagenti

e DNA-polimeraza s pripadajo¢im pufrom in raztopino MgCl;, s koncentracijo 25 mM
o AmpliTaq Gold (Applied Biosystems) s koncentracijo 5 U/uL
o GoTaq Flexi (Promega) s koncentracijo 5 U/uL

e Raztopina posameznih dNTP s koncentracijo 2 nM (Applied Biosystems)

e Voda (za injiciranje BP, Braun)

e 40 % dimetilsulfoksid (DMSO) (Sigma)
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e Delovna raztopina zacetnikov s koncentracijo 10 pmol/uL
e 2 X GoTaq Green MasterMix

3.3.2 Instrumenti in oprema

e 1,5 ml sterilne mikrocentrifugirne epruvete (Eppendorf)

e Pipete Gilson (10, 100, 200 in 1000 pL) in ustrezni sterilni nastavki za pipete

e Nosilci za vzorce (Applied Biosystems) in podstavki za nosilce vzorcev (Applied
Biosystems)

e Reakcijske epruvete 0,2 mL (Applied Biosystems) in pripadajo¢i pokrovcki (Applied
Biosystems)

e Vibracijski mesalnik (Maxi MixIl, Termolyne)

e Komora za sterilno delo

e Aparat za PCR GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)

3.3.3 Potek dela

Pri vpeljavi metode PCR v laboratorijsko prakso sta bili najpomembnejsi nalogi oblikovanje
oligonukleotidnih zacetnikov ter optimizacija reakcijskih pogojev. Potek vpeljave metode je
predstavljen v poglavju 4. Rezultati in razprava, v tem poglavju pa je predstavljena ze vpeljana
reakcija PCR.

V preglednici II so predstavljeni oblikovani oligonukleotidni zacetniki (zaCetniki F in
zacetniki R) in sicer njihova nukleotidna zaporedja, dolzine produktov, temperature tali$¢ (T )

ter delez baznih parov (bp) citozin gvanin (GC).

Preglednica II: Oligonukleotidni zacetniki za eksone gena KCNH2.

ekson |oligonukl. NUKLEOTIDNO dolzina |Tnm % GC
zadetniki ZAPOREDJE 5' - 3' (bp) (°C)

1 KCNH2elF gccacccgaagcctagtg 18 201 61,77 |66,67
KCNH2elR catccacactcggaagagc 19 59,36 |57,89

) KCNH2e2F gagtggagaatgtggggaag 20 459 59,51 (55,00
KCNH2e2R gtcacacccccacagaacc 19 61,28 |63,16
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ekson |oligonukil. NUKLEOTIDNO dolzina |Tpm % GC
zadetniki ZAPOREDJE 5' - 3' (bp) (°C)

3 KCNH2e3F ttctgctctgcccactgag 19 296 60,28 |57,89
KCNH2e3R tgaccttggacagctcacag 20 60,02 |55,00
KCNH2e4F gttcccctccttcccttacc 20 61,03 |60,00

4 KCNH2e4R cccaggacgtagtgaaaagg 20 022 59,59 (55,00
KCNH2e5F cccatggactcctgactgtg 20 61,57 (60,00

° KCNH2e5R ctctggatcacagcccactc 20 400 60,83 (60,00
KCNH2e6F gtgcaggtgaggcagtgg 18 61,53 [66,67

° KCNH2e6R aagcttcctacttcccagca 20 21 59,08 |50,00
KCNH2e7F tcctcectcattctgettgg 20 59,94 |55,00

! KCNH2e7R gcctctcctctccctacacc 20 > 60,22 |65,00
KCNH2e8F ctttggggatctgacctctg |20 62,24 |50,00

] KCNH2e8R ttcctccaacttgggttcct 20 >>8 60,85 (50,00
KCNH2e9F cgacgctgagactgagacac 20 59,76 (60,00

? KCNH2e9R gtttgctgtgccaagaggtt 20 387 60,30 |50,00
KCNH2el0F ggttgagatttctctgacatgg |22 58,65 |45,45

10 KCNH2el0R tccaggctagcatttcttcc 20 >>8 59,41 (50,00
KCNH2ellF agctgaggggacatgctct 19 59,96 (57,89

H KCNH2ellR ttcaatgtcacacagcaaagg (21 378 59,75 (42,86

12 KCNH2el2F ctgtgttaaggagggagcttg (21 237 58,99 (52,38
KCNH2e12R ctcccagcctcaccttgt 18 58,75 (61,11
KCNH2el13F tctctgttctcctcccctcte (21 59,94 |57,14

1 KCNH2el3R gagcagagctgggtgagc 18 400 59,81 |66,67

14 KCNH2el4F cagcggtggtgcgtctac 18 201 61,50 (66,67
KCNH2e14R gccctctccctctaccagac 20 60,22 (65,00

15 KCNH2el5F gtggaggctgtcactggtgt 20 292 61,22 (60,00
KCNH2el5R ctggaatcggggaacaag 18 59,01 (55,56
KCNHZ2el6F cctttccctccccttect 18 60,38 |61,11

10 KCNH2el6R ctgagcagggcctccaag 18 295 62,09 (66,67
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Vzorec je bil raztopina izolirane DNA s koncentracijo 100 ug/mL, za negativno kontrolo pa
smo vzeli vodo. Vse reagente, razen DNA-polimeraze, smo odmrznili na sobni temperaturi in
jih kratko premesali z vrtinCenjem. DNA-polimerazo smo vzeli iz zamrzovalne skrinje Sele tik
pred uporabo, po uporabi pa smo jo takoj vrnili nazaj v zamrzovalnik, saj se aktivnost
polimeraze pri sobni temperaturi zmanj3a. Se preden smo se lotili priprave reakcijske
meSanice, pa smo morali priZzgati aparat za PCR GeneAmp® PCR System 9700 ter s 70 %
etanolom temeljito ocistiti delovni pult, pipete in nosilce za vzorce. Najprej smo pripravili
PCR reakcijske epruvete, ki smo jih vstavili v nosilec za vzorce. Nosilec za vzorce smo
oznacili z datumom ter imenom gena in eksona. Potem smo pripravili delovno mesanico iz
sestavin, brez encima in DNA ter jo pomeSali z vrtinéenjem in kratko centrifugirali. Nato smo
tej meSanici dodali encim. Ta stopnja priprave meSanice PCR je zelo pomembna. Paziti
moramo na to, da po dodatku encima mesSanice ne vrtin¢imo, ampak jo samo rahlo premes$amo
z ro¢nim obracanjem in kratkim centrifugiranjem, saj bi lahko z vrtin¢enjem unicili encimsko
aktivnost. Hkrati pa moramo paziti na to, da je encim enakomerno porazdeljen v mesanici, da
je po porazdelitvi meSanice res prisoten v vsaki reakcijski epruveti. V nasprotnem primeru se
nam lahko zgodi, da se vzorci ne pomnozijo.

Tako pripravljeno reakcijsko mesanico smo razdelili v epruvete. V vse epruvete, razen v eno,
smo potem dodali Se DNA preiskovancev. Epruveta, v Kateri ni bilo vzorca DNA, je bila
namenjena za negativno kontrolo. Epruvete smo dobro zaprli in preverili, da v reakcijski
mesanici ni mehurckov in da ni kapljic meSanice na stenah epruvete. Nosilec z vzorci smo
vstavili v PCR-aparat ter na aparatu nastavili pogoje pomnozevanja ter ga zagnali.

Nekaterih eksonov nismo mogli uspeSno pomnoziti s Taq Gold PCR mix-om, zato smo
uporabili drugo reakcijsko meSanico, ki je bila sestavljena samo iz vode, zacetnikov ter 2 X
GoTaq Green MasterMix-a. Potek dela je bil enak, razlika je bila samo v tem, da encima,
dNTP-jev, pufra in MgCl, nismo dodajali vsakega posebej, ker so bile vse te sestavine ze v
omenjenem MasterMix-u.

V nadaljevanju so v preglednicah predstavljeni pogoji PCR-reakcije in pogoji pomnoZevanja

za vseh 16 eksonov.
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Preglednica I1l: Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR z encimom AmpliTaqg Gold in

optimizirani pogoji pomnozevanja za eksone 3, 10, 11 in 15.

Optimizirana sestava reakcijske zmesi za

PCR z encimom AmpliTaq Gold

H,O 15,05 pL Optimizirani pogoji pomnoZevanja

2 nM dNTP 2,5 uL Zacetna denaturacija 95°C,10°
10 X pufer AmpliTaq Gold 2,5 uL Denaturacija 94 °C, 30"
25 mM MgCl, 1,8 uL 35 X | Prileganje zacetnikov | 58 °C, 30 "
10 pmol/uL zacetnik R 1 uL PodaljSevanje verige | 72 °C, 30"
10 pmol/uL zagetnik F 1 uL Kon¢no podaljsevanje 72°C, 7’
100 ng/uL DNA 1 uL Hlajenje 10 °C, ©

5 U/uL polimeraza AmpliTag | 0,15 pL

Gold

40 % DMSO 0 pL

SKUPAJ 25 uL

Preglednica IV: Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR z encimom AmpliTaq Gold in

optimizirani pogoji pomnoZevanja za ekson 9.

