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Abstrakt

Zesikmeni inaktivace chromozomu X je Casto studovano v souvislosti s projevy X-vazanych
onemocnéni u zen, pficemz u vétsiny chorob neni vliv miry zeSikmeni na fenotyp zcela
objasnén. Prevazna ¢ast studii pro ureni poméru inaktivace chromozomi X vyuZziva metody
zalozené na methylané senzitivni restrikci, nejCastéji konkrétné metodu HUMARA, ktera
vychazi z profilu methylace v genu AR. Nicméné tento zpusob 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 buné¢k a v n¢kterych ptipadech také z bukalnich stéri pomoci methylacné 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 ¢.156 A>T, IDS
€.438C>T a ABCD1 ¢.1548G>A.

Nejvice informativni metodou v nami studované skupiné byla methylacné senzitivni restrikce
v lokusu RP2 (71 %), a to i diky malému poctu ,,stutter” vrcholti vznikajicich pti PCR. Ptiblizné
stejné mnozstvi zen (69 %) bylo informativnich v lokusu AR. Pfi porovnani vysledku téchto
dvou metod jsme vSak v n¢kterych ptipadech zaznamenali rozdily pfesahujici az hodnotu 10 %.
Podobné 1 pfi srovnani s hodnotami ziskanymi metodou kvantifikujici transkript pomoci
jednotlivych polymorfismii (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 ndmi
studovanou skupinu tak mély u vétSiny porovnani rozsah okolo 20 %. Predpokladame, Ze hlavni
pri¢inou pozorovanych rozdili jsou nepiesnosti v méteni, které se projevily pii stanoveni
koeficientu opakovatelnosti, pficemz se zdd, Ze metoda vyuZivajici paralelni sekvenovéani
poskytuje reprodukovatelnéjsi vysledky neZz analyza zaloZzend na methyla¢né senzitivni

restrikci.

Metoda paralelniho sekvenovani je tedy na zédkladé naSich zavérd vhodna ke stanoveni miry

zeSikmeni X inaktivace ve vyzkumu 1 klinické praxi. Pro spolehlivé uréeni poméru inaktivace



chromozoml X vSak pro vSechny metody doporucujeme vychazet alespont ze dvou méieni a

Vv idealnim ptipadé stanoveni opakovat riiznymi metodami.

Kli¢ova slova: inaktivace chromozomu X, zeSikmeni X inaktivace, HUMARA, paralelni

sekvenovani



Abstract

Skewed X chromosome inactivation has been often studied as a possible factor that influences
manifestation of X-linked diseases in heterozygous women. Yet the association between
phenotype and degree of skewing stays unclear for most disorders. Current works rely mostly
on methods that are based on methyl-sensitive restriction while determining the X inactivation
pattern and mainly the HUMARA assay which investigates the methylation profile in the AR
gene. However those methods have some known disadvantages and therefore we are still

seeking new methodical approaches.

We used DNA isolated from whole blood and in some cases also buccal swabs to asses
X inactivation patterns in 54 women using methylation-based methods for loci AR, CNKSR2
and RP2. Transcription-based assay was utilized to evaluate skewing of X inactivation in 32 of
those women, whose samples were available for RNA extraction, using massive parallel
sequencing and polymorphisms LAMP2 ¢.156A>T, IDS ¢.438C>T and ABCD1 ¢.1548G>A.

Partly thanks to almost no stuttering during PCR the RP2 locus was the most informative in our
study (71 % of women) and approximately the same number of women (69 %) were informative
for the HUMARA assay. However when comparing the results of those two methods we
determined difference greater than 10 % in several cases. Similarly the X inactivation patterns
assessed with the transcript-based method (which was informative for 40 — 62 % of women in
our group depending on individual polymorphism) were in most cases in a very good agreement
with those obtained by methylation based assay although they also differed significantly in some
cases. Therefore the agreement intervals were about 20 % wide for comparison of most of the
methods we used. Based on determined coefficients of repeatability we assume that inaccuracy
of measurement was the main cause of observed differences and it seems that the parallel
sequencing method provides more reproducible results than assays based on methyl-sensitive

restriction.

Based on our observation we consider the transcript quantifying method suitable for evaluation
of X inactivation pattern in research and clinical use. However we also recommend using

repeated measurements and combination of two or more methods to obtain the best results.



Keywords: chromosome X inactivation, skewed X inactivation, HUMARA, massive parallel

sequencing
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1 Uvod

1.1 Inaktivace chromozomu X

Na genetické tirovni jsou muz a zena definovani odlisnou skladbou pohlavnich chromozom.
Zatimco zeny, jako homogametické pohlavi, maji dva chromozomy X, muzi jsou
charakterizovani pfitomnosti chromozomu Y, v bézném stavu tedy sestavou gonozomi XY.
X-vazané geny se tudiZz u Zen nachazeji v dvounasobném mnozstvi oproti muziim a z tohoto
divodu dochézi v buiikach zen k procesu, pii némz je jeden z gonozomi inaktivovan, k procesu

X inaktivace.

Pozorovani odli$nosti ve zbarveni samicek a sameckd mysi vedlo Mary F. Lyon k formulovani
myslenky, ze jeden z chromozomtl X je u savcill nahodné, tedy bez ohledu na maternalni ¢i
paternalnal pivod, inaktivovan, ¢imZ dochdzi k vyrovnani genové davky mezi pohlavimi. Tento
inaktivovany chromozom poté vytvaii takzvany sex chromatin neboli Barrovo télisko, které je
mozné pozorovat ve svételném mikroskopu. Samicky jsou pak tedy ve vysledku mozaikami
populaci bun¢k exprimujicich geny bud’ z otcovského ¢i matefského chromozomu (Lyon,

1961).

1.1.1 Evoluce a kompenzace genové davky

Inaktivace chromozomu X se zda byt univerzalnim zplsobem, jakym dochazi k vyrovnani
genové davky u savct. Mezi organismy s chromozomalné uréenym pohlavim vS§ak nachazime
i odlisné mechanismy. Napiiklad u Drosophily melanogaster je zdvojnasobena exprese
z chromozomu X u samcu (Maroni et al., 1974), v ptipadé Ceanorhabditis elegans je naopak
exprese z obou X chromozomi u hermafroditd snizena na polovinu (Meyer et Casson, 1986).
Nicméné u téchto bezobratlych je pohlavi ur¢eno pomérem poctu ptitomnych chromozomt X

Kk autozomiim na rozdil od savct, u nichz je rozhodujici pfitomnost chromozomu Y.

Mezi obratlovci jsou v otazce kompenzace genové davky jednoznaéné nejprozkoumanéjsi
skupinou savci, z pochopitelnych diivodu konkrétné mys a ¢lovek. Iu ptaku vsak byly popsany
rozdily v expresi nékterych genti z chromozomu Z mezi samci a samicemi (Melamed et Arnold,

2007). Na rozdil od X inaktivace savcu se ale jedna o proces podstatné variabilngjs$i a mira
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exprese je vkazdém lokusu pravdépodobné nezavisle regulovana (Livernois et al., 2013).
U ptakopyska, ktery patii do sav¢i skupiny ptakofitni, se ptivodné predpokladalo, Zze na svych
péti chromozomech X nese sekvence homologické jak k X placentald, tak Z ptakda (Grutzner et
al., 2004). Nicmén¢ podle novéjSich praci sekvence homologni k X placentalti nalezneme
u ptakofitnych pouze na autozomech (Veyrunes et al., 2008). Také mechanismus kompenzace
genové davky pfipomina spiSe variabilni a neliplné umlceni exprese u ptakd, ovSem s tim
rozdilem, Ze sousedici geny vykazuji obdobnou miru exprese a transkripce je tak pravdépodobné
alesponn Caste¢né regulovana na regionalni urovni (Livernois et al., 2013). Opravdovou
inaktivaci jednoho z chromozomut X bychom tedy mohli pravdépodobné nalézt az u spole¢ného
predka vacnatcti a placentald. Praveé u skupiny vac¢natci totiz miizeme u samic pozorovat expresi
alel jen z jednoho, a to konkrétné maternalniho, chromozomu X (Xm), ptfi¢emz molekularni
mechanismy umlcujici paternalni chromozom (Xp) jsou alespoii ¢aste¢né podobné tém

u placentalnich savct (Mahadevaiah et al., 2009).

Jak jiz bylo zminéno vyse, velka ¢ast vyzkumii tykajicich se X inaktivace byla a je provadéna
na mysich. Zejména s ohledem na to, ze se tato prace tykd genetiky clovéka, je nutné
podotknout, Ze podle aktudlnich poznatkii se X inaktivace mysi lisi od X inaktivace u lidi, a to
v ohledech velmi vyznamnych jako je molekularni podstata, nastup a rozsah inaktivace (Chang
et Brown, 2010; Yang et al., 2010; Okamoto et al., 2011) (podrobnéji na toto téma v nasledujici

kapitole).

Vyhradni inaktivace paternalniho chromozomu vacnatci a nize zminéna imprintovana
inaktivace Xp v trofoektodermu mysi by soucasné s velkou podobnosti molekularnich procesi
podporovaly myslenku nékterych autor o spolecném ptvodu X inaktivace a autozomalniho
imprintingu savcu, ¢i dokonce o X inaktivaci jako hnaci sile vzniku imprintingu (Lee, 2003;

Reik et Lewis, 2005).

1.1.2 Podstata X inaktivace

Inaktivace chromozomu X je ve své podstaté soubor epigenetickych modifikaci, jimiz je
umlcena exprese gentl z takového poctu chromozomi X, aby pravé jeden zlstal aktivni. Za

béznych podminek tedy v buiikach Zeny nalezneme jeden inaktivovany (Xi) a jeden aktivni (Xa)
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chromozom X. Inaktivovany chromozom je vybiran ndhodné a k celému procesu dochazi béhem
embryogeneze, pii¢emz od chvile, kdy je X inaktivace nastolena, dédi dcefiné bunky informaci,

o tom ktery z chromozoml ma byt inaktivovan, od buiiky matetské (Lyon, 1962).

1.1.3 Pocatek X inaktivace

Pfesné nacasovani pocatku inaktivace u ¢loveéka stale neni zcela znamo. Poznatky zjisténé pfi
studiich na mysich modelech nejsou V ptipadé této otazky aplikovatelné, nebot’ na rozdil od
¢loveéka u mysi dochazi k imprintované inaktivaci paternalniho chromozomu X (Okamoto et al.,
2011). V preimplanta¢nim stadiu dochdzi u mysich embryi ke globalni inaktivaci Xp, ktera se
nadale udrzuje v buiikach tkani trofoektodermu. Oproti tomu béhem rtstu vnitini masy bunék
se inaktivace Xp Vv této Casti embrya nezachovava a v zahnizdéném embryu jiz mlzeme
pozorovat inaktivaci nahodnou (Okamoto et al., 2004). Takovato imprintovana inaktivace X
chromozomu nebyla u clovéka pozorovana a v lidské placenté bylo prokdzano nahodné

rozloZeni inaktivace Xm a Xp (Moreira de Mello et al., 2010).

V ptipadé lidskych embryi sice byly pozorovany pocatky inaktivace jiz ve stadiu osmi bunck
(van den Berg et al., 2009), nicméné tato prace je v rozporu s vysledky jinych autort, pii jejichz
experimentech nebyl ani jeden z X chromozomi v preimplantaénich embryich umléen
(Okamoto et al., 2011). Jednou z potencialnich pfic¢in téchto rozdild je moznost, Ze u lidskych
embryonalnich kmenovych bun€k kultivovanych pti atmosférické koncentraci kysliku mize
dochazet k ptekotné inaktivaci chromozomu X, coz by svéd¢ilo ve prospéch hypotézy

0 pozd¢jsim nastupu inaktivace u lidi (Lengner et al., 2010).

1.1.4 Geny unikajici inaktivaci

Za piedpokladu, ze v burikach se vzdy nachazi jen jeden aktivni chromozom X, se nam nabizi
otazka, co je pii¢inou syndromii spojenych s aneuploidii gonozomtl. Zena nesouci pouze jeden
chromozom X (tedy zena s Turnerovym syndromem a karyotypem 45,X) by teoreticky méla
X-vazané geny exprimovat ve stejné mire jako zena s jednim aktivnim a jednim inaktivovanym

chromozomem, pfesto se u téchto Zen projevuje cela fada patologii a 45,X embrya jsou
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Vv pfevazné mife potracena béhem tehotenstvi (Hook et al., 1983). Postizeni spojena
s Turnerovym syndromem by vysvétloval piredpoklad, Ze inaktivace chromozomu X neni Gplna
a n€které geny ji unikaji (Ferguson-Smith, 1965), pficemz exprese nékterych gent z Xi byla
pozdéji opravdu prokazana (Shapiro et al., 1979).

Podle soucasnych poznatkti unika inaktivaci z chromozomu X u ¢lovéka celych 15 % gent
a nejméng¢ dalSich 10 % unika variabiln¢ v nékterych bunkach (Carrel et Willard, 2005) (obrazek
1). Pro srovnani u mysi byl tento jev pozorovan jen u 3 % genu (Yang et al., 2010). V lidskych
bunkach se unikajici geny typicky vyskytuji ve shlucich a podstatné vice na kratkém raménku
nez na dlouhém raménku chromozomu X, coz ziejm¢ souvisi S mlad$im autozomalnim
pivodem kratkého raménka (Spencer et al., 1991; Carrel et Willard, 2005). Geny unikajici
nalezneme v nejvétsi mife V pseudoautozomalni casti (PAR) pravé kratkého raménka
chromozomu, tedy v oblasti homologni a schopné se parovat s PAR chromozomu Y (Cooke et
al., 1985). Puvodné se piedpokladalo, Ze i ostatni geny unikajici inaktivaci maji své homology
na chromozomu Y (Jegalian et Page, 1998), nicmén¢ z Xi byla prokazana exprese i téch gent,
které se vyskytuji pouze na chromozomu X a ani v jejich blizkosti se zadny gen s homologem

na Y nenachazi (Carrel et Willard, 2005).

Na zaklad¢ prace autorti Cotton a kolektiv 1ze pfedpokladat individudlni rozdily v uniku X
inaktivaci u jednotlivych genti a piipadné i v mife exprese z Xi mezi zenami v populaci
a vyloucit nelze ani zavislost na konkrétnim typu tkan¢ (Cotton et al., 2013). Tkanov¢ specificky
unik X inaktivaci nékterych gent by taktéz podporovaly vysledky in vivo studie mysiho modelu
(Berletch et al., 2015).
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Obr. 1: Geny unikajici inaktivaci; fialové jsou znazornény geny v PAR, modfe geny

exprimované z Xi, Zlut¢ inaktivované geny

(Upraveno podle: Carrel et Willard, 2005)

1.1.5 Molekularni mechanismy

Na zahgjeni a pribchu inaktivace jednoho z chromozomu X se podili celd fada mechanismd,
pti¢emz mnoho z nich néjak souvisi ¢i ma svij ptivod v oblasti takzvaného X inaktiva¢niho
centra (XIC u lidi a Xic u mysi). Pritomnost této oblasti lokalizované do regionu Xq13 je pro
X inaktivaci nezbytna (Rastan et Robertson, 1985; Brown et al., 1991). Nejvice prozkoumanou
molekulou transkribovanou pravé z XIC je 17 kb dlouha nekodujici ribonukleova kyselina
(RNA) s nazvem XIST (Brown et al., 1992). Tato RNA je transkribovana z Xi a poté zlstava
v jadie, kde velmi uzce asociuje s inaktivnim chromozomem (Clemson et al., 1996). Jako
vysledek pozorovani Xist transkriptu v mysich bunkach byl navrzen model, kdy $ifeni Xist po
X vyvolava modifikace chromatinu a architektury chromozomu vedouci k inaktivaci (Engreitz

et al., 2013). V lidskych bunkach je pfitomnost XIST lokusu nezbytna pro vlastni iniciaci
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X inaktivace (Hall et al., 2002), nicméné ziejm¢e neni nutnd pro udrzeni inaktivniho stavu Xi

poté, co je nastolen (Brown et Willard, 1994).

