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Abstrakt

TurnerGv syndrom (TS) je genetické onemocnéni Zen s celosvétovou frekvenci vyskytu 1:2 000. Jeho
pfi¢inou nemusi byt pouze monozomie chromozomu X (45,X), nybrz i mozaikovy karyotyp
(45,X/46,XX; 45,X/46,XY; 45,X/47,XXX), izochromozom X (46,X,i(Xq)), ring chromozém X
(45,X/46,X,1r(X)) nebo dalsi strukturni aberace chromozému X (delece a translokace). U pacientek
S TS (s vyjimkou pacientek s ring chromozémem) neni diagnostikovana mentalni retardace. TS tzce
souvisi s regulaci exprese genové davky, pfedev$im s procesem inaktivace chromozému X. Geny
unikajici procesu inaktivace chromozému X, jsou u zeny karyotypu 45,X exprimovany v nespravné,
polovi¢ni dédvce ve srovnani se zdravou Zenou. Ptikladem takového genu je SHOX, na ktery jsem se
soustfedila ve své bakalatfské praci. Haploinsuficience genu SHOX zplsobuje majoritni fenotypovy
projev TS, kterym je mala postava a kostni abnormality. Vyzkum dalSich genti, odpovédnych za TS,
komplikuje skutecnost, Ze neexistuje vhodny modelovy organizmus, na kterém by bylo mozné TS
studovat a vysledky extrapolovat na ¢lovéka. U mySich samic se 1isi nejen samotny proces inaktivace
chromozému X, ale i fenotypové projevy s karyotypem 39,X jsou daleko mirn€j$i nez u Zzen
s karyotypem 45,X, coz lze vysvétlit skute¢nosti, Ze u mysi unika procesu inaktivace chromozéomu X

pouze okolo 3 % genti, zatimco u ¢lovéka 15 % gend.

Kli¢ova slova: Turneriv syndrom, karyotyp Turnerova syndromu, inaktivace chromozému X,

geny unikajici procesu inaktivace chromozému X, gen SHOX



Abstract

Turner syndrome (TS) is a genetic anomaly occurring in women with worldwide frequency 1:2,000.
Turner syndrome’s possible causes include X chromosome monosomy, mosaic karyotype
(45,X/46,XX; 45,X/46,XY; 45X/47,XXX), X isochromosome (46,X,i(Xq)), ring X chromosome
(45,X/46,X,r(X)), and other X chromosome aberrations (deletion and translocation). Patients with
Turner syndrome (with the exception of ring chromosome abnormalities) aren’t diagnosed with mental
retardation. Turner syndrome is closely related to the regulation of gene expression level, particularly
with X chromosome inactivation. Genes escaping the X chromosome inactivation process in 45,X
women are expressed in half the dose of a healthy woman. An example of such a gene is SHOX, which
| decided to focuse on in this thesis. SHOX gene haploinsufficiency causes major Turner syndrome
phenotype manifesting of short body and bone abnormalities. The research of other genes with
possible roles in Turner syndrome is complicated by the absence of adequate model organism, which
could be used for TS study with possibility to extrapolate the results to humans. In mice, both the
inactivation process itself is different and the phenotypic manifestation of X monosomy (39, X) is also
much milder than in 45,X women. This difference could be explained by the fact that in mice only
about 3 % of genes escape inactivation, while in humans 15 % of genes escape.

Key words: Turner syndrome, Turner syndrome karyotype, X chromosome inactivation, genes

escaping the X chromosome inactivation process, SHOX gene



Seznam zkratek

5 -
TAAT(N),ATTA-
3

AER
AGC1
AK
AKCRK

AMOT
AUG
BLAST

BNP
Carbb
cDNA
CKIllI
C-MYC

CNE
CNS
COL2A1
CpG
CTCF
Ddx3x

DNMT3a

DXPas34
Ezh2
faf

FGF
FGFR3

FSH
Ftx(FTX)

H3K27me3

palyndromic sequence 5'-
TAAT(N)NATTA-3" - DNA binding
motif for homeodomain of SHOX

apical ectodermal ridge
aggrecan gene
amino acid

nuclear localization sequence alanine -
lysine-cystein-arginine-lysine

angiomotin gene
start codon
basic local alignment search tool

brain natriuretic peptide
carbonic anhydrase 5b gene
complementary DNA
casein kinase 1

v-myc myelocytomatosis viral
oncogene homolog

conserved non-coding elements
central nervous system
collagen type 1l gene
cytosine-phosphate-guanosine
CCCTC binding factor

ATP-dependent RNA helicase
DDX3X, X-linked gene

de novo DNA (cytosine-5)-
methyltransferase 3A

DXPas34
histone-lysine N-methyltransferase
fat facets gene

fibroblast growth factor
fibroblast growth factor receptor gene

follicule-stimulating hormone
gene encodes INCRNA, its name comes

from five prime to Xist gene

histone H3 trimethy! lysine 27

palindromaticka sekvence 5°-
TAAT(N)NATTA-3" - DNA vazebny
motiv, ke kterému se vaze
homeodoména proteinu SHOX

apikalni ektodermalni hifeben

gen kodujici aggrecan

aminokyselina

jaderna lokaliza¢ni sekvence - alanin-
lysin-cystein-arginin-lysin

gen pro angiomotin

inicia¢ni kodon

algoritmus pro porovndni podobnosti

sekvenci dvou nebo vice nukleovych
kyselin anebo proteint

mozkovy natriureticky peptid

gen kodujici karbonat anhydrazu 5b
DNA komplementarni k mMRNA
kasein kindza 1

homolog virového
myelocytomatézniho onkogenu
v-myc

konzervovany nekodujici elementy
centralni nervovy systém

gen kodujici kolagen typu 11
cytosin-fosfat-guanosin

CCCTC vazebny faktor

X-vazany gen kodujici ATP
dependentni RNA helikazu

de novo DNA —(cytosin-5)
metyltransferaza 3A

DXPas34 enhancer genu Tsix
histon-lysin N-metyltransferaza

drozofily gen dulezity pro vyvoj oka a
embryondalni vyvoj

fibroblastovy rustovy faktor

gen kodujici receptor pro fibroblastovy
rustovy faktor

folikul-stimulujici hormon

gen kodujici IncRNA, jejiz jméno
pochazi z anglického five prime to Xist
gene

trimetylovany histon H3 na lysinu 27



H3K4me2
H3K4me3
H3K36me3
HOXA9
HTR2C

ICM
Jpx(IPX)
kb
KLF4
LCR
LH
LINE
INcRNA
LWS
Mb
Midl

mMiRNA
MRNA
NANOG

NCBI

NLS
NPPB
NPRs
nt
OCT4

0g12x (Shox2)

P1

P2
PAR1
PHOG

PRC2
Rep-A
REX1
RNA-Seq

histone H3 dimethyl lysine 4
histone H3 trimethyl lysine 4
histone H3 trimethyl lysine 36
homeobox A9