Optimizirana sestava reakcijske

PCR z encimom AmpliTaq Gold

Zmesi za

H,O 15,05 uL
2nM dNTP 2,5uL
10 X pufer AmpliTaq Gold 2,5 uL
25 mM MgCl, 1,8 uL
10 pmol/uL zacetnik R 1 pL

10 pmol/uL zacetnik F 1 uL
100 ng/UL DNA 1uL

5 U/uL polimeraza AmpliTaq | 0,15 pL
Gold

40 % DMSO 0 pL
SKUPAJ 25 uL
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Optimizirani pogoji pomnoZevanja

Zacetna denaturacija 95°C,10°
Denaturacija 94 °C, 30"
35 X | Prileganje zacetnikov | 59 °C, 30"
PodaljSevanje verige | 72 °C, 30"
Kon¢no podaljevanje 72°C,7°
Hlajenje 10 °C, ©




Preglednica V: Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR z encimom AmpliTaqg Gold in
optimizirani pogoji pomnozevanja za eksone 4,5, 6, 7 in 8.

Optimizirana sestava reakcijske zmesi za
PCR z encimom AmpliTaq Gold

H,O 11,65 pL Optimizirani pogoji pomnoZevanja

2 nM dNTP 2,5 uL Zacetna denaturacija 95°C,10°
10 X pufer AmpliTaq Gold 2,5 uL Denaturacija 94 °C, 30"
25 mM MgCl, 1,8 uL 35 X | Prileganje zacetnikov | 58 °C, 30"
10 pmol/uL zacetnik R 1 uL PodaljSevanje verige | 72 °C, 30"
10 pmol/uL zagetnik F 1 uL Kon¢no podaljsevanje 72°C, 7’
100 ng/uL DNA 1 uL Hlajenje 10 °C, ©

5 U/uL polimeraza AmpliTag | 0,15 pL

Gold

40 % DMSO 3,4 uL

SKUPAJ 25l

Preglednica VI: Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR z encimom AmpliTaq Gold in

optimizirani pogoji pomnoZevanja za ekson 16.

Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR

z encimom AmpliTaq Gold

H.0 11,65 uL Optimizirani pogoji pomnozevanja

2nM dNTP 2,5uL Zacdetna denaturacija 95°C,10°
10 X pufer AmpliTag Gold 2,5uL Denaturacija 94°C, 30"
25 mM MgCl, 1.8 uL 35 X | Prileganje zacetnikov | 61 °C, 30 "
10 pmol/uL zacetnik R Lul Podaljsevanje verige | 72 °C, 30"
10 pmol/pL zacetnik F I uL Konéno podaljSevanje 72°C, 7"
100 ng/uL DNA L Hlajenje 10 °C, o

5 U/uL polimeraza AmpliTaq | 0,15 uL

Gold

40 % DMSO 34ulL

SKUPAJ 25l
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Preglednica VII: Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR z encimom GoTaq Flexi in

optimizirani pogoji pomnoZevanja za ekson 1.

Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR z Optimizirani pogoji pomnoZevanja
encimom GoTaq Flexi Zacdetna denaturacija 95°C,10°
H,O 7 uL Denaturacija 94 °C, 30"
2 X GoTaq Green MasterMix 10 pL 35 X | Prileganje zacetnikov | 58 °C, 30 "
10 pmol/pL zacetnik R 1 uL PodaljSevanje verige | 72 °C, 30"
10 pmol/pL zacetnik F 1 uL Konéno podaljsevanje 72°C, 77
100 ng/puL DNA 1 uL Hlajenje 10 °C, o
SKUPAJ 20 puL

Preglednica VI1II: Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR z encimom GoTagq Flexi in

optimizirani pogoji pomnoZevanja za ekson 14.

Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR z Optimizirani pogoji pomnoZevanja
encimom GoTaq Flexi Zagetna denaturacija 95°C,10°
H,O 7 uL Denaturacija 94 °C, 30"
2 X GoTaq Green MasterMix 10 pL 35 X | Prileganje zaéetnikov | 61 °C, 30"
10 pmol/uL zacetnik R 1 pL PodaljSevanje verige | 72 °C, 30"
10 pmol/uL zagetnik F 1uL Kon¢no podaljSevanje 72°C, 7"
100 ng/uL DNA 1uL Hlajenje 10 °C, ©
SKUPAJ 20 uL
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Preglednica IX: Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR z encimom GoTaq Flexi in

optimizirani pogoji pomnoZevanja za eksona 12 in 13.

Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR z Optimizirani pogoji pomnoZevanja
encimom GoTaq Flexi Zacdetna denaturacija 95°C,10°
H,O 7 uL Denaturacija 94 °C, 30"
2 X GoTaq Green MasterMix 10 uL 35 X | Prileganje zacetnikov | 62 °C, 30"
10 pmol/pL zacetnik R 1 pL PodaljSevanje verige | 72 °C, 30"
10 pmol/pL zacetnik F 1 pL Konéno podaljsevanje 72°C, 77
100 ng/uL DNA 1uL Hlajenje 10 °C, o
SKUPAJ 20 uL

Preglednica X: Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR z encimom GoTaq Flexi in

optimizirani pogoji pomnozevanja za ekson 2.

Optimizirana sestava reakcijske zmesi za PCR z Optimizirani pogoji pomnoZevanja
encimom GoTagq Flexi Zacetna denaturacija 95°C,10°
H,O 7uL Denaturacija 94 °C, 30"
2 X GoTaq Green MasterMix 10 uL 35 X | Prileganje zacetnikov | 64 °C, 30 "
10 pmol/uL zacetnik R 1 pL PodaljSevanje verige | 72 °C, 30"
10 pmol/pL zagetnik F 1 uL Kon¢no podaljSevanje 72°C, 77
100 ng/uL DNA 1 uL Hlajenje 10 °C, o
SKUPAJ 20 ulL
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3.4 Preverjanje dolzine pomnozenih odsekov z

agarozno elektroforezo

Uspesnost reakcije PCR smo preverili z elektroforezo na agaroznem gelu. S tem nismo
preverili samo dolzine nastalega produkta, temvec tudi ali so v vseh epruvetah nastali produkti
in ¢e je slucajno prislo do pomnozevanja tudi v negativni kontroli, kar bi pomenilo, da je
prislo do kontaminacije. Priprava agaroznega gela je hitra in relativno enostavna. Agarozno
elektroforezo uporabljamo za locitev in detekcijo razlicno dolgih odsekov nukleinskih kislin.
Ker so nukleinske kisline negativno nabite, v elektricnem polju potujejo proti pozitivno

nabitem polu. Krajsi odseki potujejo hitreje kot daljsi.

3.4.1 Reagenti
e 10 x pufer TBE (1 M TRISHCI, 650 mM borna kislina, 20 mM EDTA in destilirana

voda)

e 1xpufer TBE

e Agaroza (Sigma-Aldrich)

e Barvilo Syber Safe DNA gel stain (Invitrogen)

e Koncentriran nanaSalni pufer (0,25 % bromfenol modro, 0,25 % ksilencianol, 50 %
glicerol, destilirana voda)

e Velikostni standard 0z. oznacevalec velikosti DNA

3.4.2 Instrumenti in oprema

e Erlenmajerica

e Merilni valj

e Urno steklo

e Plasti¢na Zlica

e Pipete Gilson in ustrezni sterilni nastavki za pipete
e Tehtnica (Sartorius TE6101)

e Mikrovalovna pecica Sharp R-939

e Sistem za agarozno gelsko elektroforezo: nosilec za gel in glavnicek (Biorad)
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e Parafilm

e Komora z utravijoli¢no svetilko in z digitalnim fotoaparatom G:BOX (SYNGENE)

3.4.3 Priprava 2 % agaroznega gela

Zatehtali smo 1,6 g agaroze, dodali 80 mL 1X pufra TBE in 8 pL barvila Syber Safe, vse
skupaj premesali in dali v mikrovalovno pecico, dokler se niso raztopili vsi delcki agaroze.
Pred kuhanjem smo erlenmajerico Se stehtali, da smo lahko po kuhanju dodali toliko
destilirane vode, da je bila teza enaka kot pred kuhanjem. Gel smo vlili v pripravljen kalup,
kamor smo Ze prej vstavili glavnicke. Gel smo pustili 30 min, da se je strdil, nato pa smo
odstranili glavnicke. Za vizualizacijo DNA smo namesto etidijevega bromida uporabljali
barvilo Syber Safe, ki je varnejSa alternativa. Etidijev bromid je namre¢ toksien in

kancerogen.