Pro pieziti buiiky je nutné zajistit, aby XIST/Xist nebyl exprimovan z chromozomu X, ktery ma
zustat aktivni. Praveé tuto funkci u mysi zajisStuje dalsi dlouhd nekddujici RNA transkribovana
z Xic, Tsix. Tsix je 40 kb dlouhy nepiekladany antisense transkript Xist, ktery je po zapoceti
inaktivace exprimovan pouze z Xa (Lee et al., 1999). Exprese Tsix vede k modifikaci
chromatinu v lokusu Xist na stejném chromozomu, a tudiz umlceni exprese tohoto genu na Xa
(Sado et al., 2005). Popsan byl téz lidsky homolog Tsix, TSIX. U ¢lovéka je vSak tento gen
vyrazné zkracen na 5” konci a je tak antisense transkriptem XIST jen z velmi malé ¢asti (Migeon
etal., 2001). Pozorovani téz prokazala, ze v lidskych bunkach je TSIX exprimovan z Xi a nikoliv
z Xa, jak je tomu u mysi, a neni schopen umlcet expresi XIST. Je tedy mozné, ze se jednd jen
o0 defektni pozistatek genu bez specifické funkce (Migeon et al., 2002). Pomérné novym
kandidatem na molekulu udrzujici jeden z X chromozomi aktivni je v roce 2013 popsana RNA
XACT, ktera je piepisovana z lokusu Xg23. Tento transkript asociuje s Xa Vv lidskych
embryonalnich kmenovych buikach podobné jako XIST s Xi. Podle autorti Vallot a kolektiv je
navic v buiikach, které nepiekladaji XIST ani z jednoho chromozomu, XACT transkribovan
z obou alel (Vallot et al., 2013). Lze tedy piedpokladat, ze tyto RNA jsou u ¢lovéka v uzké

funkéni vazbé.

N¢kolik dalsich molekul bylo popsano jako vyznamné faktory ovliviiujici pribéh inaktivace
U mysi. Vzhledem k jiz vySe zminénym odlis$nostem a i rozdilim ve struktufe X inaktiva¢nich
center (obrazek 2) vSak neni jisté, nakolik lze tyto poznatky zobecinovat a aplikovat na pribéh
X inaktivace u lidi. Mezi tyto molekuly patii dalsi dvé nekodujici RNA, Jpx a Ftx, jejichZ geny
lezi v oblasti Xic a které puisobi jako aktivatory Xist (Tian et al., 2010; Chureau et al., 2011).
Podobné E3 ubiquitin ligaza, RNF12, je nezbytnd pro pribeéh X inaktivace a aktivuje promotor
Xist (Barakat et al., 2011). Vyznamem RNF12 vSak nemusi byt jen prosta regulace exprese Xist,
nebot’ pocet gend Rnfl2 v bunice ovliviiuje mnozstvi inaktivovanych chromozomu. Tento fakt
¢ini, vtrans piasobici a mimo Xic lezici, Rnfl2 kandidatem na gen Svyznamnou roli
V takzvaném procesu pocitani, kterym je zajiSténo, aby vzdy prave jeden X chromozom ziistal
Vv bunce aktivni (Monkhorst et al., 2008; Jonkers et al., 2009). Spole¢né s Vv Cis pusobicimi Jpx
a Ftx tak zajist'uji robustni podklad pocatku X inaktivace (Barakat et al., 2014).
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Obr. 2: Struktura X inaktiva¢niho centra ¢lovéka a mysi; na mySim Xic zelenymi Sipkami

znazornény aktivatory Xist, Cervenou linkou znazornén represor Xist
(Upraveno podle: Yang et al., 2011)

Mnohokrat spekulovan je vyznam dlouhych rozptylenych jadernych elementi (LINES) pro
pribéh X inaktivace. Chromozom X je témét z 30 % tvofen LINE-1 elementy, coz je
dvojnasobné mnozstvi oproti autozomim. Pozoruhodna je t¢Z akumulace téchto
retrotranspozont V okoli XIC a signifikantn¢ vyssi vyskyt v lokusech podléhajicich inaktivaci
oproti okoli gent, které inaktivaci unikaji (Bailey et al., 2000). Toto pozorovani by podporovalo
hypotézu formulovanou Mary F. Lyon, podle které pravé LINE-1 slouZzi na X jako jakési stanice,
které umoziuji Sifeni Xist a tedy inaktivace po chromozomu (Lyon, 1998). V nov¢jsi studii vSak
nebyla korelace mezi lokalizaci Xist na chromozomu a ptitomnosti LINE-1 pozorovana
(Engreitz et al., 2013). Tento fakt nicméné nevyluc¢uje moznost, ze pritomnost LINE elementi
muize mit vliv na strukturni organizaci chromozomu a tak umoZznovat Sifeni inaktivace

(Tattermusch et Brockdorff, 2011).
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1.1.6 Heterochromatin Xi

Chromatin inaktivovaného X v jadfe zaujima typickou strukturu a je pro néj charakteristicka
fada epigenetickych modifikaci. V interfaznim jadie je Xi chromatin kondenzovany a asociuje
s jadernou membranou (Rego et al., 2008), pficemz nekoddujici sekvence bohaté na repetice se
shlukuji do centra chromozomového teritoria, zatimco na geny bohaté oblasti se, bez ohledu na
transkripcni aktivitu gent, vyskytuji spiSe na jeho povrchu (Clemson et al., 2006). Inaktivni
chromozom se béhem S faze replikuje podstatné pozdé&ji oproti aktivnimu X (Schmidt et
Migeon, 1990). Takovato asynchronni replikace je typicka i pro dalsi transkripéné neaktivni
a heterochromatinové oblasti (Woodfine et al., 2004). Moznym vysvétlenim tohoto fenoménu
je vazba deoxyribonukleové kyseliny (DNA) na deacetylované histony pii replikaci v pozdni
S fazi (Zhang et al., 2002).

Vyznamnym ¢initelem pfi iniciaci a udrzovani X inaktivace jsou tedy téz modifikace
aminokyselin na N konci histonti a vyskyt histonovych variant. Jiz velmi brzo po pocatku
akumulace Xist RNA miZzeme na Xi pozorovat zvySené mnozstvi methylovanych H3K9
a H3K27 (Rougeulle et al., 2004), pticemz ob¢ tyto modifikace patii mezi znacky typické pro
heterochromatin (Kouzarides, 2007). Jako pro inaktivni X charakteristické byly popsany téz
hypomethylace H3R17, H3K36, H3K4, hypoacetylace H4 a ubiquitinilace H2AK119
(Chaumeil et al., 2002; Fang et al., 2004). Typicky je taktéz ¢etny vyskyt histonu macroH2A,
nicméné vyznam akumulace této histonové varianty pro inaktivaci zatim neni jasny (Costanzi

et Pehrson, 1998; Chadwick et Willard, 2001).

Zpohledu této prace, ktera se zabyva zeSikmenim X inaktivace a jeho stanovenim je
nejvyznamnéj$im typem epigenetické modifikace vyskytujici se na Xi methylace DNA, nebot
pravé tu je mozné vyuzit pro zhodnoceni poméru inaktivace Xm a Xp v buiikach jedince (Allen
et al., 1992). Inaktivovany chromozom ma podstatné odli$ny profil methylace od chromozomu
aktivniho, pfi¢emz sekvence v promotorech umléenych genti jsou methylované, zatimco geny

unikajici inaktivaci tuto epigenetickou znacku typicky postradaji (Sharp et al., 2011).
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1.2 ZeSikmeni X inaktivace

1.2.1 Obecna charakteristika

V soucasnosti uznavanym ptredpokladem je, ze vybér, ktery z chromozomi X bude v buiice
inaktivovan, je u ¢lovéka naprosto ndhodny a kazdy z pfitomnych chromozomii ma stejnou
Sanci zustat aktivni (Monkhorst et al., 2008). Z tohoto vyplyvajicim zavérem je, Ze vétSina Zen
by méla mit pomé&r bunék s inaktivovanym Xm a Xp 50:50. Tento model by tak podporovaly
I vysledky prace Amos-Landgrafa a kolektivu, ktefi stanovili rozloZzeni poméru inaktivace
chromozomli X ve skupiné vice nez tisice zen sbéznym fenotypem. Rozlozeni poméru
inaktivace v této studii opravdu odpovidalo nadhodné distribuci s primérem 49:51 a medianem
50:50 (obrazek 3). Méné nez 10 % zen vykazovalo zeSikmenou inaktivaci (tedy stav, kdy
mnozstvi bunék s inaktivovanym chromozomem maternalniho nebo paternélniho ptivodu
vyznamné prevySuje mnozstvi bunék s inaktivovanym druhym chromozomem) v poméru
vy$$im nez 80:20 a jen 0,8 % meélo inaktivaci vyrazné zeSikmenou v poméru piekracujicim

hodnoty 95:5 (Amos-Landgraf et al., 2006).

140

120

Pocet Zen

<2:98 50:50 >98:2
Pomeér poctu bunék s inaktivovanym Xm a Xp

Obr. 3: Distribuce pomé&ru inaktivace Xm a Xp ve skupiné 1005 Zen

(Upraveno podle: Amos-Landgraf et al., 2006)
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Pricinou vyskytu zeSikmeni X inaktivace vSak nemusi byt jen prostd ndhoda. Nerovhomérny
pomer inaktivace Xm a Xp miize byt téz zplisoben ptitomnosti faktoru, typicky genetického
ptvodu, ktery primarné zapfic¢ini prednosti inaktivaci jednoho z chromozom ve fazi iniciace X
inaktivace nebo sekundarné, X-vazanym polymorfismem, ktery poskytne prolifera¢ni vyhodu
¢i nevyhodu buikdm, v nichz je dany chromozom X aktivni. Ptikladem primérni pfic¢iny
zeSikmeni muzou byt mutace v genech Xist a Tsix, které ovliviuji jejich transkripci, jak bylo
popsano u mysi (Luikenhuis et al., 2001; Gribnau et al., 2005). Podobné téz u ¢lovéka byl
popsan ptipad mutace v promotoru XIST, ktera by mohla byt odpovédnd za preferencni

inaktivaci mutovaného chromozomu (Plenge et al., 1997).

Sekundéarni zeSikmeni X inaktivace, které vznikd az po vlastnim ustanoveni inaktivniho
chromozomu v bunkach, bylo pozorovano kuptikladu V pfipad¢ balancovanych translokaci
¢asti X na autozom. V¢EtSina zen s témito prestavbami vykazovala zeSikmeni ve prospéch
inaktivace nemutovaného chromozomu tedy tak, aby byla i po inaktivaci zachovana genova
davka (Schmidt et Du Sart, 1992). Podobny fenomén se ziejmé mutze vyskytovat i u nékterych
X-vazanych onemocnéni, jako bylo napiiklad popsano u zen s X-vazanymi mutacemi
zpusobujicimi mentalni poruchy. V publikaci autorli Plenge a kolegové méla ptiblizné€ polovina
zen X inaktivaci zeSikmenou, coZ by nasvédcovalo selektivni vyhodé buné¢k s aktivnim
nemutovanym chromozomem (Plenge et al., 2002). Dal§im ptikladem sekundarné zptisobeného
zeSikmeni inaktivace chromozomu X je onemocnéni zpisobené mutaci v genu AIFM1, ktery

ovliviiyje proces apoptozy (Ghezzi et al., 2010).

1.2.2 Zesikmeni X inaktivace v riznych tkanich

Pomér inaktivace chromozoml X je u Zen v naprosté vétSin€ pripadl vysetfovan z nukleové
kyseliny izolované ze snadno dostupnych tkani. Nejcastéji tedy z krve, poptipadé z bukalniho
stéru. Zejména pii zkoumani asociace zeSikmeni X inaktivace a projevii X-vazanych chorob
U Zen je vSak nutné si polozit otazku, zdali se hodnoty zjisténé v jednom typu tkan¢ nemohou
lisit od hodnot v tkéani jiné. Podle soucasnych poznatkl u vétsiny (ne vsak zcela vSech) zen mira
zesikmeni X inaktivace ve snadno dostupnych tkanich koreluje s mirou zeSikmeni v tkanich,

které nejsou pro analyzu bézné pouzivany, jako je napiiklad tkann mozkova ¢i jatra a vyznamné
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rozdily nebyly pozorovany ani pifi porovnani tkani podle jejich plivodu ze zarodecnych vrstev
(Bittel et al., 2008). Zajimavé poznatky piinesla recentni publikace de Hoona a kolektivu, podle
jejichz vysledkt nejlepsi korelaci s ostatnimi tkdnémi z testovanych snadno dostupnych tkani
vykazoval bukalni stér, a je tedy pro hodnoceni zeSikmeni X inaktivace vhodnéjsi nez Castéji
vyuzivana krev. Jako ne pfili§ vhodné se z diivodu Spatné korelace s vétSinou typi tkani ukézaly

byt vlasové folikuly (de Hoon et al., 2015).

1.2.3 Zesikmeni X inaktivace a vk

Pozoruhodnym trendem popisovanym fadou autort jsou vétsi rozdily v mife zeSikmeni mezi
tkdnémi u starSich Zen oproti Zendm mladsSim, a to zejména pii porovnani hodnot zjisténych
v Krvi s ostatnimi tkanémi. Vysvétlenim tohoto jevu by mohla byt pomalu ptsobici selekce
somatickych bungk, jejiz vliv by v krvi byl umocnén vysokou mitotickou aktivitou a kratkou
zivotnosti krevnich bun¢k (Sharp et al., 2000; Bittel et al., 2008). Méni se tedy pomér inaktivace
Xm a Xp ve tkanich s vékem? Vyrazné zeSikmeni v poméru vys§im nez 90:10 bylo v ptipadé
prace provedené na skupiné 270 zen popsano u 7 % zen mladSich 25 let, ale u Zen starSich 60 let
se tento podil zvedl az na 16 % (Sharp et al., 2000). V jiné prifezové studii byla popsana slaba
avSak signifikantni korelace mezi mirou zeSikmeni a v€kem Zen, autofi zarovenl poukazuji na
fakt, ze trend zvySovani pfitomnosti zeSikmeni X inaktivace se vyrazn¢ zesiluje po 30. roce véku
(Hatakeyama et al., 2004). V doposud jediné publikované longitudinalni studii, ve které byly
porovnavany pomeéry inaktivace chromozomti X u Zen s odstupem 13 az 21 let, nebyly
pozorovany zadné vyznamné rozdily v hodnotach zeSikmeni u Zen, které byly v dobé prvniho
odbéru mladsi 60 let. Vyrazny trend se nicméné objevil u Zen starSich. Vysledky této publikace
tak zcela nepodporuji predpoklad, Ze za nartst zeSikmeni X inaktivace s vékem je zodpovédna
selekce na bunécné urovni, ktera by méla plisobit viceméné rovnomérné béhem celého zivota,
moznymi pti¢inami tohoto fenoménu tak miize byt spise kratkodobé plisobici proces spojeny se
stafim (Sandovici et al., 2004), ¢i ptipadné zmény v methylaci DNA, ktera je vyuzivana ke
stanoveni zeSikmeni X inaktivace (Hatakeyama et al., 2004). V kazdém piipadé je vhodné,
zejména pii praci se soubory s velkym vékovym rozpétim, brat mozné ovlivnéni miry zeSikmeni

X inaktivace v souvislosti s vékem v uvahu.
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1.2.4 ZeSikmeni X inaktivace a onemocnéni

Obecné vladnoucim predstavou o X-vdzanych chorobéch je, Ze postihuji téméf vyhradné muze,
nebot’ ti jsou hemizygoty s pouze jednim chromozomem X, zatimco zeny, které pokud nesou
X-vazanou mutaci, pak typicky v heterozygotni sestavé, jsou obvykle povazovany jen za
prenasecky a onemocnéni se u nich bézné¢ neprojevuje. Je vsak nutné si uvédomit, ze nasi
pfedstavu o fungovani autozomalné recesivnich chorob, ze které tato obecna predstava vychazi,
nelze jednoduse aplikovat na onemocnéni zpisobena mutaci na chromozomu X, nebot’ fada
X-vazanych chorob se s variabilni penetranci a expresivitou projevuje i u heterozygotek. Jako
piicina projevt téchto onemocnéni u zen se jasné nabizi pravé zeSikmeni X inaktivace (Dobyns
et al., 2004). Testovani poméru inaktivace Xm a Xp u Zen nesoucich X-vazanou mutaci tak
muze slouzit nejen k hlubSimu porozuméni molekularni podstaté chorob, ale v piipadé¢
onemocnéni, u kterych by byl jednoznacny vztah mezi zeSikmenim X inaktivace a mirou

projevt u Zen nalezen, by bylo i vhodnym nastrojem pro predikci zavaznosti projevi.