5-hydroxytryptamine (serotonin)
receptor 2C gene

inner cell mass

just proximal to Xist gene
kilobase

Kriippel-like factor 4
locus kontrol regions
luteinizing hormone

long interspersed elements
long non-coding RNA
Léri - Weill syndrome
millions of base pairs

gene encodes protein involved in the
formation of multiprotein structures
acting as anchor points to microtubules

microRNA
messenger RNA

pluripotency factor’s name comes from
Tir Na Nog - mythologic Celtic land

National Center for
Information

Biotechnology

nuclear localization sequence
natriuretic peptide B gene

Natriuretic peptide receptor
nucleotide

octamer-binding transcription factor 4

short stature homeobox 2

main promotor of gene SHOX
alternative promotor of gene SHOX
pseudoautosomal region 1

pseudoautosomal homeobox-
containing osteogenic gene

Polycomb repressive complex 2
repeat adenosin

RNA exonuclease 1

RNA sequencing

dimetylovany histon H3 na lysinu 4
trimetylovany histon H3 na lysinu 4
trimetylovany histon H3 na lysinu 36
homeobox A9

gen kodujici receptor 2C pro 5-
hydroxytryptamin (serotonin)

vnitini bunéénd masa

gen lokalizovany proximalné od Xist
1 tisic para basi

faktor 4 podobny proteinu Kriippel
misto kontrolni oblasti

luteiniza¢ni hormon

dlouhé roztrousené elementy
dlouha (protein) nekodujici RNA
Léri - Weilltiv syndrom

milion part basi

gen kodujici protein, zapojeny ve
fomovani multipodjednotkové

struktury ptisobici jako kotva pro
mikrotubuly

mikroRNA
informaéni RNA

nazev pluripotentniho faktoru pochazi
z keltské mytologie - Tir Na Nog

Narodni centrum pro biotechnologické
informace v USA

jaderna lokaliza¢ni sekvence

gen kodujici natriureticky peptid B
receptor pro natriureticky peptid
nukleotid

transkripcni faktor 4 vazici se
k oktamerovému DNA motivu

gen obsahujici homeobox 2 souvisejici
s malou postavou

hlavni promotor genu SHOX
alternativni promotor genu SHOX
pseudoatozomalni oblast 1

pseudoautozomalni homeobox
obsahujici osteogenni gen

represivni komplex 2 Polycomb
repetice bohata na adenosin
RNA exonukleaza 1

RNA sekvenovani



RNF12
RPS4X

RPS4Y
Rsx

S106
SEDE

SHH
SHOT

SHOX
SHOX2

Shroom4
(SHROOM 4)

SOX2
SOX5
SOX6
SOX9
SRY

TGA
TS
Tsix (TSIX)

U20S
UBAL (A1S9T)

URL
USP9X (DFFRX)

USP9Y (DFFRY)

UTR

Vil-1
VII-2
VII-3

ring finger protein 12
ribosomal protein S4, X-linked gene

ribosomal protein S4, Y-linked gene
RNA on the silent X

serin in position 106

serin in position 106 is part of motive -
serine, glutamic acid, aspartic acid,
glutamic acid

sonic hedgehog

SHOX homologous gene on
chromosome three

short stature homeobox gene
short stature homeobox 2

Shroom family member 4 gene

SRY-box 2 protein
SRY -box 5 protein
SRY-box 6 protein
SRY-box 9 protein
sex-determining region Y

stop codone
Turner syndrome

X (inactive)-specific transcript,
antisence

human osteosarcoma cell line

ubiquitin-like modifier activating
enzyme 1 gene

uniform resource locator

ubiquitin specific peptidase 9, X-linked
gene

ubiquitin specific peptidase 9, Y-linked
gene

untranslated region
splice variant 1 containing VII exon

splice variant 2 containing VII exon

splice variant 3 containing VII exon

prstencovy prstovy protein 12

gen kodujici X-vazany ribozomalni
protien S4

gen kodujici Y-vazany ribozomalni
protien S4

RNA umlcujici chromozém X
U vacnatcti

serin v pozici 106

serin v pozici 106 je soucasti motivu -
serin , kyselina glutamova, kyselina
asparagova, kyselina glutamova

sonic hedgehog

homologni gen ke SHOX na
chromozému 3

gen obsahujici homeobox souvisejici
s malou postavou

gen obsahujici homeobox 2 souvisejici
s malou postavou

gen kodujici 4 ¢len rodiny Shroom

protein SRY -box 2
protein SRY -box 5
protein SRY -box 6
protein SRY -box 9

sex-determinujici faktor Y (gen ucujici
sam¢i pohlavi)

stop kodon

Turnertv syndrom

antisence transkript specificky pro
inaktivni X

lidska kostni nddorova bunécna linie

gen kodujici enzym podobny ubiquitin
modifikujicimu aktivaénimu enzymu 1

jednoznaéné uréeni zdroje

gen kodujici X-vazanou ubiquitin
specifickou peptidazu 9

gen kodujici Y-vazanou ubiquitin
specifickou peptidazu 9

neptekladana oblast

sestfihova varianta 1 obsahujici exon
VII

sestiithova varianta 2 obsahujici exon
VII

sestiithova varianta 3 obsahujici exon



XACT

Xa

XClI

Xi

XIC

Xist (XIST)
Xite

Xm
Xp
Xp
Xq

YY1
ZFX

ZFY

ZPA

X active coating transcript

active X chromosome

X-chromosome inactivation

inactive X chromosome
X-inactivation center

X inactivation specific transcript
X-inactivation intergenic transcription

element

maternal X chromosome
paternal X chromosome
short arm X chromosome

long arm X chromosome

Yin-Yang 1
zinc finger protein, X-linked gene

zinc finger protein, Y-linked gene

zone of polarizing activity

Vil

transkript obalujici aktivni X

aktivni chromozom X

inaktivace chromozému X

inaktivni chmozém X

X inaktivaéni centrum

transkript specificky pro inaktivaci X

X-inaktivaéni intergenni transkripcni
element

maternalni chromozém X (zdédény od
matky)

paterndlni chromozéom X (zdédény od
otce)

kratké raménko lidského chromozému
X

dlouhé raménko lidského chromozdému
X

Yin-Yang 1

gen kodujici X-vazany protein
S motivem zinkového prstu

gen kodujici Y-vazany protein
S motivem zinkového prstu

zona polarizujici aktivity



L UVOU.ooooeee ettt es st s et s en s n et es s een e 1
2. Karyotyp TUINEIroVA SYNUTOMU......cueiiiiiiieiiiete ittt st ss et n b n e ene s 2
2.1 IMIOZATKA. ... 2
2.2 Izochromozom X a ring ChromozZOm X ........cvicieiiiiieiie e 2
2.3 Balancované translokace, delece kratkého a dlouhého raménka ...........coccvveveviiiiiiiiieiiineeeins 3
3. Vyrovnani exprese mezi geny lokalizovanymi na chromozému X a autozémech ....................... 5
4. Inaktivace chromozomu X............ccccoiiiiiiiiiiiii e 7
4.1 X inaktivaéni cetrum a gen XiSt (XIST).....ccuiiiiiiiieieinir s 8
5. Regulatory eXprese eMU XISt .........coiiiiiiiiiieiieieieie ettt 10
5.1 GEN TSIX (TSIX) e tiitteie ittt ettt ettt ettt s be et be s ae et e s beere e s beeteebesbeeneenresneenee e 10
5.1.1 Regulatory exprese genu TSix - Xite, DXpas34, YY1, CTCF......ccccoviiininiennnenenieneeennenns 12
5.2 Pluripotentni faktory @ RNF12.......cooiiiiiiice e 14
5.3 GBIN FIX (FTX) 1ttt bbbt bbb 14
R LTI o) (V] = OSSOSO 15
6. Riizné uplatnéni strategie inaktivace chromozomu X u tii sav€ich zastupci...............cccceenee 16
7. Geny unikajici inaktivaci chromozomu X.............c.coccooiiiiiiiii 19