3.4.4 1zvedba elektroforeze

Gel smo prenesli v kadicko za elektroforezo, kamor smo dolili 1X pufer TBE. Gel je moral
biti popolnoma potopljen. Vzorce smo nanesli v Zepke, Se prej pa smo vzorcem dodali
nanaSalni pufer (barvilo), ki nam olajSa nanos vzorca (ker so vzorci in gel prozorni, bi brez
barvila tezko nanesli vzorce v Zepke). Nanasalni pufer vsebuje barvili bromfenol modro ter
ksilencianol, ki nam torej olajSata nanos, vsebuje pa tudi glicerol, ki zagotavlja, da se vzorci
DNA usedejo v zepek, saj jim poveCa gostoto. S potovanjem barvila spremljamo potek
elektroforeze. Da smo lahko dolocili velikost nukleinske kisline, smo poleg vzorca na gel
nanesli tudi velikostni standard. Pred samim nanosom smo torej morali pripraviti vzorce. Na
parafilmu smo primerne volumne vzorcev pomeS$ali z nanaSalnim pufrom. Pripravili smo tudi
velikostni standard in sicer tako, da smo zmeSali 13 pL standarda in 4 pL nanaSalnega pufra. S
pipeto smo nanesli vzorce in velikostni standard v odprtinice gela. Ko smo pokrili kadic¢ko s
pokrovom, smo zagnali elektroforezo, ki je potekala pri 90 V, 45 min. Gel smo nato pogledali
pod ultravijoli¢no svetlobo na aparatu G:BOX (SYNGENE) in ga fotografirali.
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3.5 Visokolocljivostna talilna analiza (HRM)

Princip metode je merjenje padca fluorescence ob segrevanju DNA. Dvoverizna DNA pri tem
prehaja v enoverizno. Temperaturo, pri kateri pade fluorescenca na polovico, imenujemo T,.
Pri tej temperaturi je polovica dvoveriznih DNA, polovica pa enoveriznih. T, je odvisna od %
GC, od dolzine ter od zaporedja DNA. Vec kot je GC parov ter vecja kot je dolzina, vecja je
Tm (53). Nasliki 10 je prikazana talilna krivulja, ki jo dobimo z merjenjem fluorescence v
odvisnosti od temperature.

Nommalizirana talilna knvulja
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Slika 10: Talilna krivulja DNA (54).

Prva stopnja izvedbe HRM je pomnozevanje tarénega odseka s PCR, tako da dobimo
specificen produkt. Po konéanem pomnoZevanju sledi denaturacija in renaturacija z vezanjem
fluorescentnega barvila, da dobimo dvoverizne DNA. Potem pa sledi postopno dviganje
temperature in posledi¢na denaturacija dvoverizne DNA , pri kateri se barvilo spros¢a iz DNA
in s tem pade intenziteta fluorescence (55). Pri analizi HRM uporabljamo saturirajo¢a DNA
barvila. Za ta barvila je znaCilno, da ne inhibirajo PCR in da pri njih ne prihaja do

prerazporeditve. Ravno nasprotno je pri barvilu Syber Green (Applied Biosystems). Syber
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Green inhibira pomnozevanje in zato ne bi mogli uporabiti visokih koncentracij tega barvila,
posledicno pa bi se zaradi nizkih koncentracij, ob delni denaturaciji DNA, barvilo
prerazporedilo na drugi del verige, namesto da bi se molekule tega barvila odstranile in tako
povzrocile padec fluorescence. Ker saturirajo¢a barvila ne inhibirajo PCR, lahko uporabimo
visoke koncentracije. V dvoverizno DNA se vgradijo po celotni dolzini, tako da so vsa mesta
v DNA verigi zasedena in se morajo zato ob delni denaturaciji odstraniti iz DNA verige, ker
nimajo moznosti prerazporeditve (52).

Konéni rezultati so talilne krivulje. Ce je v zaporedju DNA prisotna sprememba, se spremeni
oblika talilne krivulje. To spremembo zaznamo s primerjavo s krivuljo divjega tipa DNA
(nemutiran homozigot) (55). Na profil talilne krivulje vplivajo nukleotidno zaporedje,
vsebnost nukleotidov GC, dolZina in heterozigotnost. Podatke o temperaturi in intenziteti
flourescence matemati¢no analiziramo.

Aparat za HRM mora imeti precizno kontrolo temperature, da jo lahko nadzorovano zvisuje
ter visoko obcutljiv opti¢ni sistem, da lahko zazna nizke spremembe v padcu fluorescence.
Obstajajo specializirani aparati (npr. HR-1, LightScanner), lahko pa so tudi del aparatov za
PCR v realnem ¢asu (npr. 7500 Fast RT-PCR system, Life Tech.). Pri slednjih lahko v enem
testu doloc¢imo kvantitativne (npr. duplikacija) in kvalitativne spremembe. Prednosti
specializiranih aparatov pa sta vecja hitrost ter preciznej$a kontrola temperature (52).

HRM je relativno nova metoda, saj je bila prvi¢ opisana Sele leta 2002. Uporaba HRM v
diagnostiki narasca, ker je hitra, enostavna in poceni. Njena dobra lastnost je tudi ta, da je pri
izvedbi majhna moznost kontaminacije. Metoda HRM ima veliko dobrih lastnosti, seveda pa
ima tudi slabe. HRM ima vecjo obcutljivost pri krajsih produktih, pri ve¢jih pa se nam lahko
zgodi, da se sprememba »skrije« in je ne zaznamo. Problem lahko nastane tudi pri odkrivanju
homozigotov, katere loGujemo na osnovi razlik Tn,. Pri nekaterih spremembah ne moremo
lociti homozigotov in moramo zato dodati referencno DNA (normalni homozigot), da
nastanejo heterodupleksi. Lahko se zgodi, da s HRM ne bomo zaznali spremembe kot je A-T v
T-A, ker take spremembe slabSe zazna (52). Tezave pri optimizaciji pogojev se lahko pojavijo
zaradi velike vsebnosti GC v oligonukleotidnih zacetnikih. TeZava pa se lahko pojavi tudi pri
izbiri vzorcev za sekvenciranje po analizi talilnih krivulj, saj za to potrebujemo izkuSeno

osebje.
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Aplikacije metode HRM v genskih preiskavah so razline. Lahko se uporablja za
genotipizacijo, iskanje sprememb, ugotavljanje ujemanja zaporedja, ugotavljanje profilov
metilacije itd. (52).

3.5.1 Reagenti

e Voda (za injeciranje BP, Braun)
e Delovna raztopina zacetnikov s koncentracijo 10 pmol/pL
e 2 X Type-IT HRM MasterMix (Qiagen)

3.5.2 Instrumenti in oprema

e Vibracijski mesalnik (Maxi MixIl, Termolyne)

e 1,5 ml sterilne mikrocentrifugirne epruvete (Eppendorf)

e Pipete Gilson (10, 100, 200 in 1000 pL) in ustrezni sterilni nastavki za pipete
e 7500 Fast RT-PCR system (Life Tech.)

3.5.3 Potek dela

Reagente smo morali najprej odmrzniti pri sobni temperaturi. Med tem ¢asom smo v vsako
vdolbinico z multikanalno pipeto napipetirali 2 pl. vzoréne DNA, ki smo jo predhodno
razredéili na koncentracijo 5 ng/uL. Vsako serijo smo kontrolirali z negativno kontrolo (voda
za injeciranje namesto DNA), ki pokaze ali je med delom prislo do kontaminacije. Reagente
smo nato premesali z vrtin¢enjem. Pri reagentu Type-IT HRM MasterMix moramo paziti, da
ga hranimo v temi zaradi fluorescencnega barvila EvaGreen. MasterMix vsebuje HotStarTaq
Plus DNA polimerazo, Type-IT HRM PCR pufer (z barvilom EvaGreen), dNTP in raztopino
Q (56). Potem pa smo pripravili reakcijsko zmes (preglednica XI).

31



Preglednica XI: Sestava reakcijske zmesi za HRM z encimom HotStarTaq Plus.