Mezi onemocnéni, u nichzZ je vliv zeSikmeni X inaktivace na fenotyp Zen Casto studovan patii
fada zavaznych chorob jako naptiklad Duchennova muskularni dystrofie, syndrom fragilniho
X, ¢1 hemofilie A. Pro vSechny tyto nemoci existuji prace, ve kterych byla korelace mezi mirou
zeSikmeni a zavaznosti projevi potvrzena (Yoshioka et al., 1998; Berry-Kravis et al., 2005;
Bicocchi et al., 2005). Nicméné v pfipadé muskularni dystrofie a syndromu fragilniho X byly
publikovany téz studie, kde jasné korelace mezi zeSikmenim a fenotypem chybéla (Orstavik et

al., 2000; Soltanzadeh et al., 2010).

Zesikmeni inaktivace chromozomu X by mohlo byt téZ vyznamnym cinitelem pfi rozvoji
nékterych druht rakoviny u Zen. Signifikantné vyssi frekvence vyskytu zeSikmeni v krevnich
bunkach byla zaznamenana u Zen pod 55 let s familidrni rakovinou prsu nesouvisejici
s mutacemi v genech BRCA1 a BRCA2 (Kristiansen et al., 2005). Podobn¢ téz v ptipad¢ Zen
S invazivni rakovinou vajecniku byl oproti skupiné zdravych Zen pozorovan vyrazné Castéjsi
vyskyt nendhodného rozlozeni X inaktivace (Buller et al., 1999). Moznou pfi¢inou, ktera by
vysvétlovala podstatu této asociace, by mohl byt X-vazany tumor supresorovy gen, ktery, pokud
by byl mutovan a pfitomny na pievazné aktivnim chromozomu X, by mohl vést k brzkému

nastupu rakoviny (Kristiansen et al., 2005).
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Zeny, u nichz byl pomér inaktivace chromozomil X stanovovan v nasi praci, pochazeji ve
vétsiné pripadt z rodin postizenych dédi¢nou poruchou metabolismu. Dosavadni poznatky
ovlivu zeSikmeni X inaktivace na projevy nemoci se u jednotlivych chorob riizni.
Mukopolysacharidéza I1. typu (MPS II) je onemocnéni, u n€jz vyrazné pievlada nazor, ze pravé
zeSikmeni X inaktivace je nutnou podminkou pro manifestaci choroby u zen (Guillén-Navarro
et al., 2013; Reboun et al., 2016 v tisku) Podobné v piipadé deficitu ornitin transkarbamylazy
(OTCD) bylo popsano n€kolik postizenych zen se zeSikmenou X inaktivaci, nicméné zde ma
pravdépodobné nezanedbatelny vliv i typ mutace v genu (Yorifuji et al., 1998; Storkanova et
al., 2013). Brutonova agamaglobulinemie (X-vazana hypogamaglobulinemie, XLA) je
povazovana za onemocnéni, u kterého maji buniky s inaktivovanym mutovanym chromozomem
selekéni vyhodu, a tudiz heterozygotni Zeny jsou typicky zdravé a se zeSikmenou X inaktivaci
ve prospéch aktivni nemutované alely (Moschese et al., 2000). Nicméné popsan byl i piipad
postizené divky s pfevazné inaktivovanym nemutovanym chromozomem (Takada et al., 2004).
Velmi rozporuplné poznatky a nazory o vlivu zeSikmeni na fenotyp nalezneme u X-vazané
adrenoleukodystrofie (XALD) a Fabryho choroby (Maier et al., 2002; Elstein et al., 2012;
Engelen et al., 2014; Echevarria et al., 2015). Prace studujici vztah zeSikmeni X inaktivace
S projevy onemocnéni u Danonovy choroby a deficitu 2-methyl-3hydroxybutyryl-koenzym A
dehydrogenazy (MHBD) nejsou v soucasné dobé dostupné. V piipadé Danonovy choroby byla
nicméné popsdna pacientka S pfiznaky onemocnéni, u niz vysledky vysetfeni poukazovaly na
moznou souvislost mezi fenotypovymi projevy a nepiiznivym zeSikmeni X inaktivace (Majer

etal., 2012).

Do nasi studie byly téz zatazeny Zeny z rodiny postizené vyskytem X-vazané mitochondrialni
encefalomyopatie zptsobené mutaci v genu pro apoptéozu indukujici faktor 1, AIFML.
U doposud popsanych zen nesoucich mutaci v tomto genu bylo popsano extrémni zeSikmeni
X inaktivace v krevnich bunikach spojené se selekéni nevyhodou bunék, které maji aktivni

mutovany chromozom (Ghezzi et al., 2010).
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1.3 Metody stanoveni zeSikmeni X inaktivace

1.3.1 Methyla¢né senzitivni restrikce DNA

V soucasné dobé jsou pro stanoveni zeSikmeni X inaktivace tradiné vyuzivany metody
zalozené na methylaéné senzitivni restrikci genomové DNA a nasledné amplifikaci
polymorfnich kratkych tandemovych repetic (STR). Tyto metody vychazi z pivodnich
experimentalnich postupii vyuzivajicich methylacné senzitivnich restrikénich enzymd, které
nejsou schopné §tépit, pokud jejich rozpoznavaci sekvence obsahuje methylovany cytosin
typicky pro heterochromatin inaktivniho X. Mezi tyto eseje patii analyza geni HPRT a PGK
vyuzivajici polymorfismi délky restrikénich fragmentli, ¢i metody zaloZené na variabilnim
poctu tandemovych repetic v lokusech DXS255 a MAOA (Vogelstein et al., 1987; Boyd et Fraser,
1990; Hendriks et al., 1992).

V soucasnosti jednozna¢né nejcastéji vyuzivanou metodou je analyza (CAG)n repetice v genu
pro lidsky androgenni receptor (gen AR), metoda HUMARA, popsana Allenem a kolegy v roce
1992. Hlavnimi restrikénimi enzymy jsou pro tuto metodu Hpall, ¢i Hhal, které $tépi v blizkosti
trinukleotidové repetice v prvnim exonu genu. Pfi nasledné polymerazové tetézové reakci
(PCR) je tak cely lokus obsahujici jak cilové misto restrikce, tak (CAG)n repetici, amplifikovan
jen z methylovaného, tedy inaktivniho, chromozomu X (obrazek 4). Pomoci elektroforézy je
pak mozné kvantifikovat mnozstvi inaktivované alely v amplifikovaném vzorku v pfipad¢, ze
alely maji rozdilnou délku repetice. Podle plivodni publikace je pro tento lokus informativni,
tedy heterozygotni v délce repetice, pfiblizné 90 % Zen (Allen et al., 1992). Pii vyhodnocovani
vysledkt je vSak nutné téZ vyloucit Zeny, u nichz se délka alely 1i8i o pouhé jedno opakovani
motivu, a to z divodu pfitomnosti takzvanych ,,stutter vrcholi ¢i prouzku, které vznikaji
sklouzédvanim polymerazy po templatu pii PCR. Pfi vylouceni i téchto ptipadu ve skuping vice
nez 1000 zen, byla metoda HUMARA informativni pro 78 % z nich (Amos-Landgraf et al.,
2006). Vysledny pomér je tak obvykle udavan jako procento zastoupeni inaktivované

maternalni/paternalni alely ve vzorku bunék.

I kvuli potiebé testovat téz zeny neinformativni v repetici androgenniho receptoru byla popsana
a je vyuzivana fada dalSich lokust, které jsou vhodné pro testovani zaloZené na stejném principu

jako metoda HUMARA. Pomérné Casto se tak muzeme setkat i s pouzitim dinukleotidovych
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repetic v genech ZNF261, ZDHHC15, SLITRK4 a PCSK1N (Beever et al., 2003; Bertelsen et
al., 2011). Nevyhodou dinukleotidovych opakovani je vSak vétSi chybovost pii jejich
amplifikaci a tedy vétsi vyskyt ,,stutter” vrcholli, které znesnadiuji kone¢né vyhodnocovani

a mizou byt pti¢inou neptresnych vysledki.

V této praci jsme proto upiednostnili vyuziti trinukleotidovych repetic v promotorech gent
CNKSR2, TMEM185A a HMGB3, které¢ byly v autorském ¢lanku informativni pro 18 %, 61 %
a 55 % zen a tetranukleotidové repetice na poc¢atku genu retinitis pigmentosa 2 (gen RP2), jejiz
informativnost se podle autorti blizi informativnosti v lokusu AR (Machado et al., 2014;
Musalkova et al., 2015).

Rané embryonalni obdobi (X _cAGm )
o (X cAGp ) a
Y cagm ) | :

Pozdni embryonalni
obdobi

Amplifikace

Elektroforéza Neposkytuje PCR produkt —

S— CAGp Neposkytuje PCR produkt

Obr. 4: Schéma stanoveni poméru inaktivace X chromozomt pomoci metody HUMARA,;
CAG-m repetice na matefském chromozomu, CAG-p repetice na otcovském chormozomu,

M — misto methylace, teCkovanim znazornén inaktivovany chromozom

(Upraveno podle: Chen et Prchal, 2007)



1.3.2 Nedostatky metod zalozenych na restrikci

Jednim z faktord, které mohou ovlivnit vysledky ziskané metodami vyuZivajicimi methylacné
senzitivni enzymy, je mozné nedokonalé Stépeni vzorkli. V pfipadé nerozstépeni
rozpoznavacich sekvenci na vSech piitomnych aktivnich chromozomech X jsou pak tyto
molekuly amplifikovany a vyhodnoceny jako pochézejici z Xi. Pro kontrolu uplnosti §tépeni je
béZné pouzivana muzskd DNA, kterd by, vzhledem k pfitomnosti pouze jednoho X, neméla po
PCR reakci poskytovat zadny produkt. Samoziejmé vSak nelze s urcitosti fici, Ze restrikce
probihd ve vSech vzorcich se stejnou Uc¢innosti. Dal$i moznosti je vyuziti kvantitativni PCR a
sledovani $tépeni nemethylovaného lokusu, ktery na Xi unika inaktivaci (van Dijk et al., 2002).

Nutné je vSak podotknout, Ze stav St€peni se muze liSit i mezi jednotlivymi lokusy.

Spolehlivost metod opirajicich se 0 methylaci DNA miZe téZ byt ovlivnéna jiz vySe zminénou
moznosti, ze u starSich Zen dochazi ke zméndm v methylaci, coz by mohlo byt pfi¢inou
CastéjSiho vyskytu zeSikmeni pravé v této kohorté (Hatakeyama et al., 2004). Vyznamné zmény
methylace souvisejici s vékem byly prokazany (Christensen et al., 2009), nicméné zdali se tyto
procesy mohou tykat i lokusti na chromozomu X, které jsou vyuzivany pro stanoveni poméru
inaktivace Xm a Xp, neni jasné. Ve prospéch vyznamu zmén methylace spojenych s vékem na
detekci zeSikmeni X inaktivace u starSich zen by svédéila studie, ve které byla inaktivace
v poméru 80:20 a vyS$im stanovena u pfiblizné 30 % Zen starSich 65 let pomoci metody
HUMARA, nicméné u stejnych zen zeSikmeni nebylo pozorovano pii pouziti jiné, na transkriptu
zavislé, metody (Swierczek et al., 2008). Nicméné pii podobném porovnani provedeném jinymi
autory byly vysledky ziskané metodou HUMARA u starSich Zzen ve shod¢ s hodnotami

zjisténymi jinymi metodami zaloZenymi na transkriptu (Busque et al., 2009).

Tato rozdilna pozorovani vedla autory Swierczek a kolektiv k dalSimu badani a porovnani
vysledki ziskanych metodou HUMARA a na transkriptu zalozenou studii 1 u skupiny mladsich
zen (v€k 22 — 55). | v tomto piipadé byly u nékterych zZen zjistény vyrazné odlisné hodnoty.
Jako pri¢inu této diskrepance autofi oznacuji heterogenitu methylace v lokusu AR. Jak jiz bylo
zminéno vyse, HUMARA je zalozena na pfitomnosti methylace v prvnim exonu, ta v§ak zfejme
nemusi nutné odpovidat methylaci v CpG ostravku promotoru genu, ktera je povazovana za

smérodatnou pro umlceni transkrip¢ni aktivity genu (Sharp et al., 2011; Swierczek et al., 2012).
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Zejména v piipadé, ze chceme miru zeSikmeni X inaktivace korelovat se zavaznosti projevi
X-vazaného onemocnéni u zen, se jako komplikace jevi slozitost asociace statutu inaktivace
kuptikladu v lokusu AR s lokalizaci mutovaného genu na Xa ¢i Xi. I v pfipad€, Ze mame
k dispozici vzorky od ptibuznych Zeny a miizeme tak teoreticky podle délky repetice urcit, jestli
se mutovany gen nachdzi na aktivnim ¢i inaktivovaném chromozomu, hrozi nebezpeci,
7ze béhem gametogeneze doSlo mezi markerovym lokusem a genem zodpovédnym za
onemocnéni k rekombinaci. V uvahu je nutné téZ brat moznost, ze pravé s onemocnénim
svazany gen unikd inaktivaci, a tudiz pro n&j statut inaktivace chromozomu, na némz se

mutovana alela naléza, nema velkou vypovidaci hodnotu.

Pomérné malo diskutovanym faktem je skuteCnost, ze pocet opakovani trinukleotidu CAG
v prvnim exonu genu AR, kterého vyuzivda metoda HUMARA, je ve spojeni s vyskytem
neékterych onemocnéni. Vysoky pocet opakovani motivu je pravdépodobnou pfi€inou rozvoje
Kennedyho choroby (Spada et al., 1991). Naopak se snizujicim se po¢tem opakovani se u muzi

zvysuje riziko rozvoje rakoviny prostaty (Giovannucci et al., 1997).

