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PRACA POGLADOWA

Molekularne metody stosowane
w diagnostyce zespotu long-QT

Molecular methods used in diagnosis of long-QT syndrome

Ewa Moric-Janiszewska, Marta Gtowacka, Ludmita Weglarz

STRESZCZENIE

LQTS (long-OT syndrome) oznacza wrodzony zesp6t wydtuzonego odcin-
ka QT i jest chorobg kanatéw jonowych uwarunkowang genetycznie. U jej
podstaw leza mutacje genéw kodujacych biatka i podjednostki kanatow
jonowych btony podstawnej kardiomiocytow, istotne dla prawidtowego
ich funkcjonowania. Jej gtéwnymi cechami s3: wydtuzenie odstepu QT
(> 450 ms) widoczne w obrazie EKG, pojawianie si¢ omdlen, zatrzymania
akcji serca oraz nagta Smieré sercowa SCD (sudden cardiac death), spo-
wodowana wystepowaniem wieloksztattnego czestoskurczu komorowego
typu torsade de pointes (TdP) lub tez migotaniem komoér. Obecnie ziden-
tyfikowano 12 odmian zespotu long-QT, ktére spowodowane sg az 600
mutacjami genoéw zlokalizowanych w chromosomach: 3, 4, 6, 7, 11, 17,
21. Zaleznie od mutacji konkretnego genu, w zespole LQT wyodreb-
niono podtypy od LQTS1 do LQTS12. Poznanie zaburzen genetycznych
w poszczegb6lnych typach LQTS umozliwito wprowadzenie terapii zaleznej
od genotypu.

Ze wzgledu na czeste niewystepowanie objawow klinicznych az u 40%
nosicieli zmutowanych genéw bardzo wazna jest szybka i skuteczna diag-
nostyka. U pacjentéw takich nie zawsze sprawdzajg sie kliniczne kryteria
diagnostyczne i dlatego nalezy ich diagnozowa¢ metodami molekularny-
mi. W przedstawionej pracy opisano niektore (SSCP, sekwencjonowanie,
ilosciowy PCR) najczesciej stosowane, molekularne metody diagnostyki
zespotu long-QT.

SEOWA KLUCZOWE
zespo6t long-QT, kanaly jonowe, analiza molekularna

ABSTRACT

LQTS (long QT syndrome) is a genetic disorder caused by the mutations
of genes adversely affecting the ion channel function in the cellular mem-
branes of cardiac myocytes. Prolonged repolarization detected on a ECG
as a longer QT interval (> 450 ms) is responsible for syncope, cardiac
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arrest and sudden cardiac death (SCD), due to transient “torsade de pointes” (TdP) or ventricu-
lar fibrillation. Currently, 12 types of long-QT syndrome have been identified, which are caused
by 600 mutations of genes located on chromosomes: 3,4,6,7,11,17,21. Depending on the par-
ticular gene mutation in the LQT syndrome, subtypes from LQTS1 to LQTS12 were identified.
The knowledge of genetic disorders in different types of LQTS has enabled the introduction of
genotype-dependent therapy. Due to the frequent absence of clinical signs in 40% of mutant
genes carriers, it is very important to develop fast and effective diagnostics. These patients do
not always suit the clinical diagnostic criteria and therefore they should be diagnosed using mo-
lecular methods. In the present study we describe some molecular methods (SSCP, sequencing,

quantitative PCR) most commonly used in genetic diagnostics of the long-QT syndrome.
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WSTEP

Wrodzony zesp6t wydtuzonego odcinka QT
(long QT syndrome — LQTYS) nalezy do rzad-
kich choréb uwarunkowanych genetycznie. Jej
istote stanowig zaburzenia funkgcji lub budowy
kanatéw jonowych zlokalizowanych w sercu,
skutkujace nieprawidtowa repolaryzacjg kar-
diomiocytéw i pojawieniem sie wskutek tego
ryzyka arytmii serca i naglej $mierci sercowe;.
Cechami charakterystycznymi u pacjentéw
z LQTS s3: wydtuzony odcinek QT w obrazie
EKG, wystepowanie omdlen oraz nagtej Smier-
ci sercowej (SCD) [1,2].