H,0 0,8 uL
2 X Type-IT HRM MasterMix | 3 uL
10 pmol/pL zacetnik R 0,1 pL.
10 pmol/pL zacetnik F 0,1 pL.
5 ng/uL DNA 2 uL
SKUPA]J 6 uL

Zmes smo dobro premeSali in jo s polavtomatsko pipeto po 4 uL razdelili v vdolbinice na
mikrotitrski plos¢ici. Mikrotitrsko plos¢ico smo pazljivo prekrili s samolepilno prozorno
folijo, ki prepusca svetlobo in s tem omogoca meritev. Paziti smo morali na to, da se folije
nismo dotikali, ker bi madezi na foliji ovirali detekcijo na aparatu 7500 Fast RT-PCR (Applied
Biosystems). Se pred samo analizo smo mikrotitrsko plos¢ico premesali z vrtinéastim
meSalom in jo kratko centrifugirali. Reakcijski pogoji za posamezne eksone so predstavljeni v

preglednici XII.

Preglednica XII: Optimizirani pogoji pomnoZevanja za HRM.

Pogoji pomnoZevanja
Zacetna denaturacija 95°C,5°

Denaturacija 95°C, 10"
Pomnozevanje | Prileganje zadetnikov 60 °C, 25 " (eksoni 3, 4, 11)
50 X 61 °C, 25 "(ekson 8)

61,5 °C, 25 "(eksona 5, 6)
PodaljSevanje verige 72°C,15"
e 70°C,1°

HRM e postopno visanje temperature do 98 °C, 1% /s
Hlajenje 56 °C, o

Opomba: Z razli¢nimi temperaturami prileganja zacetnikov glede na eksone.
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3.5.4 Analiza rezultatov HRM

Po koncanem merjenju smo rezultate analizirali s pomocjo programske opreme. Talilne
krivulje, ki so bile rezultat analize, smo poravnali in normalizirali s HRM 2.0 programsko
opremo (Life Tech.). Metodo glavnih komponent (PCA) in gru¢enje smo izvedli s statisticno
programsko opremo RapidMiner, kon¢ne rezultate pa smo prikazali s pomoc¢jo programske
opreme za vizualizacijo Tableau public (55). Prvi korak je poravnava in normalizacija talilnih
krivulj. Ta korak je shematsko prikazan na sliki 11. Najprej moramo matemati¢no odsteti
ozadje in normalizirati fluorescenco (0 — 100 %). To naredimo tako, da dolo¢imo
temperaturno obmocje, v katerem so v vseh vzorcih dvoverizne DNA (v tem obmocju je
relativen signal 100 %). Relativen signal je 0 % v obmocju, v katerem so fragmenti DNA
popolnoma denaturirani. Na ta na¢in pretvorimo fluorescencen signal v relativen signal (0 —
100 %). Nato sledi Se temperaturni premik krivulj po osi do tocke, v kateri so vse DNA v
vsakem vzorcu popolnoma denaturirane. Na ta nain se znebimo razlik med vzorci, ki so
nastale zaradi temperaturnih razlik med luknjicami na mikrotitrski ploscici. Nato sledi Se
grupiranje podobnih oblik krivulj. To naredimo tako, da od referen¢ne krivulje odStejemo
premaknjene krivulje in dobimo krivuljo razlik (57). Diagram ostankov pa ustvarimo z
odstevanjem krivulj razlik od mediane vseh krivulj. Diagram ostankov se uporablja kot osnova

za multivariantno statisticno metodo PCA (58).
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Slika 11: Analiza talilnih krivulj (59):

o

e A: neobdelane talilne krivulje
e B: normalizacija talilnih krivulj
e C: temperaturni premik krivulj

e D: krivulja razlik

Z metodo PCA opiSemo razprSenost enot v prostoru, ki je doloen z merjenimi
spremenljivkami. Razprsenost opiSemo z mnozico spremenljivk, ki med sabo ne korelirajo
(60). S to metodo skuSamo definirati manj-dimenzionalni prostor, s katerim pojasnimo skoraj
vso varianco. Sledita 2 algoritma gruéenja in sicer gru¢enje na osnovi gostote (DBSCAN) ter
pri¢akovani-maksimizacijski algoritem (EM). DBSCAN algoritem uporabljamo za odkrivanje
kompleksnih struktur gru¢. EM algoritem pa uporabljamo za napovedovanje Stevila razli¢nih
genetskih sprememb v analizirani populaciji ter za grucenje enostavno oblikovanih gru¢ (55).
Konc¢ne rezultate smo prikazali s pomoc¢jo programske opreme za vizualizacijo. Primer je

prikazan v poglavju 4.4.2 Analiza talilnih krivulj.
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3.6 Sekvenciranje po Sangerju

3.6.1 Priprava sekvencne reakcije

DNA sekvenciranje je proces dolocanja nukleotidnega zaporedja specificnemu DNA
amplikonu. Najpogosteje uporabljen princip sekvenciranja je metoda po Sangerju (dideoksi
metoda). Metoda temelji na vgradnji dideoksiribonukleotidov (ddNTP), ki ustavijo izgradnjo
verige DNA. DNA najprej toplotno denaturiramo, da dobimo eno verigo. Dodamo le en
oligonukleotidni zacCetnik, da se sintetizira le ena veriga DNA. V reakcijski zmesi so poleg
dNTP-jev prisotni Se ddNTP-ji. Ko se ddNTP vgradi v verigo, se sinteza ustavi, ker nima OH
skupine na 3" koncu. Bistvo te metode je, da ima vsak ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP) vezano drugac¢no fluorescentno barvilo na 3" koncu. Tako na koncu dobimo zmes

razli¢no dolgih odsekov (vse mozne dolzine preiskovanega odseka), ki se koncajo vsak z enim

od ddNTP-jev.

3.6.1.1 Reagenti
e Encim EXO-SAP-IT (USB Corporation)
e Big-DyeTerminator 1.1 reagent (Applied Biosystems)
e Big-DyeTerminator 5 X pufer
e Voda

e Ustrezen zacetnik s koncentracijo 10 pmol/pL

3.6.1.2 Instrumenti in oprema

e 1,5 mL sterilne mikrocentrifugirne epruvete (Eppendorf)

e Pipete Gilson, sterilni nastavki za pipete

e Nosilci za vzorce (Applied Biosystems) in podstavki za nosilce vzorcev (Applied
Biosystems)

e Reakcijske epruvete 0,2 mL (Applied Biosystems) in pokrovcki (Applied Biosystems)

e Vibracijski mesalnik (Maxi MixIl, Termolyne)

e Komora za sterilno delo

e Aparat za PCR GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)
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e Centrifuga 320R (Hettich)

3.6.1.3 Potek dela

Sekvencirali smo vzorce pomnozene s klasi¢no reakcijo PCR in vzorce pomnozene s PCR v
realnem Casu v okviru HRM. V reakcijske epruvete smo dodali 1 pL encima EXO-SAP-IT in
2,5 UL reakcije PCR (0z. 0,5 pL produkta HRM, ki smo mu dodali $e 2 uL vode), dobro
premesali in na kratko centrifugirali. To meSanico smo inkubirali 15 min pri 37 °C, nato pa Se
15 min pri 80 °C, da smo tako deaktivirali encim. Sekvenc¢na reakcija je potekala tako, da smo
v 3,5 uL reakcijske meSanice dodali 16,2 pL Big-Dye reagenta s pufrom in 0,3 pL
oligonukleotidnega zacetnika. Vse skupaj smo dobro premeSali in na kratko centrifugirali ter

pomnozili v PCR-aparatu PCR System 9700 pri naslednjih pogojih (preglednica XII1):

Preglednica XIII: Pogoji sekvenc¢ne reakcije.

Pogoji sekvenéne reakcije

Zacetna denaturacija 96 °C,1°
25 X | Denaturacija 96 °C, 10"

Prileganje zacetnika | 50 °C,5"

PodaljSevanje verige | 60 °C, 4~

Hlajenje 4 °C, o

3.6.2 Precipitacija produktov sekvencne reakcije

Glavni namen precipitacije produktov sekvencne reakcije je odstranitev nevgrajenih ddNTP-
jev iz reakcijske mesanice, ker sicer visek barvila, s katerim so ddNTP-ji oznaceni, vpliva na
kvaliteto zacetnega dela sekvencnega elektroferograma in na kvaliteto prepoznavanja
nukleotidov (basecalling). Produkte sekvencne reakcije smo precipitirali z etanolom in
natrijevim acetatom. Na koncu smo produkte sekvencne reakcije raztopili v formamidu in to

mesSanico denaturirali.
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3.6.3 Analiza odsekov na genetskem analizatorju ABI 3500

Na avtomatskem sekvenatorju s kapilarno elektroforezo lo¢imo odseke glede na dolzino in s
fluorescentnim detektorjem dolo¢imo ddNTP vsakega odseka. Pod vplivom elektricnega polja
gre del vzorca v kapilaro, ki je napolnjena s polimerom in v polimeru se fragmenti lo¢ijo po
velikosti. Ko fragment doseze detektorsko okence na kapilari, se z laserjem osvetli barvilo, ki
fluorescira. Rezultat dobimo v obliki elektroferograma.