766

8. Fenotypové projevy Turnerova syndromu a jejich molekulirni podstata — geny ,,rezistentni

K inaktivaci cChromozomu X ...........cooooiiiiiiiiii e 22
8.1 Malé postava a kostni odchylky a gen SHOX ........cooiiiiiiiii e 22
8.1.1 Struktura genu SHOX @ JENO regUIACE. ........cveiiiiiciric e 23
8.1.2 PHDUZNOSE SHOX ...ttt bbbttt bbb e 27
8.1.3 Geny regulované transkripénim faktorem SHOX ..........ccooiiiiiiiininiiee e 28
8.2 Dalsi geny zapojené do Turnerova SyNdromuU............cooviverereenreneenenesee e 29
8.2.1 GONAAINT AYSZENEZE .....veveiieitiiiieiti ittt ettt b et ne e 29
8.2.2 Gen ZFX — gonadalni selhani a mald pOStAVA .......ccceeviiviiieiiiiiiie e 30
8.2.3 GBI RPSAX.... oottt 31
8.2.4. Problémy asociované s lymfatickym systémem a dalsi fenotypové projevy TS .......ccccee.. 31

0. ZLAVET ...t e 33



1. Uvod

Fenotypové rysy onemocnéni znamého dnes jako Turnertv syndrom (TS) byly poprvé pozorovany
pted vice nez 250 lety, kdy Giovanni Baptiste Morgagni v roce 1768 popsal pii pitvé zeny malého
vzrastu tvarovou anomalii ledvin a chybé&jici ovarialni tkan (Zapletalova et al., 2003). Ale skute¢né
prvni uspofadany souhrn fenotypovych projeviu vytvotil az 1ékai Henry H. Turner, jenz v roce 1938
popsal u sedmi pacientek atypické rysy jako maly vzrust, mentalni retardaci, atypicky vyvoj
primarnich a sekundarnich pohlavnich znaku, dale i cubitus valgus (vyboceny loket) a kratky krk
(Turner, 1938; cit. dle Stratakis a Rennert, 1994). Pted nim si sice uz roku 1930 némecky l1ékai Ulrich
v§iml neobvyklého rysu — pterygium colli (kongenitalni fasa po stranach krku) u 6-leté hol¢icky,
nicméné, mozna i kviili omezenim, se kterymi se v prubéhu 2. svétové valky musel potykat, neptispéel
Kk charakterizaci Turnerova syndromu tak vyznamné jako H. H. Turner (shrnuto v Stratakis a Rennert,
1994). Mezi dalsi fenotypové projevy asociované s kompletni nebo ¢asteénou monozomii
chromozomu X patii pied¢asné ovarialni selhani a s nim souvisejici neplodnost, hypoplazie bradavek,
dermatologické odchylky, miskovité nehty, rizné kostni odchylky, gotické patro, mikrognathie (mala
brada), renalni malformace, gastrointestinlni problémy nebo onemocnéni souvisejici
s kardiovaskularnim systémem. U pacientek s TS mizeme pozorovat ¢asté zanéty stiedousni dutiny
vyustujici v dospélosti az v hluchotu, Casta jsou i zrakova poSkozeni, ale i vy$8i predispozice
k autoimunitnim chorobam ¢i k nadorm (shrnuto v Sybert a McCauley, 2004, Stratakis a Rennert.,
1994). V neposledni fadé muzeme diagnostikovat neobvykly kognitivni a psychosocialni profil

(El Abd et al., 1999).

Celosvétovy vyskyt TS v soucasné dobé je 1 ze 2 000 narozenych dévcatek (shrnuto v Ranke
a Saenger, 2001) a jen v Ceské republice Zije vice jak 2 000 Zen a divek s Turnerovym syndromem.
V CR se kazdorotné rodi 20 az 25 dév&atek stimto poskozenim (Zapletova et al., 2003). Z vyse
uvedenych dat vyplyva, Ze TS postihuje pomérné znaény pocet zen, kterym defekty s nim spojené

znesnadnuji ¢i zcela vylucuji normalni zptisob Zivota.

Cilem mé prace je odpovédét na otazku, pro¢ se u Zen s karyotypem X0 manifestuji vyse
zminované fenotypové projevy. Turneriv syndrom uzce souvisi s procesem inaktivace chromozomu
X, a proto uvedu zakladni principy jeho regulace a rozdily jeho molekularni podstaty v rdmci savct.
Predstavim také geny, jez unikaji procesu inaktivace chromozomu X, jejichz haploinsuficience je

pravdépodobné pric¢inou vzniku TS.



2. Karyotyp Turnerova syndromu

Turneriv syndrom Se manifestuje nejen u Zen s monozomii chromozému X, ale i u téch, které maji
mozaikovy karyotyp 45,X/46,XX, 45,X/46,XY, 45,X/47XXX, ring chromozém, izochromozom,

popfipadé u téch pacientek, které nesou dalsi strukturni aberaci chromozému X (deleci, translokaci).

2.1 Mozaika

Zeny s karyotypem 45,X/46,XX maji mirn&jsi fenotypové projevy oproti pacientkam s monozomii
chromozému X. Pacientky s mozaikovym karyotypem jsou Casto fertilni. Je mozné, Ze monozomie je
ve skute¢nosti nesluditelna se Zivotem, a i diagnostikovana monozémie je pravdépodobné skrytou
mozaikou. Pii¢inou vétSiny spontannich potratd je totiz monozémie chromozému X. Zavaznost
fenotypového projevu u téchto Zzen by pak odrazel stupenn mozaiky (Held et al., 1992; cit. dle Powell,
2005).

Jedinci s karyotypem 45,X/46,XY mohou mit primarni pohlavni znaky muzské nebo typické pro
zenu S TS. Z 92 testovanych jedinct s karyotypem 45,X/46,XY mélo 95 % normalni muzské genitalie.
U zbytku testovanych jedincu se vyskytovaly abnormality genitalii, zahrnujici hypospadii (vrozena
malformace muzskych pohlavnich organt), mikropenis, abnormality Sourku, ovarialni dysgeneze,
popiipadé¢ smiSend gonadalni dysgeneze (pohlavni Zzlaza obsahovala jak ovaridlni tkan, tak
i testikularni tkan). U jedinca s 45,X/46,XY byl diagnostikovan s vyssi frekvenci gonadoblastom. Z 23
zkoumanych jedinct 91 % jedinct mélo muzské primarni pohlavni znaky, pokud pievazovala bunééna

linie 46,XY (Chang et al., 1990).

Piiblizné 2 % pacientek s TS maji karyotyp 45,X/47,XXX. Tyto zeny maji mirn&jsi fenotypovy
projev. U péti zkoumanych pacientek ze Sesti, které byly star$i nez 10 let, se objevila spontanni
puberta a menstruace s pravidelnym menstruaénim cyklem. Tii pacientky ze sedmi zkoumanych
nevyzadovaly lécbu ristovym hormonem. Nemély zadné kardiovaskularni problémy ani renalni
anomalie. Nebyl u nich ani diagnostikovan neobvykly kognitivni ¢i behaviordlni fenotyp

(Kleczkowska et al., 1990; cit. dle Powell, 2005).