Jak dotad, odkryto 12 gendw, ktérych mu-
tacje odpowiadaja za wystgpowanie zespotu
LQT. Wszystkie geny kandydujgce zlokalizo-
wane zostaly na autosomach, co sygnalizuje
brak sprzezenia choroby z picig. Geny, kto-
rych mutacje powoduja LQTS1 i LQTS2, ko-
dujg biatka kanatéw potasowych, natomiast
LQTS3 jest skutkiem mutacji w genie kodujg-
cym biatka kanatéw sodowych. Genami tymi
sa: KCNQ1 (KvLQT1), HERG (KCNH2) oraz
SCN5A [3,4].

Nadrzednym celem leczenia zespotu LQT jest
zapobieganie epizodom zaburzen rytmu serca
i nagtego zatrzymania krazenia. Najwazniejsze
wydaje sie okreslenie podtypu molekularnego
tej jednostki chorobowej u 0séb z postawio-
ng diagnoza ze wzgledu na odmienne sche-
maty leczenia w réznych podtypach LQTS.
Powszechnie stosowanymi lekami z wyboru
dla wszystkich pacjentéw z zespotem long-QT
sa B-blokery, niemniej jednak ich skutecznosé¢
nie jest taka sama dla wszystkich podtypow
LQTS.

Wprowadzenie terapii zaleznej od genotypu
okazato sie przydatne w leczeniu poszczegodl-
nych odmian zespotu long-QT. W LQTS1 sto-
suje sie nikorandil, ktory skraca odstep QT.
W LQTS2, z powodu duzej utraty potasu, sto-
suje sie sole potasu i spironolakton. W LQTS3
skuteczne okazaty sie leki antyarytmiczne,
takie jak lidokaina, meksyletyna, flekainid
[1,3,5]. W sytuacji, gdy leczenie lekami
B-adrenolitycznymi okazuje si¢ nieskuteczne,
pacjentom z LQTS3 zaleca si¢ wszczepienie
kardiowertera-defibrylatora [6].

Istniejg doniesienia, ze 50-60% pacjentéw po-
siadajacych LQTS ma genotyp LQTS1, 35-40%
LQTS2, a najmniej (8%) genotyp LQTS3. Mu-
tacje w LQTS1 i LQTS2 cechuja sie w prezen-
towanym fenotypie szybszym ujawnieniem sie
dolegliwosci oraz niewielkim ryzykiem nagte-
go zgonu, u oséb z LQTS3 objawy wystepuja
pOzniej, a ryzyko SCD jest duze [7].

Ze wzgledu na czeste niewystegpowanie ob-
jawow klinicznych (az u 40% nosicieli zmu-
towanych gen6éw) bardzo wazna jest szybka
i skuteczna diagnostyka. U pacjentéw tych nie
zawsze sprawdzaja si¢ kliniczne kryteria diag-
nostyczne, dlatego nalezy ich diagnozowac
metodami molekularnymi. Stwierdzenie zmia-
ny okresu repolaryzacji w obrazie EKG moze
by¢ przydatne we wstepnej diagnostyce, lecz
powinno mie¢ kontynuacje w skierowaniu na
badania genetyczne.

Wczesne rozpoznanie zespotu long-QT jest
istotne z powodu wysokiej S$miertelnoSci
wsréd nieleczonych pacjentéw z objawami
(20% chorych umiera w ciggu roku od pierw-
szej utraty przytomnosci, 50% — po 10 latach
od takiego epizodu) [3,7]. Nosiciele mutacji,
u ktérych choroba si¢ nie ujawnita, majg 10%



DIAGNOSTYKA ZESPOLU LONG-QT

ryzyko pojawienia si¢ arytmii przed 40. ro-
kiem zycia, zwtaszcza gdy zazywaja dodatko-
wo leki wydtuzajace odstep QT lub sg narazeni
na czynniki inicjujgce zaburzenia rytmu serca
[8]. U nosicieli bezobjawowych genotypowa
identyfikacja jest w pewnym stopniu ograni-
czona, gdyz nie wszystkie mutacje powodujace
LQTS sg rozpoznawalne genotypowo [7].