1.3.3 Kvantifikace transkriptu

Vzhledem k vy$e zminénym nejasnostem a nedostatkim metod vyuzivajicich methylaéné
senzitivni restrikci vyvstava potfeba hledat nové pfistupy zaloZzené na odliSnych principech.
V poslednich letech se stale vice uplatiiuji metody vyuzivajici kvantifikaci transkriptu
izolovaného zbun¢k nebo piesnéji spise komplementarni DNA (CDNA) kterou ziskame
reverzni transkripci Zz RNA. Pro odliSeni transkriptu pochéazejiciho z maternalniho
a paternalniho chromozomu jsou vyuzivany typicky jednonukleotidové polymorfismy (SNPs).
Komplementarni DNA 1ze kvantifikovat nékolika zplisoby, soucasné¢ nejvyuzivanéjSim
pfistupem pro stanoveni poméru inaktivace chromozomii X je ziejmé& pyrosekvenovani.
V tomto piipadé po reverzni transkripci polymorfniho lokusu RNA nasleduje amplifikace
cDNA a poté samotné pyrosekvenovani, které¢ nam diky ptitomnosti SNPS umoziuje vyhodnotit
mnozstvi cDNA ve vzorku pochazejici z jednotlivych chromozomi X. Vysledny pomér je tak
typicky udavan jako procentualni pomér zastoupeni jednotlivych alel (obrazek 5) (Mossner et
al., 2013).
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Obr. 5: Schéma stanoveni poméru inaktivace X chromozomu kvantifikaci transkriptu pomoci

pyrosekvenovani
(Upraveno podle: Mossner et al., 2013)

Mezi dalsi popsané metodické piistupy, kterymi je mozné vyhodnotit pomér inaktivace
chromozomti X pomoci transkriptu, patii esej, kterou pro své testovani pouzivaji autoii
Swierczek a kolektiv. Tato metoda taktéz vyuziva cDNA a SNPs, samotna kvantifikace je vSak
stanovovana pomoci alelové specifické kvantitativni PCR (Swierczek et al., 2008). Na
obdobném principu avsak s vyuzitim TaqMan sond je zalozena i dal$i publikovana metoda
(Busque et al., 2009).

Podobné jako u metod zaloZzenych na methyla¢né senzitivni restrikci i pro ptistupy vyuzivajici
RNA jsou naprosto zdsadni vhodné vybrané testované lokusy. Ty by mély byt jednak dostatecné
polymorfni v rdmci populace, pro kterou maji byt pouzity, a zaroven by se zvolené SNPs mély
nachazet v genech, které neunikaji inaktivaci tak, aby nedoSlo ke zkresleni vysledk,
a samoziejm¢ se téZ musi jednat o polymorfismus v genu transkribovaném v testované tkani.

Mezi polymorfismy, které lze pro stanoveni zeSikmeni X inaktivace pouzit, jsou fazeny SNPs
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v genech BTK (rs1135363), IDS (rs1141608), FHL1 (rs9018), G6PD (rs2230037) a MPP1
(rs1126762), ¢islo v zavorce uvadi identifika¢ni kod SNPs v databazi dbSNP, NCBI, (Mossner
etal., 2013).

Znacnou vyhodou pro studium korelace zeSikmeni X inaktivace a projevii onemocnéni u
heterozygotek je moznost v nékterych ptipadech hodnotit alelové specifickou expresi pifimo
genu spojeného s chorobou. Za takovych podminek mizeme ziskané hodnoty jednozna¢né
asociovat s mutovanou ¢i zdravou alelou a vysledek téz nebude zkreslen v pfipad€, ze dany gen
inaktivaci unika. Nicméné pii interpretaci vysledkti musime opét piihlizet k tomu, Zze soubor
gentl unikajicich inaktivaci se mize v riiznych tkéanich lisit. Takto testovat také neni mozné alely

s velmi komplexnimi mutacemi (Engelen et al., 2014).

1.3.4 Vyuziti paralelniho sekvenovani

Predmétem na$i prace je stanoveni zeSikmeni inaktivace chromozomu X u souboru zen
a porovnani vysledkli ziskanych tradi¢nimi na methyla¢né senzitivni restrikci zalozenymi
metodami s hodnotami zjisténymi pomoci kvantifikace transkriptu. Komplementarni DNA byla
kvantifikovana a pomér inaktivace chromozomi X tak stanovovan metodou hlubokého
sekvenovani amplikont, kterd vychazi z paralelniho sekvenovani. V recentni publikaci autorti
Acuna-Hidalgo a kolegové se tato metoda ukazala byt vysoce piesnou a reprodukovatelnou pro
detekci nizkofrekvenénich somatickych mozaicismii a mohla by tak byt velkym pfinosem a
vhodnym ekvivalentem i pro studium zeSikmeni X inaktivace (Acuna-Hidalgo et al., 2015). Pro
stanoveni poméru inaktivace chromozomu X byly v nasi praci pouZity tfi polymorfismy ve ttech
riznych genech: LAMP2 c.156A>T (rs12097), IDS ¢.438C>T (rs1141608) a ABCD1
€.1548G>A (rs41314153). Vsechny tyto polymorfismy jsou povazovany za benigni a v populaci
se vyskytuji s pomérné vysokou frekvenci (URLL, 2, 3).

1.3.5 Dalsi metody

Mimo methyla¢né-senzitivni restrikce a analyzy traskriptu byly popsany i dal§i metody pro

stanoveni zeSikmeni X inaktivace, v soucasnosti jsou v§ak pouzivany spise sporadicky.
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Methylaci DNA lze detekovat nejen pomoci methylaéné senzitivnich enzymd, vyuzit je mozné
téz modifikaci DNA disifi¢itanem sodnym, ten zplisobuje pifeménu nemethylovaného cytosinu
na uracil, pficemz methylovany cytosin zistava nezménén (Frommer et al., 1992). Tyto zmény
poté lze vyuzit pfi methylaéné senzitivni PCR za pouziti primert specifickych pro
methylovanou, ¢i nemethylovanou DNA. Tento postup tak funguje na stejném principu, jako
protokoly vyuzivajici methyla¢né senzitivnich restriktdz, v praxi je proto typicky vyuzivan jako
modifikace metody HUMARA, jejiz vyhodou je vétsi spolehlivost pfi komplementaci vysledka
ziskanych za pouziti primerti pro methylovanou i nemethylovanou DNA (Kubota et al., 1999;
Musalkova et al., 2015).

V nékterych piipadech je mozné pro stanoveni poméru inaktivace chromozomu X vyuzit ptimo
proteinovy produkt urcit¢tho genu. Tento metodicky pfistup lze aplikovat kupiikladu
U heterozygotnich zen s mutaci zabranujici expresi genu, u kterych pak lze stanovit pomér
protein pozitivnich a negativnich bunék (Engelen et al., 2014). Dalsi moznosti je kvantifikace
strukturné odlisnych variant téhoz proteinu, jako je glukdza-6-fosfat-dehydrogenaza, kterad se

vyskytuje ve formé izoenzymu A a B, které lze odlisit pomoci elektroforézy (Migeon, 2014).
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2 Hypotézy a cile

Zesikmeni inaktivace chromozomu X je Casto studovano v souvislosti s projevy X-vazanych
onemocnéni u Zen. U celé fady onemocnéni je vSak vztah mezi fenotypovymi projevy a mirou
zeSikmeni stale nejasny, pficemz jednou z moznych pti¢in rozdilnych pozorovani je zvoleny
metodicky pristup. V soucasnosti nejéastéji pouzivanou metodou pro stanoveni poméru
inaktivace chromozomii X je analyza methylace v genu pro lidsky androgenni receptor, metoda
HUMARA. Nicmén¢ ta je neinformativni pro 10 — 20 % zen v populaci a faktory jako
nedokonalé stépeni vzorku, crossing-over, ¢i methylace v lokusu neodpovidajici (in)aktivnimu
statutu chromozomu mohou mit vliv na vysledek nebo jeho interpretaci. Hledany jsou proto
nové lokusy vhodné pro methylacné senzitivni restrikci jako ndmi pouzité diive publikované
CNKSR2, TMEM185A, HMGB3 a RP2 i zcela jiné metodické piistupy jako metoda analyzujici

transkript pomoci paralelniho sekvenovani.

Ptedpokladame, ze kombinaci nékolika metod se nam podaii stanovit velmi presné hodnoty
poméru inaktivace chromozomti X a metoda kvantifikujici transkript pomoci paralelniho
sekvenovani vtomto kontextu poskytne moznost robustni a efektivni analyzy zeSikmeni X

Inaktivace.
Na zakladé téchto o¢ekavani jsme si definovali nasledujici cile diplomové prace:

e Stanovit pomér inaktivace chromozomu X u skupiny Zen na zékladé methylace
v lokusech AR, CNKSR2, TMEM185A, HMGB3, RP2 a pomoci kvantifikace transkriptu
s vyuzitim polymorfismi LAMP2 ¢.156A>T, IDS ¢.438C>T a ABCD1 c.1548G>A.

e Zhodnotit nedostatky a robustnost jednotlivych metod a porovnat hodnoty jimi
stanovené.

e Zhodnotit rozlozeni pomért inaktivace chromozomi X v ramci celé ndmi studované

skupiny zen heterozygotnich pro X-vazané onemocnéni a jejich piibuznych.
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3 Material a metody
3.1Soubor osob

Data pouzita v této praci byla ziskana od pacientek a pacienttt Ustavu dédiénych metabolickych
chorob 1. 1ékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze
a jejich ptibuznych, ktefi poskytli informovany souhlas. Vychozim materidlem byla periferni
krev odebrana do EDTA zkumavek a v n¢kterych ptipadech bukalni stér. Pro kontrolni muzské

vzorky byla pouzita periferni krev od dobrovolnych darci.

Do nasi studie bylo zatazeno 54 Zen evropského piivodu z celkem 33 rodin. Nejmladsi pacientce
byl 1 rok, nejstarsi zené 64 let, median byl 26 let. Jednalo se o Zeny nesouci X-vazanou mutaci
zpusobujici onemocnéni S riznou mirou fenotypovych projevi a jejich ptibuzné. Konkrétni typ

onemocnéni a pocty zen jsou vypsany v tabulce 1.

Tab. 1: Typy onemocnéni a pocty Zen, jejichz vzorky byly pouzity

onemocnéni v rodiné pocet Zen ve studii
OTCD 27
XALD

XLA

Danonova choroba
AIFM1 encefalomyopatie
Fabryho choroba

MPS I

MHBD deficience

R INW (S| U0

Z krve a bukalnich stéri jsme izolovali DNA, kterou jsme vyuzili pro metody zalozené na
methylac¢né senzitivni restrikci. U 32 Zen bylo mozné izolovat z krve celkovou RNA, jez jsme

pouzili pro metodu paralelniho sekvenovani.

3.2 lzolace DNA
3.2.1 lzolace DNA z krve

Optimalizace protokolu jsou rozebrany v kapitole 4.1.1.
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Pivodni protokol

Chemikalie

sada Nucleo Spin Dx Blood, MACHEREY-NAGEL, Némecko

- pufrB3

- pufr BE

- vymyvaci pufr BS
- vymyvaci pufr BW

- Proteinkinaza K

96-100% ethanol, Penta, Praha

PBS (p

H=7,4)-8gNaCl, 0,2 g KCI, 2,17 g Na2HPO4 x 7 H.O, Riegel-de Haén, Némecko,

doplnéno 1 000 ml vody

Postup

1.
2.

Izolaci DNA jsme provadéli v DNA/RNA dekontamina¢nim boxu.

Do lyza¢ni zkumavky jsme napipetovali 25 ul Proteinkinazy K a ptidali 200 pl krve
z odbérové nadobky. V pfipadé, ze krve bylo mén¢, jsme potfebny objem doplnili
fosfatovym pufrem.

Ke smési jsme ptidali 200 pl pufru B3 a promichali na vortexu po dobu 10 — 20 s.
Vzorky jsme nejprve inkubovali 5 minut pii pokojové teplot¢ a nasledné vlozili do
termobloku nastaveného na teplotu 70 °C na 10 — 15 minut. Po inkubaci jsme vzorky
fadné promichali na vortexu a kratce centrifugovali.

Poté jsme do zkumavky ptidli 210 pl ethanolu, opét promichali a kratce centrifugovali.
Vzorek jsme pienesli na kolonku v nové zkumavce a centrifugovali 12 800 rpm po
1 minutu. Zkumavku s eluatem jsme vyhodili a kolonku pfenesli do nové zkumavky.
Na kolonku jsme pipetovali 500 pl pufru BW, centrifugovali 12 800 rpm po 1 minutu.
Zkumavku s eluatem jsme opét vyhodili a kolonku pienesli do nové zkumavky.

Na kolonku jsme pipetovali 600 ul pufru B5, centrifugovali 12 800 rpm po 1 minutu

a zkumavku s eluatem vyhodili a kolonku pfenesli do nové zkumavky.
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9. Kolonku jsme centrifugovali na sucho za stejnych podminek jako v ptechdzejicim
kroku.

10. Kolonku jsme pienesli do elu¢ni zkumavky a na stied kolonky pipetovali 100 ul pufru

BE a centrifugovali 12 800 rpm po 1 minutu.

11. Eluat s DNA jsme ptenesli do nové oznacené zkumavky a skladovali v lednici pii +2 az
+12 °C.

Soucasny protokol

Chemikalie

sada QIAamp DNA Blood Mini Kit, QIAGEN, Némecko

AE pufr

AL pufr

AW1 pufr

AW2 pufr
QIAGEN Proteaza

96-100% ethanol, Penta, Praha
PBS (pH =7,4) — 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 2,17 g Na2HPOs x 7 H.0, Riegel-de Haén, Némecko,
doplnéno 1 000 ml vody

Postup

1. Izolaci DNA jsme provadéli v DNA/RNA dekontaminac¢nim boxu

2. Pii izolaci z Cerstvé krve jsme si do jedné zkumavky napipetovali 20 pul QIAGEN

proteazy, v ptipad¢ izolace ze zamrazené krve jsme jeden vzorek krve izolovali do dvou

zkumavek.

3. Do zkumavky jsme piidali 200 pl krve z odbérové nadobky. V ptipadé, ze krve bylo

méng¢, jsme potiebny objem doplnili fosfatovym pufrem.

4. Ke kazdému vzorku jsme piidali 200 pul AL pufru a promichali na vortexu po dobu 15 s.

5. Vzorky jsme inkubovali 10 minut pfi 56 °C v termobloku a nasledn¢ kratce

centrifugovali.
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6. Do zkumavky jsme ptidali 200 pl ethanolu, promichali na vortexu po dobu 15 s a kratce
centrifugovali.

7. Vzorek jsme pienesli na kolonku v nové zkumavce a centrifugovali pii 8 000 rpm po
1 minutu. Eluat jsme vylili do nadoby na tekuty odpad.

8. Na kolonku jsme pipetovali 500 ul AW1 pufru a centrifugovali pii 8 000 rpm po
1 minutu. Eluat jsme vylili do nadoby na tekuty odpad.

9. Na kolonku jsme pipetovali 500 ul AW2 pufru a centrifugovali pii 14 000 rpm po
3 minuty. Eluat jsme vylili do nddoby na tekuty odpad.

10. Kolonku jsme centrifugovali na sucho pfi 14 000 rpm po 1 minutu.

11. Kolonku jsme pienesli do Cist¢ zkumavky a na kolonku pipetovali 25 ul AE pufru,
inkubovali pii laboratorni teploté 3 minuty a centrifugovali pti 8 000 rpm po 1 minutu.
Pti izolaci z Cerstvé krve jsme tento krok opakovali jesté jednou.