3.7 Interpretacija rezultatov sekvenciranja in izvid

Rezultate interpretiramo glede na valovno dolzino in intenziteto fluorescence. Rezultat
dolo¢anja nukleotidnega zaporedja je izpisan v obliki elektroferograma, kjer zeleni vrhovi
predstavljajo A (adenin), rde¢i T (timin), modri C in ¢rni G. Dobljeno nukleotidno zaporedje
smo s programom BLAST (61) primerjali z znanim zaporedjem normalnega gena,
objavljenega v bazi zaporedij GeneBank (62).

Ugotovljene spremembe v nukleotidnem zaporedju smo potrdili s ponovnim dolo¢anjem
zaporedja odseka gena pomnoZenega iz sveze redCene preiskovanéeve genomske DNA.
Nukleotidno spremembo prevedemo v aminokislinsko spremembo. V bazi mutacij HGMD
(63) in polimorfizmov dbSNP (64) preverimo, ali je sprememba lahko patoloska. Ce pa
mutacija Se ni opisana, preverimo prisotnost mutacije pri zdravih kontrolah. Mutacije lahko
poimenujemo na 2 nacina in sicer proteinsko (p.Argl76Trp) ali glede na cDNA (¢.526C>T). V
tem konkretnem primeru p.Argl76Trp pomeni, da se je na mestu 176 arginin spremenil v
triptofan. Kadar pa pri spremembi nukleotidnega zaporedja ne pride do spremembe
aminokisline, to poimenujemo z enacajem (p.Phe513=). Pri poimenovanju si pomagamo z
genetskim kodom. Na osnovi ugotovitev smo izpisali izvid analize. Izvid smo os$tevil¢ili in

Stevilko zapisali v seznam preiskovancev.
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4. Rezultati in razprava

25 % - 40 % primerov LQTS je posledica nukleotidnih sprememb v genu KCNH2. Osnovni
namen magisterske naloge je bil vpeljati molekularno genetsko testiranje gena KCNH2 v
klini¢no prakso. Zeleli smo postaviti metodo za sekvenciranje, ki je zlati standard v
diagnostiki LQTS. V ta namen smo oblikovali specificne oligonukleotidne zacetnike ter
optimizirali pogoje pomnozevanja za vseh 16 eksonov gena za PCR. S PCR smo pomnozili
vzorce za sekvencno reakcijo ter s sekvenciranjem po Sangerju dolo¢ili njihovo nukleotidno
zaporedje. Ta metoda je relativno zahtevna in dolgotrajna, zato smo poizkusili optimizirati Se
metodo HRM, ki bi v primeru, da bi se izkazala za uspesno, predstavljala alternativno moznost
testiranja gena KCNH2. Uporabili bi jo kot presejalno metodo, s katero bi izbrali posamezne

vzorce za sekvenciranje, da nam ne bi bilo potrebno sekvencirati vseh.

4.1 Priprava vzorcev

Prva stopnja je bila pridobitev DNA. DNA smo izolirali iz periferne krvi 43 bolnikov s
Pediatri¢ne klinike in njihovih sorodnikov, pri katerih je obstajala potencialna moznost, da so
nosilci mutacij na genu KCNH2. Da smo se prepricali, da je bila nasa izolacija uspe$na, smo
izmerili koncentracijo DNA in njeno Cistost. To smo naredili s spektrofotometriéno metodo.
Koncentracija DNA mora biti vsaj 50 pg/mL, ¢istost, ki je dolo¢ena z razmerjem absorbanc pa
med 1,7 in 1,9. Vsi vzorci so imeli koncentracijo nad 50 pg/mL (preglednica X1V) in razmerje

med 1,7 in 1,9, kar pomeni, da so bili sprejemljivi za nadaljnje molekularno genetske analize.

38



Preglednica XIV: Spektrofotometri¢no izmerjene koncentracije vzorcev DNA.

Oznaka | Koncentracija | Oznaka | Koncentracija | Oznaka | Koncentracija | Oznaka | Koncentracija
vzorca | DNA (ug/mL) | vzorca | DNA (ug/mL) | vzorca | DNA (ug/mL) | vzorca | DNA (ug/mL)
al 265,9 bl 457,9 cl 336,4 dil 451,7

a2 325 b2 564,2 c2 448,6 d2 461,4

a3 3784 b3 530,9 c3 352,2 d3 488,8

a4 315,1 b4 299,4 c4 267,2 d4 1079,2

a5 413 b5 589,5 c5 465,8 ds 346,1

a6 341,8 b6 380,1 c6 660,7 dé 250,6

a7 3454 b7 458 c7 3304 d7 3455

a8 430,5 b8 424 c8 416,1

a9 506,1 b9 455,1 c9 571,1

alo 467,1 b10 440,1 c10 1031,9

all 407,1 b11 3229 cll 422,2

al2 401 b12 523,9 cl2 537,9

4.2 Verizna reakcija s polimerazo

4.2.1 Oblikovanje oligonukleotidnih zacetnikov

Nukleotidno zaporedje zacetnikov smo izbrali na osnovi nukleotidnega zaporedja eksonov, ki

ga najdemo v javno dostopni bazi podatkov GenBank. Pri oblikovanju zacetnikov smo

uporabili ra¢unalnis$ki program Primer3 (v.0.4.0), ki je dostopen na medmrezju (65). Pri

oblikovanju oligonukleotidnih zacetnikov upostevamo naslednja priporo¢ila:

dolzina zacetnikov naj bo od 15 do 30 nukleotidov

zacetniki naj bi vsebovali priblizno 40 - 60 % GC parov

par zacetnikov naj ima podobno Ty,: razlika v paru mora biti manj kot 5 °C

Tm: 52 — 72 °C (najboljse rezultate dajo zacetniki s Try: 52 — 58 °C)

brez daljSih monobaznih ali ve¢baznih ponovitev (npr. GGG)

brez komplementarnosti (oziroma ¢im manjSa komplementarnost) znotraj zacetnika

brez komplementarnosti para zacetnikov Se posebej na 3* koncu (nastajanje dimerov)

brez neujemanj na 3° koncu
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e na3 koncu G ali C (66)
Vsa ta priporoc¢ila so nam bila v pomoc¢ pri oblikovanju zacetnikov. Najpomembnejse je, da se
izognemo nespecificnim zacetnikom, zaradi katerih dobimo nespecifi¢ne produkte. Idealno je,
da se zacetnik prilega samo na regijo, ki jo Zelimo pomnoziti. Pomembno je, da zacetniki niso
polimorfni, saj bi tako lahko zgresili mutacijo. Zato smo na koncu preverili, ¢e zacetniki v

svojem zaporedju vsebujejo SNP-je. To smo naredili s programom SNPCheck.

4.2.2 Optimizacija pogojev PCR

Ker pomnozevanje gena KCHN2 3e ni bilo vpeljano v laboratorijsko prakso, je bilo potrebno
najprej optimizirati pogoje PCR. Tega smo se lotili eksperimentalno. Za preizkus smo
uporabili 5 naklju¢no izbranih vzorcev iz seznama bolnikov. Optimiziramo lahko sestavo in
koncentracije sestavin reakcijskih zmesi ter parametre ciklov. Za vsak dejavnik obstajajo
priporocila, ki nam obicajno sluzijo kot izhodis¢a za optimizacijo (66). Mi smo izhodi$¢no
sestavo reakcijske zmesi in pogoje pomnozevanja izbrali kar na podlagi dosedanjih izkusenj s
pomnoZevanjem genov povezanih z LQTS. Pogoji so opisani v standardnih operacijskih
postopkih za analizo genov pri bolnikih z LQTS. V laboratoriju na Pediatri¢ni kliniki imajo
namre¢ vpeljani metodi za analizo dveh drugih genov pri LQTS. Pri optimizaciji smo
spreminjali temperature prileganja oligonukleotidnih zacetnikov ter sestavo reakcijske
meSanice. V preglednici XV so predstavljeni pogoji pomnoZevanja. V prvi fazi smo

spreminjali temperaturo prileganja zacetnikov.

Preglednica XV: Optimizacija pogojev pomnozevanja za PCR.

Pogoji pomnoZevanja

Zacetna denaturacija 95°C,10°
Denaturacija 94°C,30"
35 X | Prileganje zacetnikov | 58 — 64 °C, 30 ”

PodaljSevanje verige | 72°C, 30"

Kon¢no podaljSevanje 72°C, 7°

Hlajenje 10 °C,

Opomba: Z razli¢nimi temperaturami prileganja zacetnikov.
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Sestava reakcijske zmesi, ki smo jo uporabili na zacetku je predstavljena v preglednici XVI.

Preglednica XVI: Izhodis¢na sestava reakcijske zmesi za PCR z encimom AmpliTaq Gold.