MOLEKULARNE METODY W DIAGNOSTYCE LQTS
1. SSCP

SSCP (singlestrand conformationpolymorphism),
czyli analiza polimorfizmu konformacji jed-
noniciowych fragmentéw DNA, jest jedna
z najprostszych metod przesiewowych, ktora
umozliwia wykrycie nawet niewielkich zmian
w DNA, m.in. delecji, insercji, jednonukleo-
tydowej substytucji i mikroinwersji oraz poli-
morfizmu genetycznego [9,10].

Technika ta opiera sie na zdolnosci tworzenia
przez jednoniciowe DNA unikalnych drugorze-
dowych konformacji przestrzennych, zalez-
nych od sekwencji nukleotydowej, w zwigzku
z czym kazda zmiana sekwencji nastepujaca
w wyniku mutacji lub polimorfizmu skutkuje
zmiang w drugorzedowej strukturze czastecz-
ki, a nastepnie jej ruchliwosci elektrofore-
tycznej w Srodowisku zelu niedenaturujacego
[9,10,11].

Technikg SSCP badano geny obarczone muta-
cjami, kodujgce np. podjednostki kanatu so-
dowego (SCN4A). Scoggan i Bulman [11] do
analizy SSCP uzywali niedenaturujacego zelu,
zawierajacego 7,5% akrylamidu (stosunek
akrylamidu do bisakrylamidu wynosit 49 : 1),
oraz buforu 0,5 x TBE w temperaturze 4°C.
Reakcje amplifikacji prowadzono w warun-
kach standardowych, a do wyznakowania
produktéw PCR potrzebnych do analizy SSCP
zastosowano [alfa-32P]-dCTP. Zasady, kto-
rymi kierowano si¢ podczas projektowania
primeréw, dotyczyly odlegtosci od granicy
intron/ekson, ktoéra powinna wynosi¢ co naj-
mniej 20 nukleotydow. Wedtug autoréw, za-
den starter nie powinien by¢ skrajnie podobny
do powtérzen sekwencji DNA. Zastosowanie
radioaktywnych nukleotydow znakowanych
P32 wewnatrz produktow PCR pozwolito na
polepszenie rozdzielczosci oraz redukcje arte-
faktow [11].

Zespot Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
(SUM) [2] uzyt szczeg6lnej odmiany meto-
dy, mianowicie mSSCP (wielotemperaturo-
wy SSCP) do identyfikacji mutacji w genie
KvLQT1 odpowiedzialnej za LQTS1. Uzyty

8% niedenaturujacy zel (PPA) zawierat akryla-
mid i bisakrylamid w stosunku 37,5 : 1, bufor
TBE oraz 5% glicerol.

Elektroforeze przeprowadzono w rosnacym
gradiencie temperatury (4°C, 10°C, 25°C przez
2 godziny), co pozwolito na lepsza analize
zmian w konformacji we fragmentach DNA,
zaleznych od temperatury. Do wizualizacji
prazkéw wykorzystano barwienie solami sre-
bra, elektroforegramy analizowano w systemie
dokumentacji zelowej BASSYS1D (Biotec Fi-
sher) [2].

Kolejnym przyktadem analizy mSSCP wyko-
nywanym przez tych samych badaczy [23,24]
jest wykrywanie mutacji w genach SCN5A
oraz HERG odpowiedzialnych za powstanie
zespotu LQT3 i LQT2. Skiad i proporcja zelu
oraz warunki elektroforezy byty takie same jak
przy analizie genu KvLQOT1 [12,13].

Zespo6t badaczy pod kierownictwem Kapa [14]
badal mutacje w genach odpowiedzialnych za
LQTS1, LQTS2 i LQTS3. Analiza zostata prze-
prowadzona kolejno przy uzyciu PCR, zauto-
matyzowanego sekwencjonowania DNA oraz
bezposredniego sekwencjonowania o wysokiej
wydajnosci [14].