12. Eluat s DNA jsme pfenesli do oznacené zkumavky a uchovavali v lednici pii +2 az

+12 °C

3.2.2 lzolace DNA z bukalniho stéru
Chemikalie
sada QlAamp DNA Micro Kit, QTAGEN, Némecko
- AE pufr
- AL pufr
- ATL pufr
- AWL pufr

- Proteinkinaza K

1M dithiotreitol (DTT), Sigma-Aldrich, USA
96-100% ethanol, Penta, Praha
voda z Direct-Q systému, Millipore

Postup

1. lzolaci DNA jsme provadéli v DNA/RNA dekontamina¢nim boxu.
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

3.3.1

Vzorek od kazdé pacientky byl vzdy zpracovan ve dvou variantach, jednou jsme K nafedéné

Do zkumavky s kartackem, kterym byl setfen epitel, jsme pridali 600 ul ATL pufru,
20 pl proteinkinasy K, 20 ul DTT a promichali na vortexu.

V termobloku ptedehtatém na 56 °C jsme zkumavku inkubovali po 1 hodinu, pti¢emz
jsme kazdych 10 minut zkumavku promichali na vortexu.

Poté jsme piidali 600 pl AL pufru a promichali na vortexu.

Vzorek jsme inkubovali 10 minut pii 70 °C v termobloku a kazdé 3 minuty promichali.
Do zkumavky jsme ptidali 300 pl ethanolu, promichali na vortexu po dobu 15 s a kratce
centrifugovali.

Nasledné jsme ze zkumavky vyjmuli kartacek.

Roztok jsme pienesli na kolonku v nové zkumavce v maximalnim objemu 700 pl.
Zkumavku jsme centrifugovali pii 8 000 rpm po 1 minutu a eluat vylili do nadoby na
tekuty odpad.

Na kolonku jsme pipetovali 500 ul AW1 pufru, centrifugovali pii 8 000 rpm po 1 minutu
a eluat vylili do nddoby na tekuty odpad.

Poté jsme na kolonku pipetovali 500 ul AW2 pufru a centrifugovali pfi stejnych
podminkach jako v kroku 10. Eluat jsme opét vylili do nadoby na tekuty odpad.
Kolonku jsme jesté centrifugovali na sucho pii 14 000 rpm po 3 minuty.

Kolonku jsme pienesli do nové zkumavky a pipetovali na ni 2x 15 pl vody zahtaté na
50 °C.

Zkumavku jsme inkubovali 1 az 5 minut pii laboratorni teploté a centrifugovali pii
14 000 rpm po 1 minutu.

Eluat s DNA jsme pfenesli do oznacené¢ zkumavky a uskladnili v lednici pfi +2 az

+12 °C.

3.3 Methyla¢né senzitivni analyza

Methyla¢né senzitivni restrikce

DNA ptidali mix chemikalii obsahujici methyla¢né senzitivni restriktarzu, ve druhém piipadé

jsme tento enzym v mixu nahradili vodou. Timto zpisobem pak bylo mozné pti vyhodnocovani
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vysledkti zohlednit pfednostni amplifikaci jedné z alel. Pro kontrolu uplnosti Stépeni byl ke

kazdé sérii vzorki pfifazen i vzorek muzské DNA jako kontrola.

Optimalizace protokolu jsou tézZ rozebrany v kapitole 4.1.1.

Puvodni protokol pro lokusy v genech AR, CNKSR2, TMEM185A a HMGB3
Chemikalie

restrikéni enzymy a pufry; New England BioLabs, USA
- NEBufferl.1 pufr 10x
- Hpall (10V)
- HpyCHA4lll (5U)
- Rsal (10V)

voda z Direct-Q systému, Millipore
Postup

1. Koncentraci DNA Vizolovaném vzorku jsme zméfili pomoci spektrofotometru
(BioSpec-nano, Shimadzu Biotech).

2. Podle namé&fené koncentrace jsme z izolatu odebrali do zkumavky objem odpovidajici
200 ng DNA a doplnili vodou tak, aby celkovy objem reakce byl vzdy 8,5 ul pro lokusy
AR a CNKSR2 a 8,25 pul pro lokusy TMEM185A a HMGB3.

3. Obsah zkumavek jsme promichali na vortexu a kratce stocili.

4. Naredéné vzorky jsme ulozili do chladiciho stojanku a podle tabulky 2 a 3 jsme si do
prazdnych zkumavek pfipravili celkovy mix pro vSechny vzorky v jedné verzi obsahujici
methylaéné senzitivni restriktazu Hpa II — ,8t€pici mix™ a ve druhé verzi bez tohoto
enzymu — ,nestépici mix*“. Jako pomocny enzym, ktery §t€pi mimo oblast analyzy
a ¢inni tak rozpoznavaci mista piistupnéjsi pro Hpall, jsme pro lokusy AR a CNKSR2
pouzili restriktazu Rsal, pro TMEM185A a HMGB3 restriktazu HpyCHA4lII.
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Tab. 2: Slozeni restrikéni smési pro lokusy AR a CNKSR2

Tab. 3: Slozeni restrikéni smési pro lokusy TMEM185A a HMGB3

Stépici nestépici
mix mix
1 reakce (ul) |1 reakce (pl)
NEB pufr 1,00 1,00
Hpall 0,25 0,00
Rsal 0,25 0,25
H20 0,00 0,25

Stépici nestépici
mix mix
1 reakce (ul) |1 reakce (pl)
NEB pufr 1,00 1,00
Hpall 0,25 0,00
HpyCH4lII 0,50 0,50
H20 0,00 0,25

5. Tyto smési jsme pak po promichani na vortexu a stoeni rozpipetovali do zkumavek se
vzorky v chladicim stojanku po 1,5 ul, respektive 1,75 ul pro markery TMEM185A
a HMGBS.

6. Takto pfipravené vzorky jsme promichali na vortexu, stocili, vlozili do termocykleru
(DNA Engine Dyad, BioRad) a inkubovali pii 37°C pfes noc a nasledné enzymy

inaktivovali pti 95° po dobu 10 minut.

Soucasny protokol pro lokusy v genech AR, CNKSR2 a blizkosti genu RP2
Chemikalie

restrikéni enzymy a pufry; New England BioLabs, USA
- CutSmart pufr 10x
- Hpall (10V)
- Rsal (10V)
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voda z Direct-Q systému, Millipore
Postup

1. Koncentraci DNA vV izolovaném vzorku jsme zmé&fili pomoci spektrofotometru
(BioSpec-nano, Shimadzu Biotech).

2. Podle namétené koncentrace jsme z izolatu odebrali do zkumavky objem odpovidajici
100 ng DNA a doplnili vodou tak, aby celkovy objem reakce byl vzdy 21,8 ul, respektive
22 pl pro lokus RP2.

3. Obsah zkumavek jsme promichali na vortexu a kratce stocili.

4. Nafedéné vzorky jsme ulozili do chladiciho stojanku a podle tabulky 4 a 5 jsme si
do prazdnych zkumavek piipravili celkovy mix pro vSechny vzorky v jedné verzi
obsahujici methylaéné senzitivni restriktazu Hpa II — ,,St€pici mix* a ve druhé verzi bez
tohoto enzymu — ,,nestépici mix“. Jako pomocny enzym jsme pro lokus AR a CNKSR2

pouzili restriktazu Rsal, lokus RP2 byl inkubovan bez pomocného enzymu.

Tab. 4: Slozeni $té€pici smési pro lokusy AR a CNKSR2

Stépici nestépici
mix mix
1 reakce (ul) |1 reakce (ul)
CS pufr 2,5 2,5
Hpall 0,5 0,0
Rsal 0,2 0,2
H20 0,0 0,5

Tab. 5: SloZeni $tépici smési pro lokus RP2

Stépici nestépici
mix mix
1 reakce (ul) |1 reakce (pl)
CS pufr 2,5 2,5
Hpall 0,5 0,0
H20 0,0 0,5
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5. Tyto smési jsme pak po promichani na vortexu a sto¢eni rozpipetovali do vzorki
Vv chladicim stojanku po 3,2 ul pro lokusy AR a CNKSR2 a 3 ul pro lokus RP2.

6. Takto ptipravené vzorky jsme promichali a vlozili do termocykleru (DNA Engine Dyad,
BioRad) a inkubovali pti 37°C pies noc a nasledné enzymy inaktivovali pii 80°C po
dobu 20 minut.

3.3.2 PCR a fragmentacni analyza
Chemikalie

PCR

Plain PP Master Mix a PCR Ultra H20, Top-Bio, Praha

Deep Vent, New England BioLabs, USA

KlenTaql, GeneAge Technologies, Praha

Dimethylsulfoxid (DMSQO), Sigma-Aldrich, USA

dNTPs, LAROVA, Némecko

PC2 pufr—50 mM Tris HCI; 16 mM (NH4)2SO4; 2,5 mM MgCI2, Sigma-Aldrich, USA,
150 ug/ml BSA, New England BioLabs, USA

primery
AR pitimy (for) Cy5-GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT
AR zpétny (rev) TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC
CNKSR2 for 6-FAM-CGAGCGGGCAAGTTGGCTGA
CNKSR2 rev TGTCGGGTCTCGCGGCTGTA
RP2 for PET-TGACATAGCGAGACCCTGTG
RP2 rev GTGGTGGGTTCTCTAGCTGG

Gelova elektroforéza

PCR agaroza, Top-Bio,s.r.o, Praha

10x TBE pufr — 54 g Tris base, 27,5 g kyselina borita, 3,725 g EDTA, Sigma-Aldrich,
USA, doplnéno do 500 ml vodou

DNA Gel Loading Dye 6x, Applied Biosystems, USA
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Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus, Applied Biosystems, USA
GelRed 20 000x, Biotium, USA
voda z Direct-Q systému, Millipore

Kapilarni elektroforéza

Hi-Di formamid Applied Biosystems, USA
GeneScan 500 ROX, Applied Biosystems, USA

Postup

Puavodni PCR protokol pro lokusy AR, CNKSR2, TMEM185A a HMGB3

1. V laminarnim boxu jsme pro vSechny vzorky pfipravili celkovou smés chemikalii podle
tabulky 6 ¢i 9. Hotovy mix jsme promichali na vortexu, sto€ili a nasledné rozpipetovali

do zkumavek v chladicim stojanku po 6 pl.

Tab. 6: Slozeni PCR smési pro lokusy CNKSR2, TMEM185A a HMGB3, objem pro

jednu reakci

PC2 (10x) 1,00 pl
dNTPs, 2 mmol/I 1,00 pl
Primery for 10 pmol/ul 0,30 pl
Primery rev 10 pmol/ ul 0,30 pl

Klen-Taq 0,03 ul
DeepVent 1/20 0,02 pl
DMSO 1,00 pl
Voda 2,35 ul

2. Do kazdé zkumavky jsme poté pfidali 4 pl DNA inkubované pfes noc S restrikénimi
enzymy a promichali.

3. Ke kazdé sérii vzorka jsme piipravovali vzorek ke kontrole Cistoty PCR smési,
do kterého byly misto 4 ul DNA piidany 4 pl vody.

4. Takto ptipravené vzorky jsme vlozili do termocykleru (DNA Engine Dyad, BioRad)
k amplifikaci DNA pii podminkach podle tabulky 7 ¢i 8.

40



Tab. 7: Puvodni podminky PCR pro lokus AR

teplota (°C) ¢as (s)

94 120

94 15

63 20 30x
72 50

72 600

Tab. 8: Pivodni podminky PCR pro lokusy CNKSR2, TMEM185A a HMGB3

teplota (°C) cas (s)

95 120

95 5

68 20 25x
68 600

Soucasny PCR protokol pro lokusy AR, CNKSR2 a RP2

1. V laminarnim boxu jsme pro vSechny vzorky pfipravili celkovou smés chemikalii podle
tabulky 9, 10 ¢i 11. Hotovy mix jsme promichali na vortexu, stoéili a nasledné

rozpipetovali do zkumavek v chladicim stojanku po 6 pl pro lokus AR, 6,1 ul pro lokus

CNKSR2 a 8 ul pro lokus RP2.

Tab. 9: Slozeni PCR smési pro lokus AR pro jednu reakci

PlainPP Master Mix 5,0 ul
Primer AR for 10 pmol/ul 0,3 ul
Primer AR rev 10 pmol/pl 0,3 ul
Voda 0,4 pl

Tab. 10: Slozeni PCR smési pro lokus CNKSR2 pro jednu reakci

PlainPP Master Mix 5,0 ul
Primer CNKSR2 for 10 pmol/ul | 0,3 ul
Primer CNKSR2 rev 10 pmol/ul| 0,3 ul
DMSO 0,5 ul
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Tab. 11: Slozeni PCR smési pro lokus RP2 pro jednu reakci

PC2 (10x)

1,000 pl

dNTPs, 2 mmol/I

1,000 pl

Primery RP2 for 10 pmol/ul 0,150 pl

Primery RP2 rev 10 pmol/ ul | 0,150 pl

Klen-Taq 0,048 pul
DeepVent 1/20 0,022 ul
Voda 5,678 ul

2. Kazdou zkumavku jsme poté doplnili do celkového objemu 10 pul 0 DNA inkubovanou

pfes noc a promichali na vortexu a stocili.

3. Ke kazdé sérii vzorki jsme ptipravovali vzorek ke kontrole Cistoty PCR smési,

do kterého byla misto DNA pfidana voda.

4. Takto ptipravené vzorky jsme vlozili do termocykleru (DNA Engine Dyad, BioRad)
k amplifikaci DNA pii podminkach podle tabulky 12 ¢i 13.

Tab. 12: Podminky PCR pro lokusy AR a CNKSR2

teplota (°C)

94

cas (s)

120

94
63

72

15
20 30x
30

72

600

Tab. 13: Podminky PCR pro lokus RP2

teplota (°C)

94

cas (s)
300

94
64
68

30
30 28x
30

68

1800
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Gelova elektroforéza

Uspé&snost amplifikace DNA a rozitépeni muzské kontroly jsme predbézné hodnotili pomoci

vizualizace produktli PCR na gelové elektroforéze.

1. Zagar6zy a 1x TBE pufru jsme si pfipravili 1% agarézovy gel, do kterého jsme pridali
1 pul barviva GelRed 20 000x.

2. Zkazdého vzorku po PCR jsme odebrali po 4 ul a na desti¢ce smichali s 2 ul barviva
DNA Gel Loading Dye 6x a poté pipetovali na gel.

3. Ke kazdé tadé vzorklu byl na gel pipetovan standard pro kontrolu délky fragmentt
ptipraveny z 2 ul Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus, 2 ul DNA Gel Loading Dye 6x
a4 ul vody.

4. Elektroforéza probihala pfi napéti 100 V piiblizné 15 minut a vzorky jsme nasledné

vizualizovali pomoci UV lampy.
Kapilarni elektroforéza

1. Na mikrotitracni desticku jsme do jamky pro kazdy vzorek napipetovali 9 ul Hi-Di
formamidu, 0,5 pl 5x fedéného vnitiniho standardu délky GeneScan 500 ROX a 0,5 pl
vzorku po PCR.

2. Takto ptipravené vzorky pro elektroforézu jsme promichali a kratce centrifugovali
a nasledn¢ denaturovali pii 95°C po dobu 3 minut v termocykleru (DNA Engine Dyad,
BioRad.

3. Analyza probihala na kapilarni elektroforéze 3500xL Genetic Analyzer, Applied

Biosystems.

3.3.3 Vyhodnoceni vysledkl

1. Analyzu STR lokust jsme provadéeli v programu GeneMapper 5.
2. K vypoctu poméru inaktivace chromozomu X jsme pouzili hodnoty vysky vrchold pro

kazdou z alel a provedli vypocet podle nasledujicich vzorcu.