H,0 15,05 pL
2nM dNTP 2,5uL
10X pufer AmpliTaq gold 2,5 ul
25 mM MgCl, 1,8 uL
10 pmol/pL zacetnik R 1 uL

10 pmol/uL zacetnik F 1uL

100 ng/uL DNA 1 uL

5 U/uL polimeraza AmpliTaqg gold | 0,15 uL
40 % DMSO 0
SKUPAJ 25 uL

Temperatura prileganja zacetnikov, ki smo jo izbrali na zacetku, je bila 58 °C. V naSem
primeru so bile vse T. oligonukleotidnih zaéetnikov vsaj 58°C, zato smo izbrali to
temperaturo prileganja. Optimalno temperaturo prileganja pa lahko tudi ocenimo s pomocjo
razli¢nih formul, vendar pa lahko dejanske temperature prileganja dolo¢imo le empiri¢no (67).
Za vsak ekson posebej smo pomnozili 5 izbranih vzorcev ter s pomocjo agarozne
elektroforeze ugotovili, da so se s temi pogoji uspeSno pomnoZzili naslednji eksoni: 3, 10, 11 in
15. Pri eksonu 9 so bile lise na agaroznem gelu premocne, zato smo za ta ekson dvignili
temperaturo prileganja za 1 °C, torej na 59 °C in s tem dobili boljSe rezultate.

Za ostale eksone smo spremenili sestavo reakcijske zmesi, tako da smo poleg vode dodali Se
DMSO. DMSO namre¢ izboljsa u¢inkovitost PCR-pomnozZevanja odsekov DNA, ki so bogati
z GC in odsekov z mocCno izrazenimi sekundarnimi strukturami, ki upocasnjujejo

pomnozevanje. Temperatura prileganja pa je bila 58 °C.
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Preglednica XVII: Izhodis¢na sestava reakcijske zmesi za PCR z encimom AmpliTaq Gold z
dodatkom DMSO.

H,O 11,65 pL
2 nM dNTP 2,5uL
10 X pufer AmpliTaq Gold 2,5 uL.
25 mM MgCl, 1,8 uL
10 pmol/pL zacetnik R 1 uL

10 pmol/puL zacetnik F 1 uL

100 ng/pL DNA 1 uL

5 U/uL polimeraza AmpliTag Gold | 0,15 uL
40 % DMSO 3,4 uL
SKUPAJ 25 uL

S temi pogoji smo uspeSno pomnozili naslednje eksone: 4, 5, 6, 7 in 8.

Ekson 16 je prevec izstopal po svoji intenzivnosti, zato smo dvignili temperaturo prileganja za
3 °C, torej na 61 °C. Pri tej temperaturi smo dobili veliko boljSe rezultate pomnoZevanja.
Tezave smo imeli z eksoni 1, 2, 12, 13 in 14. S to sestavo reakcijske zmesi namre¢ pri njih
nismo bili uspesni. Odlo¢ili smo se za drugo DNA-polimerazo in sicer GoTag Flexi. Ta encim
se skupaj z ostalimi potrebnimi reagenti nahaja v Go Tagq MasterMix-u. Sestava te reakcijske

zmesi je predstavljena v preglednici XVIII.

Preglednica XVIII: Izhodis¢na sestava reakcijske zmesi za PCR z encimom GoTaq Flexi.

H->O 7 uL
2 X GoTaqg Green MasterMix | 10 uL
10 pmol/pL za€etnik R 1 uL
10 pmol/pL zacetnik F 1 uL
100 ng/uL DNA 1 uL
SKUPAJ 20 puL
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Pri temperaturi prileganja 58 °C smo uspesSno pomnozili ekson 1, pri 61 °C smo uspesSno
pomnozili ekson 14, pri temperaturi 62 °C pa eksona 12 in 13. Temperatura prileganja 64 °C

pa je bila najprimernejSa za pomnoZevanje eksona 2.

4.3 Preverjanje uspesnosti pomnoZevanja Z agarozno

elektroforezo

V primeru pomnoZevanja s klasi¢no reakcijo PCR moramo preveriti uspeSnost pomnozZevanja
z agarozno elektroforezo. Pri pomnozevanju s PCR v realnem ¢asu v okviru HRM pa to ni
potrebno. V vsaki seriji pomnozevanja smo imeli negativno kontrolo, da smo se prepricali, da
ni priSlo do kontaminacije. Z elektroforezo na 2 % agaroznem gelu smo preverjali uspesnost
pomnoZevanja in dolZino pomnoZenih odsekov. Na sliki 13 je prikazan primer gela eksona 12.
Na sliki 12 lahko vidimo 41 lis, ki predstavljajo 41 vzorcev, ki smo jih pomnoZevali v tisti
seriji. Na zadnjem mestu ni lise, ker smo na tisto mesto nanesli slepi vzorec. To pomeni, da
med laboratorijskim delom ni priSlo do kontaminacije reakcijske meSanice. Dolzino
pomnozenih odsekov pa smo preverili s pomoc¢jo velikostnega standarda (na sliki 12 vidno kot
»lestvica«). Spodnja lisa na »lestvici« predstavlja dolzino 50 bp, vsaka naslednja lisa pa Se
dodatnih 50 bp. 1z »lestvice« lahko vidimo, da so lise na gelu velike nekje med 200 in 250 bp,
ker se nahajajo med 4. in 5. liso na velikostnem standardu. V preglednici Il lahko vidimo, da
je ekson 12 velik 237 bp. To pomeni, da dolzina pomnozenih odsekov ustreza predvideni

velikosti.

43



. wvelikostni standard

1= ] i wZOrec

Slikal2: Fotografirani agarozni gel, na katerem so pomnozeni vzorci eksona 12.

Seveda pa vedno vse lise niso bile enako moc¢no obarvane ali pa se celo nekaterih lis ni videlo.
Mozni razlogi za neuspeSno pomnoZevanje so lahko nezadostno premeSana reakcijska
mesanica, zaradi Cesar Vsi reagenti niso prisotni v enakih delezih v vseh PCR reakcijskih
epruvetah ali pa da vzorec ostane na stenah in ne pride v stik z reakcijsko meSanico. Ogromno
je moznosti za neuspesno pomnoZzevanje in v takih primerih je potrebno ponoviti PCR reakcijo

za tiste vzorce, ki se niso pomnoZili. Na koncu smo uspeli vse vzorce uspeSno pomnozZiti.

4.4 Rezultati analize HRM

4.4.1 Optimizacija pogojev metode HRM

Ze Millat in sod. so ugotovili, da je optimizacija analize HRM za gen KCNH2 zahtevna. HRM
analizo so namre¢ uspe$no optimizirali za gen KCNQL, pri genu KCNH2 pa so optimizirali
pogoje zgolj za 3 eksone (68). Tudi nam ni uspelo optimizirati pogojev za celoten gen, temveé
samo za 6 eksonov. V preglednici XIX so opisani pogoji pomnozevanja in pogoji talilne
analize. Uporabili smo enake zaéetnike kot pri klasi¢ni PCR reakciji. Spreminjali smo zgolj

temperaturo prileganja oligonukleotidnih zacetnikov.
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Preglednica XIX: Optimizacija pogojev pomnozevanja in pogoji talilne analize.

Pogoji pomnoZevanja
Zacetna denaturacija 95°C,5"°

Denaturacija 95°C,10"
Pomnozevanje | Prileganje zaéetnikov 60-615°C, 25"
50 X PodaljSevanje verige 72°C,15"

e 70°C,1°

HRM e postopno viSanje temperature do 98 °C, 1 %/s
Hlajenje 56 °C, o

Opomba: Z razli¢nimi temperaturami prileganja zacetnikov.

Temperaturo prileganja zacetnih oligonukleotidov smo izbrali na podlagi T zacetnikov.
Obicajno izberemo priblizno isto ali za 1 °C vi§jo temperaturo od T, da na ta nacin povisSamo
specifi¢nost. Metodo HRM smo najprej preizkusili za eksone: 1, 2, 3 in 4. Eksonov 1 in 2 nam
ni uspelo pomnoziti z metodo HRM. Preizkusali smo razli¢ne temperature prileganja, vendar
nam ni uspelo, zato smo predvidevali, da je razlog za neuspeh verjetno v tem, da so zacetniki
vsebovali velik delez nukleotidov GC. Eksona 3 in 4 pa smo uspeSno pomnoZzili in analizirali z
metodo HRM in sicer pri temperaturi prileganja zacetnikov 60 °C. Pri tej temperaturi
prileganja zacetnikov se je uspesno pomnozil tudi ekson 11. Za ekson 8 smo ugotovili, da je
temperatura prileganja zacetnikov 61 °C. Za eksona 5 in 6 pa smo ugotovili, da je ta
temperatura 61,5 °C.