Mutacja w genie SCN5A powstalg de novo
zwigzang z SIDS (sudden infant death syndro-
me — nagta $mier¢ noworodkoéw), zajmowat
sie zesp6t pod kierunkiem Wedekinda [15].
Do amplifikacji kodujacych eksonéw oraz
granic ekson - intron genéw KCNQ1, HERG,
SCN5A, KCNE1 oraz KCNE2 uzyto primeréw
znakowanych fluorescencyjnie. Uzyskane pro-
dukty analizowano przy uzyciu A.L.F Express
DNA Sequencer (Amersham Farmacia Biotech)
potaczonego z zewnetrznym urzgdzeniem kon-
trolujagcym temperature. Do produktéw PCR
dodano formamid i 0,01% roztwor btekitu
bromofenolowego, nastepnie inkubowano
przez 3 minuty w temperaturze 98°C, po czym
naktadano mieszaning na 6% zel poliakrylami-
dowy (stosunek akrylamidu do bisakrylamidu
wynosit 99 : 1). Analize eksonéw przeprowa-
dzono w 12°C i 18°C, a mutacje wykryto na
podstawie roéznic w szybko$ci migracji praz-
koéw porownywanych z typem dzikim [15].
Francuscy naukowcy pod kierunkiem Lupogla-
zoffa [16] rowniez zajmowali sie detekcja
mutacji w tych samych genach. Reakcje SSCP
prowadzono w temperaturze 7°C i25°C.
Gdy zaobserwowano prazki o innej ruchliwo-
Sci, uzyskane fragmenty ssDNA poddano
reamplifikacji i nastepnie sekwencjonowaniu
z uzyciem dideoksynukleotydéw znakowanych
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fluorescencyjnie. Analizy dokonywano z uzy-
ciem ABI Prism 377 [16].

Do badan nad mutacjami w genie SCN5A ze-
spot Makita [17] postuzyt sie technika SSCP.
Eksony genu SCN5A zostaty powielone w re-
akcji PCR, a nastepnie analizowane technika
SSCP. Produkty wykazujace zaburzona kon-
formacje zostaly poddane subklonowaniu
z uzyciem pGEMTeasy (Promega), po czym
uzyskane klony poddano sekwencjonowaniu
za pomocg ABI Prism 310 (Applied Biosy-
stems) [17].

Badania nad przyczyna LQTS2 (mutacje genu
HERG) prowadzit zesp6t dunskich inorwe-
skich naukowcéw kierowanych przez Larsena
[18]. Analiza SSCP-HD (polimorfizm konfor-
macji jednoniciowych fragmentéw DNA po-
taczony z analizg heteroduplekséw) pozwolita
wykry¢ mutacje. Mieszanina oczyszczonych
produktéw PCR iroztworu formamidu po
utrzymywaniu w temperaturze 98°C przez
5 minut, byta nastepnie natychmiast przeno-
szona do kapieli wodnej. Elektroforeze prze-
prowadzono w 12,5% zelu poliakrylamido-
wym (5°C i 20°C przez 90 minut). Uzyskane
prazki barwiono metoda srebrowa, a nastep-
nie sekwencjonowano (ABI Prism 377) [18].

2. SEKWENCJONOWANIE

Sekwencjonowanie, w przeciwienstwie do
weczesniej opisanej techniki SSCP, jest metoda
bezposrednia, majaca na celu ustalenie kolej-
nosci sekwencji nukleotydowej w badanym
materiale DNA oraz poréwnanie otrzymanego
ciaggu nukleotydéw z prawidtowa sekwencja
pod katem wykrycia mutacji. Matryce stanowi
jedno- badz dwuniciowy DNA, wczes$niej po-
wielany w reakcji PCR, o bardzo duzej czysto-
Sci i dobrej jakosci [19].