2.2 Izochromozém X a ring chromozém X

Pacientky s karyotypem 46,X,i(Xq) maji jeden chromozom X normalni a druhy ve formé
izochromozému. [zochromozémy vznikaji v pribéhu meiotického déleni nespravnym horizontalnim
délenim centroméry, vznikly izochromozém X nese pak nejcastéji dvé dlouhd raménka.
Izochromozom X muize byt monocentricky, ale ¢astéji je dicentricky (Wolff et al., 1996). Pacientky

s karyotypem 46,X,i(Xq) mély stejné fenotypové projevy jako pacientky S monozémii chromozému



X, ackoliv u pacientek s izochromozémem hrozi vyssi riziko propuknuti autoimunitnich onemocnéni,

nezli u zen s karyotypem 45,X (Elsheikh a Wass, 2001).

Pacientky s karyotypem 45,X/46,X,r(X) (jeden chromozém X je normalni a druhy ve formé ring
chromozému) maji vyraznéjsi fenotypové projevy. Mezi ty nejvyraznéjsi projevy patiily mentalni
retardace, infekce stfedousni dutiny a §ilhani. Pacientky byly mensiho vzrdstu, s men$im obvodem
hlavy, neZ pacientky s monozémii chromozomu X. U pacientek s ring chromozémem se objevovaly
rizné anomalie obliceje zahrnujici plochy, Siroky nos, nadmérna vzdalenost oci, rozstepy, Siroka tsta
s tenkym hornim rtem, kongenitdlni malformace a rizné rdstové abnormality zahrnujici sriisty
prstt a jiné defekty koncetin. U pacientek byla patrna hyperpigmentace nebo naopak hypopigmentace
kize. Nékteré fenotypové projevy (mentalni retardace, hypo- nebo hyperpigmentace, sristy prsti) se
vyskytuji i u osob s Kubuki syndromem. Zavaznost fenotypového projevu zavisi na velikosti
chromozému ring, ktera je dana rozsahem delece kratkych a dlouhych ramének (¢im mensi byl

chromozom ring, tim projevy mély t€z8i formu) (Dennis et al., 1993).

Mentalni retardace ale i dalsi fenotypové projevy typické pro pacientky s ring chromozémem jsou
disledkem funkéni disomie genti lokalizovanych na ring chromozému. U malych ring chromozému
doslo ke ztraté X inaktivaéniho centra (XIC — z angl. X — inactivation centre), a proto nejsou tyto
chromozémy X schopny podstoupit transkripéni uml¢eni a nékteré geny jsou transkribovany ve vyssi
davce nezli u zdravé zeny. Naopak nckteré geny, lokalizované na koncich kratkych a dlouhych
ramének, nejsou pfitomny v disledku delece a jejich haploinsuficience vede ke klasickym rysiim
popisovanym u TS (Migeon et al., 1993). Pfi¢ina mentalni retardace zfejmé souvisi s vyskytem

strukturnich abnormalit mozku (El Abd et al., 1999).

2.3 Balancované translokace, delece kratkého a dlouhého raménka

Balancovana translokace, kterd& zahrnuje chromozém X a autozéOm, mize  vést
k podobnym fenotypovym projeviim, které jsou popsany u pacientek s TS nebo k primarnimu ¢i

sekundarnim ovarialnimu selhani (Powell et al., 1994, Therman et al., 1990; cit. dle Powell, 2005).

Pacientky s balancovanou translokaci mohou mit rizné fenotypové projevy v zavislosti na misté
zlomu a Ize je obecné rozttidit do Ctyf kategorii. Prvni kategorie zahruje fenotypoveé normalni Zeny,
u nékterych z nich vSak dcery nejsou zdravé. Druha skupina Zen zahrnuje ty, jeZ maji n¢jakou formu
gonadalni dysfunkce. Ta byla popsina u pacientek se zlomem v oblasti mezi Xql13-Xq26, ale ne
U pacientek se zlomem Xq22. Tieti kategorie zahrnuje Zeny, které maji recesivni nebo dominantni
choroby vazané na chromozém X. Ctvrtd skupina zahrnuje Zeny s kongenitalnimi abnormalitami

a vyvojovou retardaci (Waters et al., 2001).

Pokud u nositelek balancované translokace dojde k inaktivaci chromozomu X, ktery nese

translokovany segment pochazejici z autozomu, mize to zpusobit funkéni monozomii pro autozoémalni



geny a naopak funk¢ni disomii pro geny, které byly soucasti segmentu translokované¢ho na autozom.
Tato situace je asociovana s fenotypovym projevem podle mista zlomu (Schmidt a Du Sart, 1992; cit.
dle Waters, 2001).

Zcela stézejnim pro odhaleni genit TS by mohly byt pacientky s delecemi kratkého ¢i dlouhého

raménka chromozému X.

Delece kratkého raménka mize vést k nékterym fenotypovym projevim asociovanym S TS.
Rozsah delece u Zen s touto chromozomalni abnormalitou urcuje zdvaznost fenotypového projevu.
Pacientky s terminalni deleci kratkého raménka jsou malého vzristu, ale jsou fertilni. Pterygium colli
je Casto popisovany somaticky rys u pacientek s karyotypem 45,X. Terminalni delece Xp nevede vsak
k tomuto fenotypovému projevu. Niz§i vlasova hranice a kongenitalni edémy byly popsany
U pacientek, jez mély zlom v oblasti Xp22.3. Pokles ocnich vi¢ek byl pozorovan u pacientek se
zlomem v oblasti Xpl11.2. Kostni abnormality — kratky krk, gotické patro, Madelungovy deformity,
ale 1 kratkd postava byly charakterizovany u pacientek se zlomem v Xp22.3. Pacientky se zlomem,
jenz byl distadln¢ od Xpll nemély zadné kardiovaskularni problémy, naopak pokud zlom byl
proximalné od Xpll, tak se u téchto pacientek manifestovaly kardiovaskularni problémy (mély
abnormality aortického valu). Renalni problémy byly asociovany se zlomem proximalné¢ od Xp22.3.
Nadméma tvorba koznich névi se objevila u pacientek se zlomem proximalné od Xp22. Vyskyt

autoimunitnich onemocnéni byl vazan na zlom proximalné od Xp11.4 (James et al., 1998).

Rovnéz nékteré pacientky s deleci dlouhého raménka vykazuji nékteré fenotypové projevy TS jako

je mala postava, ovarialni selhani (Therman et al., 1990; cit. dle Powell, 2005).