4.4.2 Analiza talilnih Krivulj

Na sliki 13 lahko vidimo primer kon¢nega rezultata analize talinih krivulj. Zadnja stopnja
analize je statisticna obdelava podatkov z metodo PCA ter proces grucenja, da dobimo
razli¢ne skupine vzorcev. S pomocjo grafa si izberemo vzorce, katere bomo sekvencirali (69).
Nas namen je bil namre¢ s pomocjo metode HRM zmanjsati Stevilo vzorcev za sekvenciranje.

Metode HRM torej nismo uporabljali kot samostojen test, ampak kot predstopnjo. Izbrali smo
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nakljuéne predstavnike razli¢nih skupin ter tiste, ki S0 najbolj izstopali iz oblikovanih skupin.
Naj poudarim, da proces izbire vzorcev zahteva izkusnje, zato so nam pri tem pomagale osebe,
ki se s tem ukvarjajo ze dlje ¢asa in imajo zato oblikovan obcutek, kateri so tisti vzorci, ki bi
jih morali pregledati. Glavna prednost metode HRM je ravno v tem, da nam ni potrebno
sekvencirati vseh vzorcev, temve¢ samo predstavnike skupin ter tiste, ki izstopajo in imajo

tako veliko verjetnost prisotnosti nukleotidnih sprememb. Tako lahko prihranimo veliko Casa.
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Slika 13: Konc¢ni rezultat obdelave podatkov z metodo PCA in z metodo grucenja.

Pri optimizaciji metode HRM smo naleteli na teZave in sicer smo uspesno pomnozili le 6
eksonov. V prihodnosti bi bilo smiselno optimizirati pogoje Se za ostale eksone, saj ima
metoda HRM precej pozitivnih lastnosti in bi jo morda lahko vpeljali tudi v vsakdanjo

klini¢éno prakso. Prednost analize gena z metodo HRM je predvsem v tem, da ni tako
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dolgotrajna, kot je metoda za sekvenciranje, ki smo jo vpeljali v klini¢no prakso. V naSem
primeru smo uporabljali metodo HRM kot predstopnjo sekvenciranju in glavna prednost je ta,
da po koncani HRM analizi lahko sekvenciramo samo izbrane vzorce, poleg tega pa lahko po
koncani reakciji preverimo uspeS$nost pomnozitve s pomoc¢jo programske opreme in nam ni
potrebno tega preverjati z agarozno elektroforezo, s Cimer se tudi zmanjSa moznost
kontaminacije, ker nam ni potrebno odpirati reakcijskih epruvet. Vendar pa smo poleg tezav z
optimizacijo, imeli teZave tudi pri sami izbiri vzorcev po analizi talilnih krivulj. Nismo namre¢
dobili jasno definiranih gru¢, zato smo za vsak slu¢aj sekvencirali ve¢ino vzorcev, kar pa nam
je vzelo precej Casa. Ugotovili smo, da je bila tezava predvsem v premajhnem Stevilu vzorcev,

zato bi naslednji¢ morali za analizo HRM izbrati ve¢ vzorcev.

4.5 Rezultati sekvenciranja po Sangerju

4.5.1 Sekvencna reakcija

Pri sekvencni reakciji uporabljamo samo 1 oligonukleotidni zacetnik, zato da se sintetizira le 1
veriga DNA. Eksperimentalno smo ugotavljali, da za skoraj vse eksone dobimo lepSe
sekvence, ¢e uporabljamo oligonukleotidni zacetnik F, edino pri eksonu 2 smo ugotovili, da
dobimo lepse sekvence, ¢e uporabljamo oligonukleotidni zacetnik R. V preglednici XX so
predstavljene konéne ugotovitve. Kadar pa na dolo¢enem odseku nismo dobili lepih sekvenc
ali pa kadar smo odkrili nukleotidno spremembo, smo morali reakcijo ponoviti Se z drugim

zacCetnikom, da smo s tem pogledali sekvenco Se iz druge strani.

Preglednica XX: Izbor oligonukleotidnih zacetnikov za posamezne eksone

ZacetnikF |1 |3 (4 |5 |6 |7 (8 |9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 |16

Zacetnik R | 2

4.5.2 Analiza odsekov na genetskem analizatorju ABI 3500

Kon¢ni rezultat sekvenéne reakcije je elektroferogram, ki nam prikaze nukleotidno zaporedje

vzorca. Elektroferograme dobimo s pomocjo sekvenatorja s kapilarno elektroforezo. Na sliki
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14 je primer elektroferograma. Kot lahko vidimo, so nukleotidi predstavljeni z razli¢nimi

barvami in sicer zeleni vrhovi predstavljajo A, rde¢i T, modri C, ¢rni pa G.

llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll
ACCAACCACCGGGGCCCCCCCACCAGC TGGCTGGCCCCAGG TAAGTGTACTTGC TTTAGGGCAGGC TCAGGGGTTCGTGGTCTCATTTCT

A il

Slika 14: Primer elektroferograma (70).

Seveda elektroferogrami pri nasem raziskovalnem delu niso bili zmeraj tako jasni in lepi kot
kaze slika 14. Velikokrat so bili nejasni, bodisi z mote¢im ozadjem ali pa so bili vrhovi
enostavno previsoki oz. preSiroki. MozZni razlogi so lahko bili preve¢ DNA ali pa nekvalitetna
precipitacija sekvencne reakcije, s katero odstranimo nevgrajene ddNTP skupaj z vezanim
barvilom, ki prav tako vpliva na kvaliteto elektroferograma. V takih primerih smo morali

ponavljati sekvencno reakcijo.

4.6 Interpretacija rezultatov sekvenciranja

V tem poglavju bomo predstavili vse spremembe nukleotidnega zaporedja, ki smo jih nasli pri
naSem raziskovalnem delu ter njihov klini¢ni pomen. Pri tistih spremembah nukleotidnega

zaporedja, ki so spremenile aminokislino, sem dodala tudi sliko elektroferograma.

4.6.1 p.Arg148Gin

Pri preiskovancu A9 smo v eksonu 3 opredelili heterozigotno nukleotidno spremembo
€.443G>A, ki na mestu 148 spremeni aminokislino arginin v glutamin. Sprememba je
prikazana na sliki 15. Nukleotidna sprememba v bazi mutacij HGMD Se ni opisana, prav tako
je ni v bazi polimorfizmov dbSNP za gen KCNH2. Na istem mestu je, kot patoloska, opisana

sprememba p.Argl148Trp (71). Kliniénega pomena p.Argl48Gln Se ne poznamo. Arginin je
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polarna, pozitivno nabita aminokislina, z bazi¢nim znacajem. Glutamin je prav tako polarna, a
nenabita aminokislina. Zamenjava arginina z glutaminom malo spremeni polarnost in kaze
premik v hidrofobnosti od -4,5 na -3,5 po Kyte-Doolittle formuli. S to formulo lahko
racunamo hidropatske lastnosti aminokislin. Vsaka aminokislina ima po tej formuli dolo¢eno
vrednost in bolj kot je ta vrednost pozitivna, bolj je aminokislina hidrofobna (68, 69). Glede na
to, da se sprememba nahaja na N-terminalnem koncu, je mozno, da je to genetska razli¢ica
negotovega oz. nejasnega klinicnega pomena (VUS). Verjetnost patogenosti za spremembe s
spremenjenim pomenom, Ki se nahajajo na N-terminalnem koncu, je manjSa oz. enaka 50 %
(10).

il P ¥ S—. v — - F ¥ LY — "
- - ——— - -

Slikal5: Heterozigotna nukleotidna sprememba c.443G>A na elektroferogramu.

4.6.2 p.Argl76Trp

Pri preiskovanki D6 smo v eksonu 4 opredelili nukleotidno spremembo ¢.526C>T, Ki
spremeni aminokislino arginin na mestu 176 v triptofan. Sprememba je prikazana na sliki 16.
Arginin, ki je velika, polarna, nabita aminokislina z bazi¢nimi lastnostmi, se spremeni v
triptofan, ki je velika, nepolarna, aromatska aminokislina. Po Kyte-Doolittle formuli
hidrofobnost naraste iz -4,5 na -0,9 (73). Nukleotidno spremembo so prvi¢ opisali kot
patoloSko Swan in sod. leta 1999 (74). Nasprotno je bila 2013 objavljena Studija, pri kateri so
na modelnem organizmu (test na ribah zebricah) preizkuSali patogenost razliice, vendar je

niso dokazali in spremembo umestili med benigne (75). Glede na to, da se sprememba nahaja
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na N-terminalnem koncu, je mozno, da je to genetska razli¢ica negotovega 0z. nejasnega
klini¢énega pomena za bolnika (10). Genetsko preiskavo smo v nadaljevanju naredili tudi pri
druzinskih ¢lanih preiskovanke D6 s klini¢no sliko in tudi pri njih opredelili to nukleotidno
spremembo. Iz tega bi lahko sklepali, da sprememba ocitno povzroca klini¢no sliko in da je

patogena.

e o e\ FINE— (S V S T S— T S——

Slikal6: Heterozigotna nukleotidna sprememba ¢.526C>T na elektroferogramu.