Do oczyszczenia matrycy DNA Scoggan i Bul-
man [11] uzyli 1 pl egzonukleazy I (USB) oraz
1 pl alkalicznej fosfatazy (Roche Diagnostics
GmbH). Do przeprowadzenia elektroforezy ze-
lowej wykorzystali gotowy zestaw firmy USB
(Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator
Cycle Sequencing Kit), izotopowo znakowane
dideoksy-terminatory [alfa-33P]-ddNTPs oraz
6% zel akrylamidowy.

Aby zsekwencjonowac oba allele jednoczes$nie,
eksony zawierajace dodatkowe konformery
ssDNA zostaty powielone z genomowego DNA,
bez izotopowego znakowania starterow. Otrzy-
many zel sekwencyjny poddano promieniowa-
niu X na 18 godzin w temp. - 80°C, po czym ba-
dano pod katem zmian sekwencji. Aby pozby¢

sie zbednych szumoéw tta, autorzy zastosowali
znakowane na koncach terminatory zamiast
znakowanych na koncach starteréw [11].

W sekwencjonowaniu wykonywanym przez
zesp6t badaczy SUM [2,12], poszukujacy mu-
tacji w genach KvLQT1 i SCN5A, produkty
PCR analizowano przez sekwencjonowanie
bezposrednie. W reakcji uzywano nukleoty-
dow znakowanych dRodaming, a mieszanina
reakcyjna (20 pl) zawierata: Terminator Re-
ady Reaction Mix (PerkinElmer), startery
(reverse lub forward), produkty PCR oczysz-
czone na kolumnach Microcon-100. Po reak-
¢ji znakowane nukleotydy, ktére nie inkor-
porowaty w produkty PCR, bylty usuwane
z roztworu (zastosowano Spin Column, Per-
kin Elmer). Sekwenator ABIPRISM 377 po-
stuzyt do oceny i dokumentacji otrzymanych
sekwengji [2,12].

W poszukiwaniu mutacji genéw odpowiedzial-
nych za LQTS badacze z Niemiec i Polski pod
kierunkiem Haack [20] postuzyli si¢ metoda
sekwencjonowania. Produkty PCR po ampli-
fikacji rozdzielono na niedenaturujagcym zelu
poliakrylamidowym, a nastepnie analizowano
za pomoca ABI377. Warunki przeprowadzania
cykli podczas sekwencjonowania dostosowa-
no do wymogéw zestawu firmy Promega [20].
Mutacji w genach KCNQ1 oraz KCNH2 poszu-
kiwali rowniez naukowcy chinscy [21], ktorzy
uzyli metody sekwencjonowania do poszuki-
wania przyczyn LQTS1 i LQTS2 [21].

Miller i wsp. [22] do oczyszczenia produktow
PCR uzywali Qiaquick PCR Purification Kit
(Qiagen), ktore nastepnie mierzyli iloSciowo
przez elektroforeze zelowa, korzystajac z rea-
gentow firmy Applied Biosystem. W analizie
wykorzystano ABI Sequence Analysis softwa-
re [22].

Do analizy sekwencyjnej genu SCN5A ze-
spot Wedekinda [15] uzywatl biotynylowa-
nych primeréw. Aby uzyska¢ jednoniciowg
matryce, badacze wykorzystali kuleczki pa-
ramagnetyczne oplaszczone streptawidyna
(Dynabeads M-280, Dynal). Optaszczona na
kulkach matryca byta sekwencjonowana z za-
stosowaniem znakowanych fluorescencyjnie
primeréw, przy uzyciu kitu (AutoRead T7 Se-
quencing Kit, Amersham Farmacia Biotech).
Analize sekwencyjng prowadzono za pomoca
A.L.F. DNA Sequencer [15].

Zesp6t Chen i Zhang identyfikowat mutacje
w genie KCNQ1 [23]. Odmienne konformacje
ssDNA (dodatkowe prazki) uzyskane w wyni-
ku analizy SSCP zostaty wyciete bezposrednio
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z zelu, poddane rehydratacji oraz wytrzasaniu
przez noc w temperaturze 55°C Po elucji DNA
z zelu zostal wykorzystany jako matryca do
reakcji PCR (reamplifikacja). Amplifikowane
produkty oczyszczono za pomoca QIAquick
Purification Kit, a nastepnie poddano sek-
wencjonowaniu z uzyciem starterow forward
i reverse w aparacie ABI3100 Genetic Analizer
[23].