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Eeva+Therman%22

3. Vyrovnani exprese mezi geny lokalizovanymi na chromozému X
a autozémech

V priibéhu evoluce se vyvinulo nékolik systémii kompenzace genové davky, které slouzi k vyrovnani
genové exprese u gent lokalizovanych na pohlavnich chromozémech. U savct je genova davka mezi
pohlavimi kompenzovana jen pro genové bohat$i chromozoém X (napf. lidsky chromozom X nese
1 098 genil, naproti tomu chromozém Y nese jen okolo 100 genil) a to pomoci transkripéni inaktivace
jednoho ze dvou chromozomi X v samiéich buiikach (Lyon, 1961, cit. dle Heard a Disteche, 2006;
Ross et al., 2005; Skaletsky et al., 2003). Soucastné, aby byla udrZzena rovnovaha mezi expresi genl
lokalizovanych na autozomech a chromozoému X (Obr. 1), musi byt dle Ohnovy hypotézy exprese
genu lokalizovanych na chromozomu X dvakrat vyss$i nez u gent lokalizovanych na autozémech.
Genovy expresni pomér mezi chromozémem X a autozomy je pak roven jedné (Ohno, 1967; cit. dle
Heard a Disteche, 2006). Pokud by tato hypotéza neplatila, znamenalo by to, ze nedochazi
k zdvojnasobeni exprese gent lokalizovanych na chromozému X a expresni pomér mezi

chromozémem X a autozémy by byl roven 0,5.

Samec Samice
AXayY A AXa Xj

A
[
i

Obr. 1: Zajisténi rovnovahy genové exprese u genu lokalizovanych na chromozému X u savcd. Pro zajisténi
rovnovahy genové davky U savcl musela byt hladina genové exprese u genu lokalizovanych na aktivnim
chromozomu X Vv pribéhu vyvoje zdvojnasobena, protoze druhy chromozém X byl u samic transkripéné umlcen
(tmavy obdélnik, Xi). Uroveii genové exprese (znazornéna graficky, Zlutymi kolecky) je pak dle Ohnovy
hypotézy stejna pro par autozémtl a pro chromozémy X. Pievzato a upraveno podle Heard et al. (2006).

O potvrzeni Ohnovy hypotézy se pokusila studie zalozena na celogenomové expresni analyze
pomoci DNA ¢ipi (DNA microarrays). Nguyen a Disteche prokazali, ze expresni pomér mezi
autozémy a chromozémem X je blizko jedné (konkrétné pro lidské somatické tkané 0,94, u mysi 1,01)

(Nguyen a Disteche, 2006).

Roku 2010 byla Ohnova hypotéza zpochybnéna. Dle Xionga a spol. jsou zavéry
Nguyen a Disteche mylné, nebot’ celogenomova expresni analyza pomoci DNA ¢&ipu je vhodna pro
porovnani urovné exprese stejnych genil v riznych podminkach a nikoliv pro porovnani urovné

exprese mezi riznymi geny. Autoii analyzovali expresi vSech X-vazanych geni pomoci RNA-



sekvenacni technologie (RNA sequencing, RNA-Seq) a dospéli k zavéru, Ze nedochazi ke kompenzaci

genové davky mezi geny lokalizovanymi na chromozomu X a autozémech (Xiong et al., 2010).

Nicméné v kratké dobé byly zavéry obou studii (Nguyen a Disteche i Xiong a spol.) znovu
zpochybnény. Autofi totiz nevzali do Uivahy, Ze chromozomy X jsou obohaceny o geny souvisejici
s reprodukci, jejichz exprese je v somatickych tkanich nizka. Zaroven do analyzy chybné zahrnuli i X-

vazané geny, jeZ jsou na chromozému X transkripcné umlceny.

Ctyfi nezavislé skupiny v roce 2011 navrhly, 7e kompenzace genové davky zdvojnisobenim
genové exprese na aktivnim chromozému X se muze tykat jen téch gentl, jez jsou na ném aktivné

transkribovany (Deng et al., 2011, Kharchenko et al., 2011, Lin et al., 2011, Yildirim et al., 2011).

Za nejzajimavéjsi povazuji vysledky Yildirim a spol., kteti krom potvrzeni Ohnovy hypotézy
navic zjistili, ze chromatin aktivniho chromozému X je obohacen o modifikace, které podporuji
transkripci gend: fosforylace RNA polymerazy typu II na serinu v pozici 5, trimetylace lysinu v pozici
4 na histonu H3 (H3K4me3), fosforylace polymerazy typu II na serinu v pozici 2 a trimetylace lysinu
v pozici 36 na histonu H3 (H3K36me3). Prvni dvé modifikace jsou Spojeny s iniciaci

transkripce a dalsi dvé s transkrip¢ni elongaci (Yildirim et al., 2011).



4. Inaktivace chromozému X

Vlastni proces inaktivace chromozomu X (XCI, z angl. X chormosome inactivation) lze rozdélit do
nekolika fazi: pocitani (hypoteticky mechanismus, kterym je registrovan pocet chromozémt X
Vv buiice vzhledem K poétu autozému), volba (mechanismus nahodné volby, kterym je jeden ze dvou
chromozémi X vybran pro inaktivaci, Xi, a soucasné¢ druhy jako aktivni, Xa), iniciace inaktivace
vybraného chromozému a faze stabilniho transkripéniho umléeni beéhem nasledujicich mitotickych

déleni, ktera je jiz nezavisla na Xist (shrnuto v Augui et al., 2011).

Vétsina experimentt, tykajicich se inaktivace chromozomu X, byla provedena na mys$im modelu,
konkrétné na mysich embryonalnich bunkach, které se staly in vitro modelovym systémem pro
inaktivaci chromozému X. Podstupuji totiz inaktivaci chromozomu X pied diferenciaci, 1ze v nich
pomérné snadno vytvofit cilové mutace a sledovat, jak tyto mutace ovlivni fenotyp. Fibroblasty jsou
vhodnym modelem pro vyzkum faze transkripéniho umléeni chromozému X, nebot” udrzuji jeden Xi

na diploidni sadu autozémd.

V nasledujici podkapitole bude piedstaven gen Xist (XIST), ktery koduje klicovou molekulu
v procesu XCI u mysi i ¢lovéka. V nasledujicich kapitolach pak uvedu molekularni regulatory (viz
obr. 2.), které se podileji na regulaci Xist (XIST), jak uz bylo zminéno v tivodu, Turneriv syndrom
uzce souvisi s procesem inaktivace chromozému X. Nicméné XCI u mysi a u Cloveka je v fadé
aspekti odlisna, a proto nelze jednoduse extrapolovat detailni poznatky z mysiho modelu na XCI

u ¢loveéka. Proto predstavim jak ortologni geny pro lidskou a mysi XCI, tak geny druhové specifické.
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Obr. 2: Molekularni regulatory XCI. Za vlastni proces XCI zodpovida gen Xist(XIST), ktery koduje nekodujici
RNA, ktera obalenim budouciho inaktivovaného chromozému X indukuje transkripéni umléeni X-vazanych
gentl. U mysi exprese genu Xist, a tudiZ i vlastni proces inaktivace, je vysledkem souhry ptsobeni pozitivnich
(RNF12, Ftx, Jpx) a negativnich regulatorti (pluripotentni faktory: OCT4, SOX2, NANOG, REXI, ¢c-MYC,
KLF4, Tsix). U ¢lovéka, je gen TSIX vyrazné zkraceny a nefunguje jako negativni regulator exprese genu XIST.
Predpoklada se, ze FTX a JPX ovliviiuji pozitivné expresi genu XIST, pfesny molekuldrni mechanizmus neni
znamy. Gen RNF12 byl sice popsan i u ¢lovéka, ale jeho vztah k XCI je neznamy. Nedavno byl u ¢lovéka
objeven novy nekodujici gen XACT. Vlastni schéma s vyuzitim Pollex et al. (2012).