A_V3><0,5><(V1+V2)
B V1
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B_V4><0,5><(V1+V2)

V2
VI....... suma vysek vrcholi pro kratsi alelu ve vzorku bez Stépiciho enzymu
V2...... suma vysek vrcholil pro delsi alelu ve vzorku bez $té€piciho enzymu
V3...... suma vySek vrcholl pro kratsi alelu ve vzorku se §t€picim enzymem
V4....... suma vysek vrcholu pro delsi alelu ve vzorku se Stépicim enzymem

Pomoci téchto vzorct jsme urcili korigovanou vysku vrcholu pro kratsi (A) a delsi (B)
alelu. Pro vypocet procentualniho zastoupeni kratsi (C) a delsi (D) alely jsme pak pouzili

vzorce

= x 100
A+B

x 100

T A+B

3. Vysledky jsme hodnotili jen v pfipadé, ze délkovy rozdil mezi alelami byl alespon
2 opakovani motivu pro lokusy AR a CNKSR2 a alesponi 1 opakovani motivu pro lokus
RP2. V ostatnich piipadech jsme nemohli hodnotu zeSikmeni spolehlivé urcit a oznacili

jsme je proto jako neinformativni.

3.4 Kvantifikace transkriptu pomoci paralelniho sekvenovani

Vzorky pro paralelni sekvenovani na platformé Illumina byly zpracovdny Mgr. Martinem
Rebounem a pracovniky Endokrinologického ustavu. Transkript byl kvantifikovan pomoci
polymorfismt LAMP2 ¢.156A>T, IDS ¢.438C>T a ABCD1 ¢.1548G>A za pouZiti protokold

K ptislusnym nize vypsanym sadam.

Prvnim krokem analyzy bylo stanoveni, které Zeny z nasi skupiny byly v danych lokusech
heterozygotni. K tomuto tGcéelu byla vyuzita DNA izolovana podle protokolti uvedenych
v kapitole 3.2.1, kterou jsme nasledn¢ amplifikovali a PCR produkty sekvenovali Sangerovou

metodou na analyzatoru 3500xL Genetic Analyzer, Applied Biosystems.
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Celkova RNA byla izolovana z krve pomoci sady BiOstic Blood Total RNA Isolation Kit, MO
BIO Laboratories a nasledné piepisovana do cDNA sadou High Capacity RNA-to-cDNA od
firmy Applied Biosystems. Komplementarni DNA jsme poté amplifikovali v termocykleru
DNA Engine Dyad, BioRad. Knihovny byly pfipraveny pomoci sady Illumina Nextera XT
Library Prep Kit od spole¢nosti [llumina a sekvenovany na MiSeq sekvenatoru s pouzitim sady
MiSeq Reagent Kit v2. Ziskana data byla zpracovana pomoci programi TopHat a Picard Tools

a kone¢ny pomér alel vyhodnocen z programu Integrative genomics viewer.

3.5 Statistické zpracovani

Vysledky jsme statisticky zpracovavali a grafy vytvareli v programech MedCalc a Microsoft
Excel. Pro posouzeni reprodukovatelnosti vysledki jsme u jednotlivych metod z né€kolika
opakované piipravenych vzorku stanovili koeficient opakovatelnosti podle Blanda a Altmana.
Metody jsme porovnavali téz analyzou podle Blanda a Altmana stanovujici 95% limity shody
(Bland et Altman, 2010). Podle aktualnich doporuceni pro pouziti této metody jsme testovali
normalitu rozlozeni rozdili (Giavarina, 2015), a to pomoci Shapiro-Wilkova testu. Pro
porovnani jsme u vzork, u nichz jsme pomér inaktivace chromozom X stanovovali opakované

stejnou metodou, pouzili vzdy vysledky prvniho méteni.
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4 Vysledky

4.1 Metody zaloZzené na methyla¢né senzitivni restrikci

4.1.1 Optimalizace

Prvnim krokem, ktery bylo potfeba Vramci této prace provést, byla optimalizace metod
vyuZzivajicich methylaéné senzitivni restrikci k aktuadlnimu pouziti v laboratofi. Pfi postupu
podle protokolt pro lokusy AR, CNKSR2, TMEM185A a HMGBS3, kter¢ byly v laboratofi diive
vyuzivany a poskytovaly dobré vysledky, totiz opakované dochazelo k nedokonalému
rozstépeni muzského kontrolniho vzorku a stanovené hodnoty tedy nebylo mozné povazovat za
validni. V ptipad¢ lokusi TMEM185A a HMGB3 se navic u nékterych vzorkd vyskytly
problémy s amplifikaci. Vyména chemikalii za nové v tomto sméru nepfinesla uspokojivé

vysledky.

Zasadnim faktorem ovliviiujicim Gspésnost restrikce se ukazal byt postup zvoleny pro izolaci
DNA (obrazek 6). Puvodné pouzitou sadu a protokol na izolaci Nucleo Spin Dx Blood od
spole¢nosti MACHEREY-NAGEL jsme nahradili sadou QlAamp DNA Blood Mini Kit od
firmy QIAGEN. K lepsim vysledkiim jsme téZ dospéli snizenim mnozstvi pouzité DNA z 200
ng na 100 ng a zvétsenim objemu, ve kterém $tépeni probiha, z 10 ul na 25 ul (obrazky 7 a 8).

V ptipad¢é lokusi TMEM185A a HMGB3, jejichz protokol vyuziva jinou pomocnou restriktazu
oproti lokusiim AR a CNKSR2, jsme se i po vyse provedenych zménach stale potykali se Spatnou
amplifikaci ne¢kterych vzorkd. Tyto protokoly jsme se proto i z divodu lepsi informativnosti

rozhodli v nasi praci nahradit testem pro lokus RP2.

1= 934§ 6 78 9 A 11

Obr. 6: Vysledky optimalizace $tépeni muzské DNA na gelové elektroforéze; liché vzorky
Stépené, sudé nestépené, 1 — 6 reakce v 10 ul, 200 ng DNA, 7 — 12 reakce v 50 ul, 200 ng DNA,;
1-4a7-10izolace QlAamp, 5, 6, 11 a 12 izolace Nucleo Spin
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délka fragmentu (bp) délka fragmentu (bp)

29 293 295 297 299 23 293 295 297 299 301
32000
28000
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Obr. 7: Vysledky fragmenta¢ni analyzy vzorku muzské kontroly, DNA izolovana a $t€pena
podle ptivodniho protokolu pro lokus AR (izolace Nucleo Spin Dx Blood, 200 ng DNA, objem
reakce 10 ul). Vlevo vzorek nestépeny Hpall, vpravo vzorek Stépeny. RFU — relativni

fluorescencni jednotky, bp — par bazi

délka fragmentu (bp) délka fragmentu (bp)
277 273 281 283 285 287 278 230 282 284
28000
28000
24000
24000
20000
20000
celkova vySka celkova vySka
28725 16000 204
16000

RFU

12000
12000

8000
8000

4000 4000

Obr. 8: Vysledky fragmentacni analyzy vzorku muzské kontroly, DNA izolovana a $t€pena
podle soucasného protokolu pro lokus AR (izolace QIAamp DNA Blood Mini Kit, 100 ng DNA,
objem reakce 25 ul). Vlevo vzorek nestépeny Hpall, vpravo vzorek §tépeny.
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4.1.2 Informativnost a chybovost pii amplifikaci

V lokusu AR jsme vysetiili vSech 54 Zen, jejichz vzorky jsme méli k dispozici. Pti odecitani
vysledkti fragmentaéni analyzy z kapilarni elektroforézy jsme pro kazdou alelu typicky
pozorovali jeden vyrazny hlavni vrchol a jeho dva nizsi ,,stutter vrcholy (obrazek 9a). Za
informativni jsme tedy povazovali zeny, u nichz byl rozdil délky mezi alelami alespoil dvé
opakovani trinukleotidového motivu STR, abychom piedesli vyraznému ovlivnéni vysledku

piekryvajicimi se vrcholy. Informativnost u tohoto lokusu v nasi studii dosahla 69 %.

V piipad€é lokusu CNKSR2, jsme téZz pii vyhodnocovani fragmentac¢ni analyzy obvykle
pozorovali dva ,,stutter” vrcholy (obrazek 9b). K vyhodnocovani jsme tedy piistupovali stejné

jako u lokusu AR, v lokusu CNKSR2 bylo z 54 testovanych zen informativnich 17 %.

Pfi vyhodnocovani vysledka analyzy u lokusu RP2 jsme typicky pozorovali jeden hlavni vrchol
a jeden nizky ,,stutter” vrchol (obrazek 9c). Za informativni jsme tedy povazovali Zeny, jejichz
alely se lisily jednim a vice opakovanimi tetranukleotidového motivu. Z 52 testovanych zen

bylo v lokusu RP2 informativnich 71 %.

Pro porovnani byl do grafického znazornéni téz zatazen vysledek fragmentacni analyzy pro
lokus ZDHHCI15, ktery pravé kvuli velkému poétu ,,stutter vrcholti nebyl do této prace zafazen
(obrazek 9d).
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Obr. 9: Typicky pocet ,,stutter* vrchold pro jednotlivé lokusy u muzské kontroly, a) lokus AR,
b) lokus CNKSR2 c) lokus RP2, d) pro srovnani lokus ZDHHC15 s dinukleotidovym STR

4.1.3 Crossing-over

Do nasi studie jsme zafadili téZ matku (M) a jeji tfi dcery (D1 — D3) z rodiny postizené mutaci
v genu AIFML1. Analyzu jsme provadéli jak z DNA izolované z periferni krve, tak z bukalniho
stéru. Poté co jsme urcili pomér inaktivace Xm a Xp za pomoci délky fragmentu u syna S2, jsme

oproti ocekavani zjistili, Ze na zaklad¢ analyzy lokusu AR a RP2 by matka méla mit preferencné
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inaktivovanou nemutovanou alelu a dcery D1 a D3 naopak alelu mutovanou. Rozhodli jsme se
tedy u matky a jejich déti otestovat haplotypy, kviili pfipadnému crossing-overu. Vysledky
ziskané pomoci sady Elucigene QST*Rplusv2 (protokol v piiloze 3) a analyzy polymorfismu
LAMP2 ¢.156A>T nasvédcuji tomu, ze u vSech déti s vyjimkou dcery D2 doslo mezi lokusy
Xqll - 12, kde lezi gen AR (Brown et al., 1989), a Xq25 - 26, kde lezi AIFM1 (Susin et al.,
1999), k rekombinaci (obrazek 10).

RP2
AR
LAMP?2
AIFM1
M
RP2 RP2 RP2
AR AR AR
LAMP?2 LAMP2 LAMP2 LAMP2 LAMP2
AIFM1 AlFM1 AIFM1 AIFM1 AIFM1
S1 S2

Obr. 10: Schéma haplotypti v rodiné postizené mutaci v genu AIFM1, Cervené znazornéna

mutovana alela, modre alela nemutovana

Podle téchto dat maji tedy vSechny testované zeny v rodiné, které nesou mutaci, preferencné

inaktivovanou mutovanou alelu a to jak v krvi, tak v bukalnim stéru (tabulka 14).

Tab. 14: Zjisténé poméry inaktivace v lokusech AR a RP2 u Zen z rodiny postiZzené mutaci genu

AIFM1, Cervené je oznacena mutovana alela pfi zohlednéni rekombinace, X — neinformativni

lokus
krev bukalni stér
AR RP2 AR RP2
M 99:1 100:0 89:11 89:11
D1 1:99 X 13:87 X
D2 X 81:19 X 55:45
D3 7:93 5:95 26:74 30:70
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4.2 Porovnani metod

4.2.1 Opakovatelnost

Variabilitu vysledkii zjiSténych opakovanym méfenim pomoci jedné metody, a tedy jeji
reprodukovatelnost, jsme hodnotili pomoci koeficientu opakovatelnosti. Ten jsme urcili na
zaklad¢ vzorki, u nichz byl pomér inaktivace chromozomili X stanoven dvakrat za stejnych
podminek, stejnou osobou avsak s kratkym ¢asovym odstupem. Koeficienty opakovatelnosti
jsme neur€ili u metod zalozenych na methylaéné senzitivni restrikci v lokusu CNKSR2 a
kvantifikaci transkriptu genu ABCD1, a to z divodu malého pocétu vzorki, ze kterych bylo
mozné vychazet. Koeficienty opakovatelnosti, primérny rozdil zjisténych hodnot a pocet
vzorku, ze kterého jsme pfi stanoveni vychazeli, jsou uvedeny v tabulce 15 (pichled vSech

namétenych hodnot v pfiloze 2).

Tab. 15: Koeficienty opakovatelnosti (CR) pro jednotlivé metody

lokus n @ rozdil CR
AR 12 0,4 % 9,3%
RP2 10 -0,1% 6,6 %
LAMP2 11 0,5% 4,4 %
IDS 9 0,4 % 2,7 %

4.2.2 Metody zaloZené na methylacné senzitivni restrikci

Vzhledem k tomu, Ze nebylo mozné spolehlivé urcit gametickou fazi u vétsiny zen, zvolili jsme
pii porovnani metod vyjadieni pomért inaktivace chromozomil X ve formé procenta odliSeni
od poméru 50:50, tedy 0 % jako inaktivace zcela nahodna (pomér 50:50) a 50 % jako absolutni

zeSikmeni X inaktivace (pomér 100:0).

Pii porovnani vysledkt ziskanych pro lokusy AR a RP2 jsme vychdzeli z hodnot 22 Zen, které
byly informativni v obou lokusech. Shapiro-Wilkuyv test normality potvrdil normalni rozdéleni
hodnot rozdila, W = 0,94 a p = 0,22. Histogram rozlozeni rozdilt je znazornén na obrazku 11.
Diagram znazoriujici shodu obou metod podle Blanda a Altmana je na obrazku 12 a hodnoty

jej popisujici v tabulce 16.
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Obr. 11: Histogram distribuce rozdilti pro lokusy AR a RP2, tmavé modra linie znazoriuje

idealni normalni rozlozeni
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Obr. 12: Diagram shody podle Blanda a Altmana pro lokusy AR a RP2, modra piimka
znazornuje prumérny rozdil, zelené limity shody a ptferusované 95% konfidenéni intervaly;

SD — smérodatnd odchylka

52



Tab. 16: Hodnoty popisujici diagram shody pro lokusy AR a RP2, ClI — konfiden¢ni interval

smérodatna odchylka 5,9%
prameérny rozdil -2,4 %

95% Cl praméru -5,1%az0,3%
spodni limit shody -14,1 %
95% Cl spodniho limitu | -18,8 % az-9,5%
horni limit shody 9,3%

95% Cl horniho limitu 4,7 % az 13,9 %

Z 9 zen informativnich v lokusu CNKSR2 bylo 8 informativnich také v lokusu RP2 a pouze 4
pro metodu HUMARA. Z dtivodu takto malého poétu vzorkd, jsme se rozhodli pro porovnani
vyuzit jednoduchy sloupcovy graf (obrazek 13). Primérny rozdil hodnot mezi lokusy AR a
CNKSR2 byl -13 %, SD = 10 %. Primérny rozdil hodnot mezi lokusy RP2 a CNKSR2 byl
-1,9 %, SD = 9,2 %.
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Obr. 13: Porovnani hodnot pomérti inaktivace chromozomu X zjisténych v lokusech AR, RP2
a CNKSR2
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4.2.3 Analyza transkriptu a methylace v lokusech AR a RP2

Pfi porovnani metody kvantifikujici transkript pomoci paralelniho sekvenovani s metodami
zalozenymi na methylaéné senzitivni restrikci v lokusech AR a RP2 jsme opét stanovené

hodnoty vyjadfovali jako procento odliseni od poméru 50:50.