Singapurscy badacze pod kierunkiem Koo
[24] analizowali mutacje w genach KCNQI,
HERG, KCNE1 i KCNE2 przez sekwencjono-
wanie z uzyciem BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, natomiast do analizy otrzy-
manych fragmentow zastosowali ABI Prism
Model 3100 Avant Genetic Analyzer. Wyniki
poréwnano z sekwencjami zawartymi w gene-
tycznych bazach danych (GenBank), uzywajac
NCBI bl2seq Similarity Alignment Tool Pro-
gram [24].

3. EKSPRESJA - TAQMAN-QRT-PCR

Metoda QRT-PCR (quantitive real-time reverse
transcription polymerase chain reaction), czy-
li taficuchowa reakcja polimerazy w czasie
rzeczywistym, daje mozliwo$¢ wykrywania
i okreslenia liczby kopii mRNA analizowanych
genow. Przewage metoda ta zawdziecza prze-
de wszystkim szybkosci i doktadnosci detekcji
zmian w ekspresji gendw zar6wno w stanach
fizjologii, jak i patologii [25,26].

Luo i Xiao [27] badali mutacje w genach
KCNQ1 oraz HERG. W dwustopniowej reakcji
real-time RT-PCR uzyto losowych primerow.
Mieszanina reakcyjna  pierwszej reakcji
(reverse transcription PCR) zawierata: bufor
RT, dNTP-y, primery, odwrotng transkryptaze
(multiscribe reverse transcriptase), probki RNA
oraz wode wolna od nukleaz. Warunki reakcji
byty nastepujace: 25°C przez 10 min i 36°C
przez 120 min, aby uzyska¢ jednoniciowe
cDNA. Do drugiej reakcji uzyto nastepujacych
sktadnikow: TagMan universal PCR master
mix, wode i probki cDNA otrzymane
w pierwszej reakcji. Warunki reakcji bytly
nastepujace: 50°C przez 2 min., 95°C przez 10
minut, a nastepnie w 40 cyklach: 95°C przez
15 sek. i 60°C przez 60 sek. [27].

Badania prowadzone na konskich sercach
przez Finley i wsp. [28] dotyczyly genu
KCNQ1 odpowiedzialnego za wystapienie
LQTS1. mRNA izolowane byto z fragmentow
przedsionka i komory za pomoca Fast Track Kit
(Ivitrogen). Mieszanina reakcyjna zawierata:
primery, Tris-HCI, KCl, dNTP, MgCl,, RED Taq

polimeraze. Reakcje prowadzono w 30 cyklach,
sktadajacych sie z wstepnej denaturacji
(90 sek. w 94°C), przylaczenia primeréw
(90 sek., 65°C), wydtuzenia (90 sek., 72°C).
Qiaex II gel extraction kit (Qiagen) postuzyt do
pozyskania produktow z zelu, ktére nastepnie
zostaty poddane reamplifikacji i wklonowane
do DHS5a kompetentnych komoérek z uzyciem
T7 i M13 starterow [28].

Miller i wsp. [22] przeprowadzili odwrotng
transkrypcje, uzywajac jednego z dwoéch en-
zymoéw odwrotnej transkryptazy (Transcrip-
tor RTase, Roche Applied Science lub cloned
M-MLV RTase, Ambion). Losowo dobrane hek-
sametry stuzyly jako primery dla odwrotnej
transkryptazy. Reakcje prowadzono w dwéch
etapach. Mieszanina reakcyjna dla I PCR za-
wierata: produkt reakcji odwrotnej transkryp-
cji jako matryce, primery, MgCl,, dNTP-y,
bufor, betaine, polimeraze Taq (Continental
Lab Products). W drugim etapie, jezeli byt ko-
nieczny, jako matryce do reakcji PCR zastoso-
wano fragmenty z pierwszego cyklu, uzyto tez
gniazdowe startery i sktadniki jak w pierwszej
rundzie. Startery zaprojektowane byty przez
VectorNTI software (Invirtogen) [22].
Kolejnym przyktadem badan z uzyciem QRT-
-PCR jest badanie ekspresji genow KCNQI1
i HERG, przeprowadzone przez zesp6t badaczy
SUM [29,30].