4.1 X inaktivacni cetrum a gen Xist (XIST)

V dobé, kdy se jesté nevédélo nic o podstaté regulace inaktivace chromozému X, bylo uz zfejmé
z experimentti s chromozomalnimi translokacemi, ze k inaktivaci chromozomu X je potieba X-vazany
lokus, tzv. X inaktivaéni centrum, XIC (Rastan, 1983). U c¢lovéka je XIC lokalizovano na
chromozému X do oblasti Xq13 (Brown et al., 1991) a u mysi do oblasti XD (Rastan, 1985). Z oblasti
lidského XIC byl roku 1991 izolovan gen XIST (z angl. X inactivation specific transcript), jehoz
unikatni vlastnosti je, Ze je exprimovan vylu¢né z inaktivniho chromozému X, nikoliv z aktivniho
chromozému X (Brown et al., 1991). Téhoz roku se podafilo izolovat i mysi gen Xist (Borsani et al.,
1991). Transkripéni umlceni chromozomu X je pfimym disledkem akumulace dlouhé nekodujici,
procesované RNA - Xist (XIST) o délce 17 kb. Tato IncRNA (z angl. long non-coding RNA) ptisobi
VCis na zvoleném budoucim inaktivovaném chromozému X. Transkript Xist byl prvni identifikovanou
IncRNA (long non-coding RNA) s funkci v XCI a patii nyni jiz do nékolikac¢lenné rodiny IncRNA,
které jsou aktivni v procesu XCI. Transkript - Xist (XIST) obsahuje pét oblasti (A-E), Vv nichz se
nachazeji charakteristické repetice. Oblast A na 5 konci genu ma zasadni funkci pro XCI. Repetice
regionu A je obohacena o adenosin a vytvafi charakteristickou sekundarni strukturu v podobé 2

smyc¢ek (Wutz et al., 2002).



Chaumeil a spol. objevili dalsi funkci transkriptu Xist pfi procesu XCI. Akumulace RNA Xist na
budoucim inaktivovaném chromozému X vede ke vzniku kompartmentu uvniti jadra, z kterého je
vyloucena RNA polymeraza typu II a transkripéni faktory (TF z angl. transcription factor), a tudiz je
transkripéné neaktivni. Jeho vznik je nezavisly na oblasti A genu Xist. Represe transkripce X-
vazanych genil je doprovazena reorganizaci chromozoému X, ktera spociva ve fyzickém piesunu celych
genomovych blokli nesoucich geny urcené k umléeni z vnéj$i oblasti smérem k transkripéné

neaktivnimu vnitfnimu kompartmentu (Chaumeil et al., 2006).

Chow se spol. navrhli, ze lokalizace genu do transkripéné neaktivniho kompartmentu, vytvareného
Xist, je zavisla na zastoupeni repetitivnich sekvenci LINE (z angl. long interspersed nuclear elements).
Geny  snizkym  obsahem LINE elementd  zlstavaji  vzdalené od  represivniho
kompartmentu a rezistentni vii¢i umléeni zprosttedkované oblasti A genu Xist. Naopak geny s vysokou
hustotou elementti LINE vykazuji umléeni a jsou lokalizovany do kompartmentu s absenci TF a RNA
polymerazy typu II (Chow et al., 2010).

U vacénatct inaktivace chromozému X neni zavisla na Xist, ale na zcela nové identifikované
INcRNA — Rsx (z angl. RNA on the silent X). Tato RNA je delsi nez Xist, konkrétn¢ - 27 kb. Rsx-
RNA u vacnatc, podobné jako Xist, indukuje transkripéni umlceni obalenim budouciho
inaktivovaného chromozému X, z kterého je exprimovana. Gen Rsx ma 4 exony a RNA, ktera vznika
jeho transkripci, podstupuje sestiih a polyadenylaci. Geny Rsx a Xist nejsou homology, ale gen Rsx se
vyznacuje nékterymi spoleénymi rysy s genem Xist. Naptiklad, na 5'konci se vyskytuje tandemova
repetice, ktera je vsak bohata na GC nukleotidové pary. Tato repetice ma charakteristickou sekundarni
strukturu tvofenou dvéma smyckami. Vlastni sekundarni struktura by mohla plnit dilezitou funkci
V iniciaci inaktivace chromozému X (Grant et al., 2012). Geny Xist a Rsx ziejmé plni u placentarnich
savcl a vacnatcl stejnou funkci a jejich existence svéd¢i o dosazeni stejného cile, tedy XCI nezavisle,
Vv prib¢hu evoluce. Otazkou zatim zGstava, jak jsou tyto dvé evolucni vétve odlisné a zda by proces

XCI u my$i mohl byt zajistén pomoci transgenniho Rsx pfi absenci Xist a naopak.

Zcela ptekvapivym byl objev Vallot a spol., kteti uvedli, ze aktivni lidsky chromozém X podobné
jako inaktivovany chromozom X je obalovany nekodujici RNA. Jedna se o dalsi IncRNA, nazvanou
XACT (z angl. X active coating transcript). Gen XACT je na lidském chromozomu X lokalizovany do
oblasti Xq23 mezi protein kodujici geny AMOT (gen pro angiomotin) a HTR2C (z angl. 5-
hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2C) v tzv. intergenni doméné o velikosti 1,7 Mb. Tato
doména je GC bohatd. RNA XACT je nesestfizena a polyadenylovana. Exprese genu XACT a obaleni
aktivniho chromozému X je omezeno pouze na rané obdobi diferenciace bunék u ¢loveka a je tedy
ziejme dulezity pro iniciaci XCI u ¢loveka. Transkript XACT je jen malo konzervovan a chybi u mysi
(Vallot et al., 2013). Je zajimavé, Ze IncRNA hraji dilezitou roli v procesu XCI jak u ¢lovéka, tak
u mysi, ale na prikladech lidské RNA XACT a my$i RNA Tsix se ukazuje, Ze mechanismy vedouci

k umléeni a aktivaci jednotlivych chromozémi X mohou byt druhové zcela odlisné.

9



5. Regulatory exprese genu Xist

Gen Xist (XIST) je zcela zasadni pro proces inaktivace chromozému X, nebot’ obalenim chromozému
X indukuje transkripéni umlceni a vazbu chromatinovych znacek, které tento represivni stav
ustavi a pozdé&ji i po bunééném dé€leni v dcefinych bunkach. Exprese genu Xist (XIST) je vysledkem
slozité regulace, do které se zapojuji jak pozitivni (Jpx (Jpx), Ftx (FTX), RNF12) tak i negativni
regulatory (Tsix, pluripotentni faktory) (viz obr. 2), které ¢asto puisobi antagonisticky.

5.1 Gen Tsix (TSIX)

Jednim z negativnich regulatorti exprese genu Xist je 40 kb dlouha RNA Tsix (z angl. X (inactive)-
specific transcript, antisepse). Jedna se o IncRNA, ktera mulize byt piepisovana ze dvou promotort
(bud’ proximalniho, anebo distalniho). Iniciace exprese z proximalniho promotoru je castéjsi nez
iniciace exprese z distalniho promotoru. Gen Tsix je v opacné orientaci ke genu Xist a sekvence obou
genu se plné piekryva (Lee et al., 1999).