Pro polymorfismus v genu LAMP2 bylo informativnich 18 z 29 testovanych zen (tedy 62 %),
pii¢emz porovnat stanovené hodnoty bylo mozné u 12 Zen informativnich také v lokusu AR,
respektive 8 Zen informativnich v lokusu RP2. Shapiro-Wilkuv test potvrdil normalni rozlozeni
rozdill jak pro porovnani s metodou HUMARA (W = 0,93; p = 0,38), tak pro porovnani
s vysledky pro lokus RP2 (W = 0,84; p = 0,07). Histogramy rozlozZeni rozdilt jsou znazornény
na obrazku 14. Diagramy zobrazujici shodu metod podle Blanda a Altmana jsou na obrazcich
15 a 16 a hodnoty je popisujici v tabulce 17.
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Obr. 14: Histogram distribuce rozdili a) pro polymorfismus v LAMP2 a lokus AR, b) pro
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polymorfismus v LAMP2 a lokus RP2, tmavé modra linie znazornuje idealni normalni rozloZeni
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Obr. 15: Diagram shody podle Blanda a Altmana pro polymorfismus v LAMP2 a lokus AR,

modré pfimka znazoriiuje primérny rozdil, zelené limity shody a pferuSované 95% konfidencni

intervaly
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Obr. 16: Diagram shody podle Blanda a Altmana pro polymorfismus v LAMP2 a lokus RP2,
modré piimka zndzornuje primérny rozdil, zelené limity shody a prerusované 95% konfiden¢ni

intervaly
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Tab. 17: Hodnoty popisujici diagramy shody pro polymorfismus v LAMP2 a lokusy AR a RP2

LAMP2 vs AR LAMP2 vs RP2
smérodatna odchylka 4,5% 6,2 %
pramérny rozdil -0,2 % -0,3%

95% Cl pridméru -3%az2,7% -5,4% az 4,9 %
spodni limit shody 9% -12,4 %
95% Cl spodniho limitu -14 % a7z -4 % 21,7 % az3,1%
horni limit shody 8,7 % 11,9 %

95% Cl horniho limitu

36%az13,7%

2,6%az212%

Celkem 40 % zen z 25 testovanych bylo v nasi skupiné heterozygotnich v polymorfismu

IDS ¢.438C>T. Z tohoto poctu bylo 8 informativnich také v lokusu AR a u 7 bylo mozné

srovnani s vysledky pro lokus RP2. Normalni rozlozZeni rozdilli pro ob¢é porovnani jsme opét

potvrdili pomoci Shapiro-Wilkova testu (porovnani s lokusem AR: W = 0,97; p = 0,91;

porovnani s lokusem RP2: W = 0,93; p = 0,56). Histogramy rozloZeni rozdild jsou znazornény

na obrazku 17. Diagramy zobrazujici shodu metod podle Blanda a Altmana jsou na obrazcich

18 a 19 a hodnoty je popisujici v tabulce 18.
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Obr. 17: Histogram distribuce rozdilt a) pro polymorfismus v IDS a lokus AR, b) pro

polymorfismus v IDS a lokus RP2, tmavé modra linie znazoriuje idealni normalni rozlozeni
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Obr. 18: Diagram shody podle Blanda a Altmana pro polymorfismus v IDS a lokus AR, modra

pfimka zndzorfiuje primérny rozdil, zelené limity shody a pterusované 95% konfidencni
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Obr. 19: Diagram shody podle Blanda a Altmana pro polymorfismus v IDS a lokus AR, modra

pfimka znazoriiuje primérny rozdil, zelené limity shody a preruSované 95% konfidenéni

intervaly

57



Tab. 18: Hodnoty popisujici diagramy shody pro polymorfismus v genu IDS a lokusy AR a RP2

IDS vs AR IDS vs RP2
smérodatna odchylka 5,8 % 8,2 %
pramérny rozdil 0,5% 1,9%

95% Cl pridméru -4,3% az 5,3 % -5,8% az 9,5 %
spodni limit shody -10,8 % -14,3 %
95% Cl spodniho limitu | -19,4% az-2,2% | -28% az0,6 %
horni limit shody 11,8 % 18 %

95% Cl horniho limitu 3,2%az20,4% | 43%az31,7%

Heterozygozitu pro polymorfismus ABCD1 ¢.1548G>A jsme testovali u 12 Zen z nasi skupiny,
pricemz informativnich bylo 5 (tedy 42 %). Pro orienta¢ni porovnani vysledkli S methyla¢né
senzitivni restrikci v lokusech AR a RP2 jsme proto opét zvolili jednoduché grafické znazornéni
pomoci sloupcového grafu (obrazek 20). Primérny rozdil hodnot pro lokus AR a polymorfismus
v genu ABCD1 byl 3,3 %, SD = 9 % Pramérny rozdil pro lokus RP2 a polymorfismus v ABCD1
byl -0,5 %, SD = 12,3 %.

F6 F7 F8 F9 Fl4

mABCD]l mAR mRP2

Obr. 20: Porovnani hodnot poméru inaktivace chromozomu X stanovenych metodou

kvantifikujici transkript v genu ABCD1 a methylaci v lokusech AR a RP2
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4.3 Rozlozeni pomért inaktivace chromozomt X

Pro ucely studia rozlozeni poméra inaktivace chromozomit X Vv ramci celé skupiny Zen jsme
pouzili priimér hodnot ziskanych pro vsechny lokusy i polymorfismy vcetné¢ opakovanych
méfeni. Z divodu nejasné gametické faze jsme vysledky sdruzovali a primér stanovovali na
zaklad¢ nejlepsi shody hodnot. Jako vychozi tkan byla ve vSech piipadech pouzita periferni

krev. Pomér inaktivace jedné alely ku druhé jsme tak stanovili u v§ech 54 zen.

V ramci studované skupiny zen jsme zjistili zeSikmeni X inaktivace v poméru < 20:80 nebo
>80:20 u 39 % z nich. Extrémni zeSikmeni v poméru < 5:95 nebo > 95:5 jsme zaznamenali
ull% zen. Primérna hodnota poméru inaktivace byla 49:51 se smérodatnou odchylkou
SD =29, median se nachazel v bod¢€ 47:53 (za prvni hodnotu bylo vzdy povazovano procento
inaktivace kratsi alely v lokusu AR, ¢i RP2, pokud HUMARA nebyla informativni). Rozlozeni

Vv ramci celé skupiny je znazornéno Vv histogramu na obrazku 21.
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Obr. 21: RozlozZeni poméru inaktivace chromozomu X ve skuping 54 zen
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5 Diskuze

V nasi préci jsme stanovili pomé&r inaktivace chrozomomu X u 54 Zen a to pomoci methyla¢né
senzitivni restrikce v lokusech AR, CNKSR2, RP2 a kvantifikace transkriptu s vyuzitim
polymorfismii LAMP2 ¢.156A>T, IDS ¢.438C>T a ABCD1 c.1548G>A. Na zakladé téchto

analyz jsme dospéli k nasledujicim poznatkim.

Z ditvodu opakovaného nedokonalého rozstépeni vzorki muzské kontroly a to az k hodnotam,
kdy soucet vysek vrchola stépeného vzorku presahoval 30 % souctu vysek vzorku nestépeného
enzymem Hpall, jsme v prvni fazi vypracovani této prace optimalizovali pivodni protokoly.
Vyrazného zlepSeni jsme dosahli zménou sady na izolaci DNA, zvétsenim objemu reakce a
snizenim mnozstvi DNA v reakci. Po optimalizaci protokolu se soucet vySek vrchola st€peného
vzorku vzdy pohyboval v rozmezi 0 — 6 % souctu vysek vrchold vzorku nestépeného. Vyrobce
uvadi, ze restrikéni enzym Hpall mize byt inhibovan solemi v koncetraci vyssi nez 50 mM KCl,
pfi€emz pii izolaci DNA na kolonkach se silikatovou membranou mtze dochéazet k preneseni
vyznamného mnozstvi soli do vysledného roztoku DNA (URL4). Za piedpokladu, ze
nedokonalé rozstépeni kontrol bylo v naSem piipadé zptisobeno pravé ptitomnosti soli, ktera
inhibovala restriktazu, v roztoku, pro coz by svédcilo zlepseni vysledkl po zvétSeni reakéniho
objemu a snizeni vstupniho mnozstvi DNA, 1ze usuzovat, ze pti pouziti sady QlAamp DNA
Blood Mini Kit od firmy QIAGEN dochazi k pfenosu mensiho mnozstvi soli do vysledného
roztoku oproti sadé Nucleo Spin Dx Blood od spole¢nosti MACHEREY-NAGEL. Tuto
domnénku by vSak bylo vhodné potvrdit dalsimi méfenimi. Problémy s amplifikaci, které jsme
pozorovali u nékterych vzorkd pti pouziti protokoli pro lokusy TMEM185A a HMGB3, mohly

byt zptsobeny §tépenim pomocného enzymu HpyCH4I1l mimo jeho rozpoznévaci sekvenci.

Jako informativni jsme V piipadé metod zaloZenych na methylaci v nasi studii oznacovali Zeny,
u nichz byl rozdil délky alel takovy, aby pii vyhodnocovani byly vysledky co nejméné zkresleny
piipadnym ptekryvem vrcholt. U trinukleotidovych STR lokusu AR, s motivem (CAG)n (Allen
etal., 1992) a CNKSR2, s motivem (GCA)n (Musalkova et al., 2015), jsme tuto hranici stanovili
jako dvé a vice opakovani motivu, nebot’ ,,stutter vrchol ve vzdalenosti -6 bp od hlavniho
vrcholu typicky nedosahoval takové vysky, ktera by méla vliv na vysledny pomér. U lokusu
RP2, ktery obsahuje tetranukleotidovy STR (GAAA)n (Machado et al., 2014), jsme za
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dostacujici pokladali rozdil v délce jednoho motivu. VSechny tii pouzité testy v nasi laboratoti
vykazovaly podstatné mensi pocet ,,stutter” vrcholi, a tudiz poskytovaly vysledky, které byly

snaze vyhodnotitelné a robustnéjsi, nez STR s diknukleotidovym motivem.

Z tf1 pouzitych testli zaloZenych na methylacné senzitivni restrikci vV nasem souboru Zen
vykazoval nejvyssi informativnost lokus RP2, a to 71 %, coz se blizi hodnot¢ zjisténé autory
Machado a kolektiv ve skupiné¢ 60 holandskych zen, znichz bylo informativnich 73 %
(Machado et al., 2014). V nejcast¢ji pouzivaném lokusu AR bylo v nasi studii informativnich
69 % zen. Pro srovnani v doposud nejvétsi provedené studii X inaktivace s 1284 zenami
rizného pivodu bylo mozné pomér inaktivace vyhodnotit u 78 % z nich (Amos-Landgraf et al.,
2006). Podle oc¢ekavani bylo nejméné zen informativnich v lokusu CNKSR2, konkrétné 17 %,
coz odpovida 18 % uvedenym v ptivodni publikaci, jejiz autofi inaktivaci studovali u stovky
Ceskych Zen (Musalkova et al., 2015). Nase vysledky jsou tak ve shodé a podporuji hodnoty
zjisténé jinymi autory. VSechny polymorfismy pouzité¢ pro kvantifikaci transkriptu poskytly
velmi dobrou informativnost. Ve shodé snasim ocekavanim, zalozenym na pozorované
frekvenci vyskytu jednotlivych alel v populaci (1000 Genomes Project Consortium et al., 2015),
nejvyssi heterozygozitu (62 %) vykazoval polymorfismus LAMP2 ¢.156A>T. Polymorfismy
IDS ¢.438C>T a ABCD1 ¢.1548G>A byly informativni u 40 %, respektive 42 %, testovanych
zen. V ptipad¢ polymorfismu v ABCD1 jsme vSak vychdzeli z vice nez o polovinu mensiho
souboru nez u ostatnich dvou genti a nad o¢ekavani vysoka pozorovana heterozygozita tak mize
byt zpisobena vlivem nahody. Nezbytné je také poznamenat, Zze fada zen v nasi studii byla
piibuznych, coz je dalsi faktor, ktery by mohl byt ptic¢inou odlisnosti, pokud bychom stanovené

hodnoty srovnavali s celkovou populaci.

Studium haplotypti v rodiné postizené mutaci v genu AIFM1 potvrdilo, Ze crossing-over je
vyznamnym faktorem, ktery by nemél byt opomenut, pokud chceme zeSikmeni X inaktivace
asociovat s projevy onemocnéni a to zejména v pripadech, kdy gen nesouci mutaci a markerovy
lokus jsou od sebe vyrazn¢ vzdaleny. V tomto ohledu velkou vyhodou metod zaloZenych na
kvantifikaci transkriptu véetné metody vyuZivajici paralelni sekvenovani je moznost vyuzit
K testovani pfimo misto mutace. U nami vySetfované rodiny doslo mezi oblastmi Xql1 —12 a
Xq25 — 26 k rekombinaci u étyfech z péti potomkti matky a to nejméné ve tiech rtiznych

lokusech. Pokud bychom tedy alelické faze urcovali pouze na zakladé methylacné senzitivni
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restrikce v lokusu AR, naSe zavéry by byly chybné. U vSech zen v této rodiné, které nesou
mutovanou alelu genu AIFML, si 1ze téz pov§imnout extrémniho zeSikmeni X inaktivace v Krvi,
piic¢emz zeSikmeni v bukdlnim stéru ve vSech pfipadech neni natolik vyrazné. Toto pozorovani
je ve shod¢ s diive publikovanou praci autortit Ghezzi a kolektiv a jejich zavéry, ze vliv mutace
v genu AIFM1 na zeSikmeni X inaktivace je variabilni v riznych typech tkani (Ghezzi et al.,
2010).

Nami stanovené koeficienty opakovatelnosti poukazuji na rozdil ve variabilit¢ opakovanych
méfeni mezi metodami zalozenymi na methylaci a kvantifikaci transkriptu pomoci paralelniho
sekvenovani s hloubkou ¢teni vice nez 1 000x. Vysledek pro lokus AR byl vyrazné ovlivnén
pritomnosti jediného vzorku, u kterého rozdil mezi opakovanymi méfenimi presahoval 10 %, i
variabilita u ostatnich vzorkt v8ak byla vyssi nez u metody analyzujici transkript. Pomérné
vysoka variabilita hodnot stanovenych v lokusech AR a RP2 (CRar = 9,3 %, respektive
kontrolu Stépeni v podobé muzského vzorku nemusi Stépeni v kazdé zkumavce probihat se
stejnou ucinnosti, ¢i rozdily v nerovnomérné amplifikaci alel mezi vzorkem $tépenym Hpall a
neStépenym. Pozorované rozdily a stanovené koeficienty opakovatelnosti pro metodu
kvantifikujici transkript pomoci polymorfismt v genech LAMP2 a IDS (CRiampr2 = 4,4 % a
CRips = 2,7 %) jsou relativné nizké, nelze vSak vyloucit moznost, ze u nékterych Zen
systematicky dochazi k nerovnomérné amplifikaci béhem PCR. To se neprojevi na stanoveném
koeficientu opakovatelnosti, nicméné vyhodnoceny pomér inaktivace chromozomii X tak

nebude odpovidat skutecnému stavu.