Oceny aktywnosci transkrypcyjnej badanych
gené6w dokonano za pomocg dostepnego
komercyjnie zestawu (TagMan Gene Expres-
sion Assays Applera) z FAM na 5’ koncu,
a na 3’ konicu posiadajacego niefluorescencyj-
ny wygaszacz. Reakcja QRT-PCR byta jedno-
stopniowa, mieszanina reakcyjna zawierata:
QuantiTect Probe RT-PCR Master Mix (Hot-
StarTaq DNA Polimeraze, QuantiTect Probe
RT-PCR bufor zawierajacy Tris-HCI, KCI,
(NH,),SO,, 8 mM MgCl,, pH = 8,7, dNTP
mix i barwnik referencyjny ROX), Quanti-
Tect RT Mix (QuantiTect Probe RT-PCR Kkit,
Qiagen GmbH, Germany) oraz mieszaning
TagMan Gene Expression Assay starterow
i probek (Applied Biosystems), matryce RNA
oraz wode apirogenna. Reakcja odwrotnej
transkrypcji przeprowadzona byta w 50°C
przez 30 min w dwoch powtdrzeniach. Na-
lezato zaktywowa¢ HotStart Taq Polimeraze
w 95°C przez 15 min, by nastepnie przepro-
wadzié: denaturacje w 94°C przez 15 sek.,
przylaczenie starteréw w temperaturze 60°C
przez 60 sek. oraz elongacje w 72°C przez
10 min [29,30].
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QRT-PCR zostat narzedziem, ktére umozliwito
analize mutacji w genie SCN5A u transgenicz-
nych myszy z LQTS [31]. Ilosciowy RT-PCR
wykonano przy uzyciu ABI Prism 7900HT Se-
quence Detection System (Applied Biosystem).
Zmiany fluorescencji monitorowane byty za
pomoca SYBR Green PCR Supermix po kaz-
dym cyklu. Analiza krzywej topnienia odbyta
sie na koncu 40 cyklu po to, aby zweryfikowac
produkty PCR [31].

PODSUMOWANIE

Waznym elementem diagnostyki zespotu
LQT sg badania przesiewowe (m.in. technika
mSSCP), ktére pozwalaja wykrywaé mutacje
w genach. Sporym utrudnieniem wydaje si¢
heterogennos$¢ genetyczna, ujawniajgca si¢

w poszczegdlnych podtypach LQTS, przez co
trudno go okreslié.

Zidentyfikowano 12 genéw kandydujacych do
miana odpowiedzialnych za wystepowanie ze-
spotu long-QT [32]. Coraz wigksze zaintereso-
wanie wzbudza szacowanie pojedynczych nu-
kleotydowych polimorfizméw w genach zwig-
zanych z LQTS [33]. Zdaniem Tomasa i wsp.
[34], polimorfizm genu NOS1AP, ktéry moze
by¢ powigzany z wydtuzeniem odcinka QT
w populacji, odgrywa role w modulowaniu pre-
zentacji fenotypowej u pacjentow z LQTS [34].
Przydatng technika okazuje si¢ reakcja QRT-
-PCR, umozliwiajgca oceng ekspresji genow, kto-
rej zmiany (wzrost i spadek) czgsto powigzane sg
wystepowaniem zespotu long-QT. Techniki mo-
lekularne maja istotne znaczenie w diagnostyce
choréb o podtozu genetycznym, do ktérych za-
liczany jest zesp6t long-QT, jednak by byta ona
pelna, nalezatoby zastosowac je tacznie.
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