Existuje nékolik zptisobi, kterymi by mohl gen Tsix reprimovat expresi genu Xist. Prvni moznosti
je parovani chromozomti X, koordinované pomoci RNA Tsix s naslednym asymetrickym rozlozenim
chromatinovych znacek na budoucim aktivnim a inaktivnim chromozému X. Pfed pocatkem
inaktivace chromozomu X v samiéich buiikach je gen Tsix exprimovan z obou chromozémii X a RNA
Tsix se vaze v Cis na obo chromozémy X (Lee et al., 1999). Tato bialelicka exprese ma za nasledek, ze
se na chromozomech X akumuluji proaktivni chromatinové znacky: dimetylace lysinu v pozici 4 na
histonu H3 (H3K4me2) a zvySend acetylace histonu H4. Tyto zna¢ky podminuji vznik
euchromatinové konformace a ta paradoxné inhibuje expresi genu Xist (Sun et al., 2006). V rané fazi
inaktivace chromozému X pokracuje exprese genu TSix na budoucim aktivnim chromozému X. Tsix
udrzuje euchromatinovy stav a zaroven transkripéné umléuje gen Xist (Lee et al., 1999). Na budoucim
inaktivnim chromozomu X je gen TSiX reprimovan a transkripce genu Xist je aktivovana pomoci RNA

Ipx (viz dale) (Tian et al., 2010).

Jako sekundarni mechanizmus umléeni exprese genu Xist na aktivnim chromozému X, mize RNA
Tsix aktivovat de novo DNA-metyltransferazu (Dnmt3a), ktera zodpovida za metylaci cytosini CpG
dinukleotidi v promotoru genu Xist na aktivnim chromozému X a udrzi gen Xist transkripéné umléen
(Sun et al., 2006). Naopak na budoucim inaktivovaném chromozomu X je exprese genu TSiX
reprimovana (Lee et al., 1999). Absence RNA Tsix umoziuje trimetylaci lysinu v pozici 27 na histonu
H3 (H3K27me3) i vymizeni acetylace histonu H4 a dimetylace lysinu v pozici 4 na histonu H3
(H3K4me2) v blizkosti promotoru genu Tsix. Vyskyt H3K27me3 vede ke vzniku heterochromatinu,

ktery umozni expresi genu Xist na budoucim inaktivovaném chromozému X. Faze udrZeni inaktivace
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je asociovana se snizenim vyskytu H3K27me3 a naopak zvySenim vyskytu metylace

H3K4me2 a acetylace histonu H4 v blizkosti promotoru genu Xist (Sun et al., 2006).

Dalsi funkci RNA Tsix je kompetice s RNA Xist 0 vazbu s PRC2. Expresi oblasti bohaté na
A repetice, ktera je soucasti genu Xist, vznika 1,6 kb dlouha RNA - RepA. RNA RepA vaze PRC2
(zangl. Polycomb Repressive Complex 2). Komplex PRC2 ma histon-metyltransferazovou
aktivitu a zodpovida za pritomnost H3K27me3 v blizkosti promotoru genu Xist. Tato chromatinova
znacka podporuje expresi genu Xist z budouciho inaktivniho chromozému X, tudiz i indukci
transkripéniho umléeni zvoleného chromozému X. PRC2 se nevaze na RNA RepA ptfimo, ale pies
Ezh2 (zangl. histone-lysine N-metyltransferase). Autofi prokazali, ze RNA Tsix kompetitivné
inhibuje vazbu Ezh2, tudiz i PCR2 komplexu, k RepA (Zhao et al. 2008).

Posledni navrzeny mechanizmus regulace exprese genu Xist pomoci Tsix pifedpoklada tiéast RNA
interference. RNaze III podobny enzym Dicer je schopen tvofit malé dvouvlaknové RNA — miRNA
(z angl. microRNA) a siRNA (small interfering RNA) z dlouhé prekurzorové dsRNA (z angl. double
strand RNA). V principu kazdda dsRNA by mohla byt substratem Dicer, tudiz i dsRNA, ktera by

vznikla interakci mezi RNA Xist a komplementarni RNA Tsix.

Ogawa a spol. nalezli malé RNA duplexy v mySich embryonalnich kmenovych burikach, jejichz
pavod byl v Xist a Tsix a tim jako prvni prokazali, ze by se RNA interference mohla uplatfiovat
v regulaci exprese genu Xist a tudiz i v procesu XCI. Tyto malé RNA, oznacované jako xiRNA, byly
pritomné pouze v prub&hu iniciace XCI (v pre- ani postinaktivaéni fazi nebyly detekovany) (Ogawa
et al., 2008).

Ogawa a spol. navrhli model, jak by mohly xiRNA fungovat v procesu XCI. Pied vlastni XClI,
jsou geny Xist i Tsix exprimovany z obou chromozémit X (Lee et al., 1999). Jejich transkripty pak
mohou vytvorit RNA duplex, ktery je prekursorem pro kratké molekuly xiRNA, které zajisti inhibici
exprese genu Xist z obou chromozému X tak, ze v této fazi budou oba chromozémy X aktivni. Na
pocatku inaktivace chromozému X Tsix na budoucim aktivnim chromozému brani akumulaci Xist
vytvarenim duplexu, ze kterého nasledné vznikaji xiRNA, kter¢ inhibuji expresi genu Xist. Potvrzenim
této teorie by mohlo byt i to, Ze Ogawa a spol. detekovali duplex RNA, z néhoz jsou malé xiRNA
generovany. Tato dsRNA by mohla byt substratem Dicer, jenz by ji procesoval do xiRNA o velikosti
22-42 nt (z angl. nucleotide) podobng, jako k tomu dochazi v kanonické draze RNA interference.
V souladu s touto hypotézou v nepiitomnosti Dicer mnozstvi xiRNA vyrazné pokleslo, ale zvysila se
naopak hladina transkriptu Xist. Zvysena hladina transkriptu Xist by se dala vysvétlit tim, Ze absence
Dicer, a tudiz i xiRNA, zptsobuje uvolnéni represe genu Xist a tedy jeho transkripci. Ackoliv
v nepiitomnosti Dicer dosSlo k nartistu RNA Xist, nebyla tato RNA schopna obalovat chromozém
X a indukovat tak transkripcni umlceni. Ogawa a spol. proto usoudili, ze Dicer ma i ptimy vliv na XCI
(Ogawa et al., 2008).
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Na rozdil od ptedchozi prace Kanellopoulou a spol. zjistili, Ze nepfitomnost Dicer nema vliv na
XCI. I v neptitomnosti Dicer byla RNA Xist schopna obalovat budouci inaktivovany chromozém
X aindukovat transkripéni umlceni ostatnich genii akumulaci PCR2. Ob¢ prace ukazaly, ze
v nepfitomnosti Dicer je hladina RNA — Xist vyssi. Hladina nesestfizenych transkriptd byla
srovnatelna mezi kontrolou a Dicer defektnimi bunikami, a proto Kanellopoulou a spol. usoudili, Ze

hladina RNA Xist bude fizena na posttranskripéni tirovni (Kanellopoulou et al., 2009).

