Abstrakt

U Zen nalézame dvojndsobny pocet X-vazanych genii oproti muzim, nebot maji dva
chromozomy X, zatimco muzi jsou pro X-vazané geny hemizygoti. Tato nerovnovaha je
kompenzovana v prubéhu ¢asné embryogeneze procesem X-inaktivace (XCI), tzv. primarni
X- inaktivace. Inaktivace chromozomu X je nahodny proces, pricemz zeny jsou mozaiky dvou
bunéénych populaci. Pomér exprimovanych alel u Zen mize byt ndhodny (cca 50:50) nebo
nevyvazeny (>80:20). K nevyvazené XCI mize dojit v dusledku selekce, kdy je preferencéné
inaktivovana jedna z alel. V tomto ptipad¢ mluvime o sekundarni XCI.

V této diplomové praci jsme provadéli stanoveni inaktivace chromozomu X u heterozygotnich
zen sriznou zavaznosti fenotypovych pfiznakd u vybranych X vazanych dédi¢nych
metabolickych onemocnéni. Na§im hlavnim zdjmem byla Fabryho choroba (deficit enzymu
a- galaktosidazy A kodovaného genem GLA). Dale jsme studovali XCI u jedné rodiny
s X- vazanou agamaglobulinémii.

Zabyvali jsme se studiem mutantnich alel a stavu XCI na zaklad¢ analyzy riznych lokust,
riznych metodickych pfistupti a riznych tkani. Poprvé jsme vyuzili pfimou analyzu transkriptu
genu GLA k detekci poméru alel. K alelové specifické expresi (ASE) jsme déle vyuzili
jednonukleotidovych polymorfismiit v genech IDS a LAMP2. K methyl-senzitivni restrikéni
analyze (MSRA) jsme vyuzili lokusy 4R, RP2 a CNKSR2. Pro ASE jsme pouzili RNA
izolovanou z krve a pro MSRA jsme vyuzili DNA izolovanou z krve a bukélnich stért.
Testovali jsme zaménitelnost a spolehlivost jednotlivych sond vzhledem k pfimé analyze genu
GLA, sledovali jsme tkaniovou specifitu v krvi a bukalnich stérech.

Mezi stanovovanymi sondami jsme zjistili vysoky stupen korelace. Tkanova specifita odhalila
u 25 % pacientek nevyvazené pomery XCI v krvi, zatimco mezi vzorky bukalnich stéri byl
nevyvazeny pomér XCI detekovan pouze u jedné pacientky. Enzymova aktivita o-
galaktosidazy A odpovidala hodnotam relativni exprese genu GLA.

Vysledky analyz ASE a MSRA byly porovnany s tizi klinickych projevil pacientek s Fabryho
chorobou a X-vazanou agamaglobulinémii. Vysledky ukazuji, ze stav XCI stanoveny v krvi
a bukdlnich stérech neodpovidd fenotypovému postizeni pacientek. U Fabryho choroby je
ziejmé podstatnéj$im faktorem typ mutace a vk pacientky, u X-vdzané agamaglobulinémie je

vysledek stavu XCI v krvi ovlivnén sekundarni X-inaktivaci.



