Abstrakt

Zesikmeni inaktivace chromozomu X je ¢asto studovano v souvislosti s projevy X-vazanych
onemocnéni u zZen, pfi¢emz u vétSiny chorob neni vliv miry zeSikmeni na fenotyp zcela
objasnén. Pfevazna ¢ast studii pro uréeni poméru inaktivace chromozomu X vyuziva metody
zalozené na methylacné senzitivni restrikci, nejcastéji konkrétné metodu HUMARA, ktera
vychazi z profilu methylace v genu AR. Nicméné tento zpisob testovani ma nékteré své

nevyhody, a proto jsou stale hledany nové metodické ptistupy.

V nasi praci jsme ve skupiné 54 zen stanovovali miru zeSikmeni X inaktivace z DNA
izolované z krevnich bun¢k a Vv nékterych piipadech také z bukalnich stéri pomoci
methyla¢né senzitivni restrikce v lokusech AR, CNKSR2 a RP2. U 32 z téchto Zen, u nichz
bylo mozné z krve izolovat celkovou RNA, jsme vyuzili téZ metodu, ktera je zaloZena na
kvantifikaci transkriptu pomoci paralelniho sekvenovani, pfi€emz k analyze jsme pouZili

polymorfismy LAMP2 c.156A>T, IDS ¢.438C>T a ABCD1 c.1548G>A.

Nejvice informativni metodou v nami studované skupiné byla methylacné senzitivni
restrikce v lokusu RP2 (71 %), a to i diky malému poctu ,,stutter” vrcholl vznikajicich pfi
PCR. Ptiblizné stejné mnozstvi Zen (69 %) bylo informativnich v lokusu AR. Pfi porovnani
vysledki téchto dvou metod jsme vSak v nékterych ptipadech zaznamenali rozdily
presahujici az hodnotu 10 %. Podobné i pfi srovnani s hodnotami ziskanymi metodou
kvantifikujici transkript pomoci jednotlivych polymorfismil (které vykazovaly téz pomérné
vysokou informativnost v rozmezi 40 — 62 %), byly vysledky zpravidla ve velmi dobré
shod¢, nicméné i zde se u nékolika Zen stanovené hodnoty vyrazné liSily. Intervaly shody
pouzitych metod vymezené pro nami studovanou skupinu tak mély u vétSiny porovnani
rozsah okolo 20 %. Predpokladdame, ze hlavni pficinou pozorovanych rozdilii jsou
nepiesnosti v méteni, které se projevily pii stanoveni koeficientu opakovatelnosti, pti¢emz
se zd4, ze metoda vyuZzivajici paralelni sekvenovani poskytuje reprodukovatelnéjsi vysledky

nez analyza zalozena na methylané senzitivni restrikci.

Metoda paralelniho sekvenovani je tedy na zaklad¢ nasich zavérti vhodna ke stanoveni miry
zeSikmeni X inaktivace ve vyzkumu i klinické praxi. Pro spolehlivé uréeni poméru
inaktivace chromozomt X vSak pro vSechny metody doporucujeme vychazet alespon ze

dvou méfeni a v idealnim ptipadé stanoveni opakovat riznymi metodami.
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