Lze piedpokladat, Ze vyssi koeficienty opakovatelnosti u metod zaloZzenych na methylaci jsou
také pti¢inou pomérné Sirokého intervalu shody V rozsahu témét 24 % pfi porovnani vysledkl
pro lokusy AR a RP2. Vzhledem k velikosti souboru, ze kterého jsme vychazeli, jsou limity
shody ve velké mife ovlivnény hodnotami dvou zen, u nichz rozdil ve vysledcich ¢inil vice nez
10 %. OvSem 1 nejoptimistictej$i mozna interpretace 95% konfidencnich intervali limith shody
poskytuje interval shody v rozsahu témét 15 %. Nicméné na zakladé normalniho rozlozeni
rozdild, které jsme potvrdili Shapiro-Wilkovym testem normality a faktu, ze 95% konfiden¢ni
interval prumérné hodnoty rozdilu se pohybuje okolo hodnoty 0, Ize usuzovat, ze jedna metoda

oproti druhé vyraznym zptsobem nepodhodnocuje ¢i nenadhodnocuje.
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Pfi porovnani vysledkl ze vSech tii lokust testovanych na methylaci lepsi shodu s hodnotami
stanovenymi pro lokus CNKSR2 vykazoval lokus RP2 oproti lokusu AR. Z divodu nizké
informativnosti v lokusu CNKSR2 jsme vSak vychazeli z opravdu velmi omezeného poctu

vzorkil a na jejich zékladé proto nelze stanovit piesné zaveéry.

Vysledky kvantifikace transkriptu v genech LAMP2 a IDS byly u vétSiny zen ve velmi dobré
shod¢ s hodnotami ziskanymi pomoci metod zaloZzenych na methylaci. V nékterych piipadech
jsme v8ak zaznamenali vyrazné rozdily, které se odrazily i na stanovenych intervalech shody.
Ty mély ve vSech ptipadech, s vyjimkou srovnani vysledkt pro polymorfismus v IDS a lokus
RP2, kde jsme vychazeli z pouhych sedmi vzorki, rozsah okolo 20 %. Stanovené 95%
konfiden¢ni intervaly vSak vzhledem k velikosti souboru poskytuji pomérné zna¢ny prostor pro
interpretaci, vhodné by proto bylo pocet vzorki, ze kterych jsme v nasi praci vychazeli navysit.
Stanovené smérodatné odchylky, vyjadfujici miru variability ve velikosti rozdili hodnot
ziskanych riznymi metodami (nejnizsi SD = 4,5 % a nejvyssi SD = 8,2 %), jsou srovnatelné
s variabilitou pozorovanou autory Busque a kolektiv pti srovnani metody HUMARA s metodou
kvantifikujici transkript pomoci kvantitativni PCR s TagMan sondami a nizs$i nez smérodatna
odchylka pro srovnani metody HUMARA s analyzou transkriptu zalozenou na alelové
specifické PCR (Busque et al., 2009).

Podobné¢ jako v piipadé metody testujici methylaci v lokusu CNKSR2 i pro analyzu transkriptu
v genu ABCD1 nemame dostatecny pocet vzorkli, abychom mohli vysledky ziskané touto
metodou statisticky zpracovat. Nicmén¢ z grafického porovnani vyplyva, ze podobn¢ jako
U ostatnich dvou pouzitych polymorfisml i1 v tomto ptipad¢ byly vysledky vétSinou v dobré
shodé s poméry inaktivace stanovenymi pomoci analyzy methylace v lokusech AR a RP2, av§ak

Vv ptipad¢ dvou Zen byly pozorovany hodnoty liSici se o vice nez 10 %.

Predpokladame, ze hlavni pfi¢inou nami popsanych rozdilt ve vysledcich metod zalozenych na
methylaéné senzitivni restrikci a na kvantifikaci transkriptu jsou nepifesnosti v méfeni
jednotlivych metod, které diskutujeme jiz vySe v souvislosti se stanovenymi koeficienty
opakovatelnosti. S ur€itosti v§ak nemuzeme vylouéit ani piipadné biologické piiciny jako
moznost, ze methylace ve studovanych lokusech u né€kterych zen neodpovida aktivnimu ¢i

inaktivnimu statutu celého chromozomu, jak popisuji Swierczek a kolektiv (Swierczek et al.,
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2012), nebot’ v piipadé lokust AR i1 RP2 neni studovana methylace pifimo v promotorech gent.
Srovnani vysledkii metod by taktéz bylo ovlivnéno, pokud by geny, které jsme pouzili ke
kvantifikaci transkriptu, unikaly X inaktivaci, pficemz pro geny LAMP2, IDS i ABCD1 byly
publikovany jak prace popisujici ¢astecnou transkripéni aktivitu z Xi v téchto genech, tak studie,
ve kterych se tyto lokusy zdaly byt zcela umléené (Zhang et al., 2013; Balaton et al., 2015).
Unik X inaktivaci by mohl byt p¥i¢inou piipadii, kdy mira zeSikmeni byla na zékladé analyzy
transkriptu nizs§i nez podle metody vyuzivajici metylacné senzitivni restrikci. PoCet Zen v nasi
skupiné, u nichz jsme takovyto rozdil nalezli, v§ak neni vysoky a vyrazné¢ se nelisi od poctu Zen
S opacné orientovanym rozdilem mezi stanovenymi hodnotami, na zékladé predchazejicich
vyzkumu vsak nelze vyloucit, ze gen neunikd inaktivaci jen u nékterych zen (Cotton et al.,

2013).

Polovina z 54 Zen, u nichz jsme ur¢ili pomér inaktivace chromozomu X, vykazovala nahodné
rozlozeni inaktivace, ¢emuz odpovidala i primérna hodnota a median. Nicmén¢ celych 39 %
zen mélo inaktivaci zeSikmenou v poméru vyssim nez 80:20, coz je o mnoho vice nez bychom
¢ekali v bézné populaci. Pro srovnani Amos-Landgraf a kolegové ve své studii pozorovali
takové zeSikmeni pouze u 9 % zen (Amos-Landgraf et al., 2006). Lze piedpokladat, ze
tim, Ze znanou ¢ast souboru tvoii Zeny heterozygotni pro mutaci zpusobujici nékteré
z onemocnéni uvedenych v tabulce 1. Tato mutace miize svym charakterem ovliviiovat
pravdépodobnost, Zze chromozom, na kterém lezi, bude inaktivni, jako je tomu v pfipadé¢ mutace
genu AIFML1. Ptipadné miize u dané choroby existovat vztah mezi mirou zeSikmeni X inaktivace
a projevy choroby, jako u MPS Il. Nelze vsak také opomenout fakt, ze studovana skupina je

pomérné mald, ¢imz se zvysuje vliv nahody.
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6 Zaver

V ramci této diplomové prace jsme stanovovali pomér inaktivace chromozomit X u 54 zen na
zakladé¢ methyla¢né senzitivni restrikce v lokusech AR a CNKSR2, protokoly pro pivodné
zamyslené dalsi lokusy TMEM185A a HMGB3 se nam nepodatilo uspokojivé optimalizovat
a byly proto ze studie vyfazeny a nahrazeny lokusem RP2. Dale jsme u 32 z téchto Zen, u nichz
bylo mozné izolovat RNA, pouzili metodu kvantifikujici transkript pomoci paralelniho
sekvenovani za vyuziti polymorfismii LAMP2 c.156A>T, IDS ¢.438C>T a ABCD1 ¢.1548G>A.
Na zaklad¢ vysledkii prezentovanych v kapitole 4 této prace jsme dospéli k nasledujicim

zavéram:

e Rozlozeni poméri inaktivace chromozomi X ve studované skupiné bylo oproti
rozlozeni v bézné populaci vyrazné ovlivnéno piitomnosti Zen, u nichz X-vazana mutace
ziejme sekundarné zpiisobila zeSikmeni X inaktivace, ¢i ovlivnila symptomaticky statut
heterozygotky.

e Pro stanoveni poméru inaktivace chromozomti X na zakladé¢ methyla¢né senzitivni
restrikce jsou vhodnéjsi lokusy s opakovanim tetra- ¢i alespon trinukleotidovym, nebot’
poskytuji Iépe vyhodnotitelné a robustnéjsi vysledky.

e Pii interpretaci vysledkil a jejich asociaci se zeSikmenim ve prospéch mutované c¢i
nemutované alely v jiném lokusu je vzdy nutné brat v tvahu moznost rekombinace
a jako velka vyhoda se tedy jevi moznost testovani pfimo v misté mutace u metod
zalozenych na transkriptu.

e Metoda kvantifikujici transkript pomoci paralelniho sekvenovani poskytuje vysledky
S niz$i variabilitou v opakovanych stanovenich oproti metoddm vyuZivajicim methylaci
pro lokusy AR a RP2 a lze ji tedy povazovat za velmi robustni a spolehlivou.

e Vsechny testované metodické pfistupy vykazovaly pii porovndni obdobny interval
shody v rozmezi ptiblizné 20 % a u vétSiny Zen poskytovaly vysledky v dobré shodé.
Z4dnd zmetod oproti ostatnim pravddpodobné systematicky nenadhodnocuje, &i
nepodhodnocuje a povazujeme je proto za vhodné pro pouziti ke stanoveni poméru

inaktivace chromozomu X.
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Vzhledem k rozdilnym vysledkiim jednotlivych metod i opakovanych méteni, které
jsme zaznamenali u nékterych Zen, povazujeme za vhodné pii stanoveni pomeéru
inaktivace chromozomi X vzdy vychazet z alespont dvou méteni a v idealnim piipad¢ i
ze stanoveni pomoci riznych metod, nebot’ popsané intervaly shody naznacuji, Ze

metodicky pfistup mize vyznamnym zptisobem ovlivnit interpretaci vysledki.
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7 Seznam zkratek
bp
BSA
cDNA
Cl

CR

for
DMSO
DNA
DTT
EDTA

HUMARA

LINEs

MHBD

MPS 11
OoTCD
PAR
PBS
PCR
RCF

rev

par bazi

hovézi sérovy albumin
komplementarni DNA
konfidenc¢ni interval
koeficient opakovatelnosti
piimy primer
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
dithiotreitol

kyselina ethylendiamintetraoctova

analyza  methylace lidského androgenniho

receptoru
dlouhé rozptylené jaderné elementy

2-methyl-3hydroxybutyryl-koenzym A
dehydrogenéza
mukopolysacharidoza II. typu

deficit ornitin transkarbamylazy
pseudoautozomalni oblast chromozomu
fosfatovy pufr

polymerazova fetézova reakce

relativni centrifugacni sila

zpétny primer
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RFU
RNA
rpm
SD
SNPs
STR
TBE
Xa
Xi
XIC
Xic

XLA

Xm

Xp

relativni fluorescencni jednotky

ribonukleova kyselina

otacky za minutu

smérodatnd odchylka

jednonukleotidovy polymorfismus

kratké tandemové repetice
tris-borat-ethylendiamintetraoctan disodny
aktivni chromozom X

inaktivovany chromozom X

X inaktivac¢ni centrum na lidském chromozomu
X inaktiva¢ni centrum na mySim chromozomu

Brutonova agamaglobulinemie, X-vazana

hypogamaglobulinemie
chromozom X pochézejici od matky

chromozom X pochazejici od otce
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8 Piilohy
Priloha 1: Tabulka vysledkt pro prvni méreni kazdou metodou

Hodnoty stanovené prvnim métfenim pro kazdou z metod, 0 % —ndhodné rozlozeni X inaktivace,

50 % — zcela zeSikmena X inaktivace, X — neinformativni metoda, - netestovano

Zena AR (%) | RP2 (%) | CNKSR2 (%) | LAMP2 (%) | IDS (%) | ABCD1 (%)
F1 24 24 X - 20 -
F2 20 - X - 11 X
F3 X 0 4 14 X -
F4 1 X 0 X -
F5 18 25 29 28 -
F6 40 46 X X 35 37
F7 30 39 X X 29 32
F8 33 X X 23 X 17
F9 X 7 X X 20 25
F10 44 X 50 X -
F11 X - X 15 11 X
F12b 7 - - -
F13 37 - 41 X -
F14 46 50 49 48 X 50
F15 X 30 17 - - -
F16 18 22 X 24 X -
F17 0 6 X X - -
F18 3 6 X - 6 -
F19 36 41 X - - -
F20 41 X X 41 - -
F21 X 3 2 - - -
F22 5 X X - - -
F23a 38 34 X X - -
F24 X 21 X 21 - X
F25 22 X X - - -
F26 X 42 X - - -
F27 29 16 X X X X
F28 34 41 X X - -
F29 X 15 X - - -
F30 19 X - - -
F31 21 X - - -
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Piiloha 2: Hodnoty opakovanych méfeni pro stanoveni koeficientii opakovatelnosti

Hodnoty opakovanych méteni pro lokus AR, hodnota udava procento inaktivace kratsi alely

Zena prvni méreni (%) | druhé méreni (%)
F14 4 2
F23b 77 82
F25 72 59
F27 21 28
F28 16 18
F32 35 32
F33 56 55
F35 19 19
F36 45 45
F37 25 23
F38 45 47
F50 99 99

Hodnoty opakovanych méteni pro lokus RP2, hodnota udava procento inaktivace kratsi alely

Zena prvni méreni (%) | druhé méreni (%)
F23a 84 81
F26 8 9
F27 66 60
F28 9 12
F29 35 34
F30 31 37
F31 71 69
F40 53 57
F41 73 73
F46 74 73
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Hodnoty opakovanych méteni pro polymorfismus LAMP2 ¢.156 A>T, hodnota udava procento

transkriptu s variantou A

Hodnoty opakovanych méteni pro polymorfismus IDS ¢.438C>T, hodnota udava procento

zena prvni méreni (%) | druhé méreni (%)
F4 50 49
F8 73 77
F11 65.5 62
F13 9 9
F14 2 0
F16 25,5 28
F20 91 90,5
F24 71,5 68,5
F43 99,5 99,5
F44 74,5 75
F45 91 88,5

transkriptu s variantou C

Zena prvni méreni (%) | druhé méreni (%)
F1 70 72
F2 39 38
F5 78 78
F6 85 83
F9 70 71
F11 39 41,5
F12a 23 24
F18 56 56
F39 86 86

Priloha 3: Protokol stanoveni haplotypi

Chemikalie

sada Elucigene QST*Rplusv2

- reak¢ni smés

Hi-Di formamid Applied Biosystems, USA
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GeneScan 500 ROX, Applied Biosystems, USA

voda z
Postup

1.

10.

11.

Direct-Q systému, Millipore

K analyze byla pouzita DNA izolovana pomoci sady od firmy Qiagen podle protokolu
uvedeném v kapitole 3.2.1.

Ptipravu PCR smési jsme provadéli v lamindrni boxu. Vyrobcem dodanou reakéni smés
jsme rozpipetovali do zkumavek po 10 pl.

Poté jsme do kazdé zkumavky ptidali 2,5 pl testované DNA a promichali pipetovanim
a kratce stocili.

Soucasné se sérii vzorkil jsme pfipravili i vzorek kontrolni, ve kterém byl objem DNA
nahrazen vodou.

Pripravené vzorky jsme vlozili do termocykleru (DNA Engine Dyad, BioRad) a DNA
amplifikovali pfi podminkach podle tabulka 19.

Tab. 19: Podminky PCR pro vzorky ptipravované sadou Elucigene QST*Rplusv2

teplota (°C)  cas(s)

95 900

95 30

59 90 26x
72 90

72 1800

Nasledné jsme vzorky ptipravovali na kapilarni elektroforézu.

Smichanim 250 ul Hi-Di formamidu s 6,85 ul standardu délky GeneScan 500 ROX a
rozpipetovali po 15 pl na mikrotitra¢ni desti¢ku.

Kazdé¢ jamky jsme ptidali po 3 pl vzorku po PCR.

Vzorky jsme denaturovali v termocykleru pii 94 °C po 3 minuty a poté inkubovali pfi
4 °C po 30s.

Desticku jsme kratce centrifugovali a nasledné vlozili k analyze do pftistroje 3500xL
Genetic Analyzer, Applied Biosystems.

Analyzu vysledkt jsme provadéli v programu GeneMapper 5.
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