4.6.3. p.Arg328Cys

Pri preiskovankah A5 in C2 smo v eksonu 5 opredelili nukleotidno spremembo ¢.982C>T, ki
na mestu 328 povzro€i zamenjavo arginina s cisteinom. Sprememba je prikazana na sliki 17.
Velika, polarna, pozitivno nabita, bazi¢na aminokislina arginin se spremeni v srednje veliko,
polarno, nenabito aminokislino cistein. Po Kyte-Doolittle formuli hidrofobnost naraste iz -4,5
na 2,5 (73). Sprememba je v HGMD podatkovni bazi zavedena kot sprememba, ki povzroca
klini¢no sliko LQTS (70, 71). To spremembo smo opredelili pri dveh preiskovankah, ki sta

sestri.
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Slikal7: Heterozigotna nukleotidna sprememba ¢.982C>T na elektroferogramu.

4.6.4 p.Ala430fs

Pri  preiskovanki D7 smo v eksonu 7 opredelili delecijo 8 nukleotidov
€.1290 1297delCTTCCTGC, ki spremeni bralni okvir in ustvari novo sekvenco aminokislin.
Mutacije s spremembo bralnega okvirja ustvarijo nov terminacijski (STOP) kodon ter s tem
spremenijo dolzino produkta (zmanj$ajo ali povecajo). Najpogosteje uvedejo prezgodnji STOP
kodon ter s tem okrnijo protein. Verjetnost patogenosti je ve¢ kot 90 % (ne glede na lokacijo
spremembe). Pri mutacijah s spremenjenim pomenom, kjer se zamenja samo ena aminokislina,
pa ni nujno, da bo sprememba patogena. Sprememba je prikazana na sliki 18. Mutacija v bazi
HGMD S$e ni opisana, vendar je glede na vrsto mutacije najverjetneje vzrok za klini¢no sliko
pri bolnici. Genetsko preiskavo smo v nadaljevanju naredili tudi pri druzinskih c¢lanih s

klini¢no sliko in tudi pri njih opredelili to nukleotidno spremembo.
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Slikal8: Delecija 8 nukleotidov ¢.1290 1297delCTTCCTGC na elektroferogramu.

4.6.5 p.lle489=
V eksonu 7 smo odkrili polimorfizem p.l11e489= (rs147126965), ki pri zdravih kontrolah ne

vpliva na podaljSanje dobe QT. 5 preiskovancev je bilo homozigotov za ta polimorfizem in
sicer Al, A4, C1, C3in C7. 10 preiskovancev je bilo heterozigotov za ta polimorfizem in sicer
A2, A5, A9, Al10, A12, B6, C2, C6, C8 in D6.

4.6.6 p.Phe513=

V eksonu 7 smo odkrili polimorfizem p.Phe513= (rs1805120), ki pri zdravih kontrolah ne
vpliva na podaljSanje dobe QT. 5 preiskovancev je bilo homozigotov za ta polimorfizem in
sicer Al, A4, C1, C3in C7. 8 preiskovancev je bilo heterozigotov za ta polimorfizem in sicer
A2, A9, Al10, A12, B6, C6 C8 in D6.

4.6.7 p.lle521=

Pri preiskovancu A1l smo v eksonu 8 nasli p.lle521=. Klini¢ni pomen ni znan. Ta sprememba

verjetno ne povzroca bolezni.

52



4.6.8 p.Leu564=
V eksonu 8 smo odkrili polimorfizem p.Leu564= (rs1805121), ki pri zdravih kontrolah ne

vpliva na podaljSanje dobe QT. 6 preiskovancev je bilo homozigotov za ta polimorfizem in
sicer Al, A2, A4, C1, C3in C7. 15 preiskovancev je bilo heterozigotov za ta polimorfizem in
sicer A3, A5, A9, Al10, Al2, B3, B6, B8, B12,C2, C4, C6, C8, D3 in D6.

4.6.9 p.Tyr652=

V eksonu 9 smo odkrili polimorfizem p.Tyr652=, ki pri zdravih kontrolah ne vpliva na
podaljSanje dobe QT. 7 preiskovancev je bilo homozigotov za ta polimorfizem in sicer Al,
A4, B6, C3, C7, C10 in D3. 21 preiskovancev je bilo heterozigotov za ta polimorfizem in sicer
A3, A5, A7, A8, A9, Al10, Al12, B1, B3, B5, B7, B8, B11, B12, C2, C5, C6, C8, C11, D1 in
D6.

4.6.10 p.Lys897Thr
V eksonu 12 smo odkrili polimorfizem p.Lys897Thr (rs1805123), za katerega je opisano, da

vpliva na dolzZino intervala QT pri zdravih in ga zato uvrs¢amo med polimorfizme, ki so
povezani z boleznijo (74, 75). Lizin, ki je polarna, pozitivno nabita, bazi¢na aminokislina se
spremeni v treonin, ki je polarna nenabita aminokislina. Po Kyte-Doolittle formuli
hidrofobnost naraste iz

-3,9 na -0,7 (71). Polimorfizem ¢.2690A>C je prikazan na sliki 19. Preiskovanec C10 je bil
homozigot za ta polimorfizem. 12 preiskovancev je bilo heterozigotov za ta polimorfizem in
sicer A7, A8, B1, B5, B6, B7, B11, C5, C11, D1, D3 in D7. Ta polimorfizem se pojavlja v 23
% pri zdravi populaciji.
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Slika 19: Heterozigoten polimorfizem ¢.2690A>C na elektroferogramu.

4.6.11 p.Arg1047Leu

V eksonu 14 smo odkrili heterozigotni polimorfizem p.Argl047Leu (rs36210420), ki
spremeni polaren, pozitivno nabit, bazi¢en arginin v levcin, ki je nepolarna aminokislina.
Kyte-Doolittle hidrofobnost naraste iz -4,5 na 3,8. Stevilne $tudije ta polimorfizem razliéno
opredeljujejo in pogosto povezujejo z z zdravili povzroceno torsades de pointes (TdP)
morfologijo. Nosilci spremembe imajo visjo pojavnost TdP ob jemanju zdravil (76). Kaksna je
vloga polimorfizma v homozigotnem stanju, pa v literaturi ni opisano. Studije so pokazale, da
se posledice polimorfizma kazejo v 10 mV pozitivnem premiku dinami¢nega ravnovesja
aktivacijske krivulje ter v pocasnejsi kinetiki aktivacije oz. inaktivacije (80). Polimorfizem
¢.3140G>T je prikazan na sliki 20. 2 preiskovanca sta bila heterozigota za ta polimorfizem in

sicer B12 in C4. Ta polimorfizem se pojavlja v 2 % pri zdravi populaciji.
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Slika 20: Heterozigoten polimorfizem ¢.3140G>T na elektroferogramu.

55



5. SKklep

Glavni cilj naSe magistrske naloge je bil vpeljava molekularno genetske preiskave gena
KCNH2 v klini¢no prakso.

UspesSno smo optimizirali metodo za sekvenciranje za vseh 16 eksonov gena in za
optimizirano genetsko preiskavo napisali standardni operativni postopek (SOP) z
naslovom Analiza gena KCNH2 pri bolnikih s podaljSano dobo QT; omenjeni SOP
bodo uporabljali v laboratoriju Pediatricne klinike UKC Ljubljana.

Optimizirali smo metodo HRM za 6 eksonov in sicer kot presejalno metodo, s katero
izberemo vzorce, ki odstopajo iz oblikovanih skupin ali gru¢ in jih sekvenciramo.

S pomod¢jo vpeljane metode smo analizirali gen na vzorcih 43 bolnikov; pri tem smo
odkrili 11 razli¢nih sprememb od tega 2 spremembi Se nista bili opisani, pri 4 bolnikih
pa smo lahko z odkrito nukleotidno spremembo potrdili klini¢no sliko LQTS2.
Bolnikom smo na osnovi ugotovitev napisali izvide, ki smo jih tudi klini¢no
interpretirali.

V prihodnosti bi bilo smiselno odkriti Se neznane nukleotidne spremembe, Ki
povzroc¢ajo LQTS, saj S¢ vedno za 15 % do 20 % primerov bolezni ne poznamo
nukleotidnih sprememb (13), kar pa je za bolezen s tako resnimi klini¢nimi znaki $e

vedno veliko.
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