Nesterova a spol. pozorovali, ze nepfitomnost Dicer neméla vliv ani na XCL I vjeho
nepfitomnosti dochazelo k expresi genu Xist z budouciho inaktivniho chromozému X a nasledné se
Xist standardné rozsifila podél chromozéomu X. Zavéry této studie se tedy shodovaly se zavéry
Kanellopoulou a spol. v tom, ze regulace exprese genu Xist i vlastni proces inaktivace neni zavisly na

RNA interferenci (Nesterova et al., 2008).

Ackoliv detailni molekularni mechanizmus vlivu TsiX na expresi genu Xist je doposud neznamy,
je zifejmé, Ze se jedna o jeho hlavni negativni regulator. Otazkou byla jeho evoluéni konzervace, a zda
i u ¢loveéka gen TSIX plni stejnou funkci? Migeon a spol. identifikovali ortologa mysiho genu Tsix
u ¢lovéka. Podobné jako mysi gen TsiX, i lidsky gen TSIX je transkribovan v opaéném sméru nez gen
XIST a dava vzniknout INCRNA. Avsak lidsky gen TSIX je zkraceny na 5 konci a nezasahuje tedy do
promotoru genu XIST. Dalsim rozdilem je, Ze lidsky gen TSIX nema CpG bohatou doménu, ktera je
zcela esencialni pro funkci mysiho genu Tsix (Migeon et al., 2001). Vyznam 5’konce myS$iho genu
Tsix byl pokazan pomoci jeho delece, ktera vedla k tvorbé nefunkéniho transkriptu v XCI. Tato delece
ovlivnila volbu chromozomu X, ktery bude inaktivovan tak, ze pfednostni inaktivaci podstupoval
mutovany chromozom X (Lee a Lu, 1999). Transkripty Tsix a TSIX se dale li$i chromozémem, ze
kterého jsou exprimovany. Mysi gen TSiX je exprimovan z aktivniho chromozému X, TSIX je

exprimovan z inaktivniho chromozomu X stejné jako XIST (Migeon et al., 2002).

Lidsky gen TSIX a jeho produkt — RNA TSIX nejsou schopny fungovat jako negativni regulatory
genu XIST v cis. Vse nasvédcuje tomu, Ze regulace exprese Xist za pomoci genu Tsix a jeho produktu
je zcela specificka pro mys. Gen TSIX by mohl byt pouze evolu¢ni pozistatek, ktery ztratil svou
funkci pro proces XCI u ¢loveéka. Nedavny objev genu XACT by mohl pfispét k rozlusténi, jak je na

aktivnim chromozému X u ¢lovéka zabranéno expresi genu XIST bez ptfispéni genu TSIX.

5.1.1 Regulatory exprese genu Tsix - Xite, DXpas34, YY1, CTCF

Prvnim popsanym regulatorem exprese genu TSiXx u mysi je transkripéni element Xite (z angl. X-
inactivation intergenic transcription elements), ktery lezi proti sméru jeho transkripce Tsix (20-32 kb
po sméru transkripce genu Xist). Ogawa a Lee zjistili, ze delece Xite vede ke snizeni exprese genu TSiX
a chromozom s deleci Xite byl pfednostné inaktivovany. Dle tohoto pozorovani ucinili zavér, ze Xite

funguje jako pozitivni regulator genu TSix. Bylo zjisténo, ze Xite na pocatku procesu inaktivace
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chromozému X podporuje expresi genu TSix pouze z budouciho aktivniho chromozomu X, a blokuje

tak akumulaci RNA Xist na budoucim aktivnim chromozomu X (Ogawa a Lee, 2003).

Ogawa a Lee navrhli n€kolik modelt, kterymi by mohl Xite pozitivné regulovat expresi genu TSix.
Prvni z modell piedpoklada, ze Xite funguje jako enhancer genu Tsix. Nebo by Xite mohl fungovat
jako LCR (z angl. locus control regions) a indukci zmény chromatinové struktury zajistit expresi genu
Tsix pouze z aktivniho chromozomu X. Gen Xite by mohl obsahovat vazebné misto pro transkripéni
faktory, které by ovliviiovaly promotor genu Tsix. Posledni model navrhuje, ze Xite neovliviiuje
expresi genu Tsix sam o sobé, nybrz dava vzniknout nekddujici RNA, ktera pak zodpovida za vlastni
regulaci genu Tsix (Ogawa a Lee, 2003). Podle nejnovéjsi publikace je Xite matrici pro INCRNA (Lee
a Bartolomei, 2013).

DNA element DXPas34 obsahuje GC bohatou tandemovou repetici (1,2 kb dlouhou). Nachazi se
750 bp po sméru transkripce od hlavniho promotoru genu Tsix. Pomoci delece této tandemové repetice
autofi prokazali, Ze je zcela zasadni pro expresi genu Tsix. Tato delece totiZ snizuje ucinnost tvorby
hlavnim promotoru genu TsiX, vedouci k redukci exprese genu Tsix v mySich embryonalnich buiikach
(Vigneau et al., 2006).

Vzhledem k tomu, Ze se gen TSIX neuplatiiuje u ¢lovéka jako negativni regulator exprese genu
XIST, nejsou potieba ani jeho regula¢ni elementy — Xite a DXPas34. V pribehu evoluce ziejmé doslo

k jejich vymizeni, nebot’ nebyly u ¢lovéka detekovany na tirovni DNA (Chureau et al., 2002).

CTCF (z angl. CCCTC binding factor) je obecné se vyskytujici TF, jehoz DNA vazebnou
doménou je zinkovy prst. Funguje jednak jak aktivator, tak i represor béhem normalniho vyvoje.
CTCF hraje i velmi vyznamnou ulohu pii imprintingu. CTCF ma vyznamnou roli jako izolator
(insulator) pfi vytvafeni hranic mezi euchromatinem a heterochromatinem, a tim reguluje pfistup
k enhancerovym sekvencim nékterych gend nebo zabranuje metylaci v kontrolnich oblastech
nékterych gend. Vazebna mista pro tento TF jsou Siroce rozsifena v ramci genomu vcetné enhanceru
genu Tsix. Néktera z téchto vazebnych mist mohou byt odlisné metylovana, coz ovliviiuje silu vazby

CTCF (Donohoe et al., 2007).

YY1 je dalsim TF s DNA vazebnou doménou s motivem zinkového prstu, jenz se uplatituje v XCI.
Podobné jako CTCF, YY1 pusobi jako aktivator, represor i izolant (insulator). YY1 ma vazebna mista
v promotoru genu Xist i v DXPas34. YY1 a CTCF spolu navzajem interaguji a tento dimér podporuje
aktivaci exprese genu Tsix. Delece YY1 nebo CTCF vede k vyraznému snizeni exprese genu TSiX
v mysich embryonalnich bunkach. Vliv diméru CTCF — YY1 na expresi Xist je dusledkem aktivace
Tsix. Nelze vylouéit ani pfimy vliv na Xist, protoze YY1 ma své vazebné misto v jeho promotoru
(Donohoe et al., 2007).
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5.2 Pluripotentni faktory a RNF12

Pluripotentni faktory NANOG, OCT4 a SOX2 rovnéz indukuji represi Xist, ktera vsak neni zavisla na
Tsix. Vazi se do oblasti intronu 1 genu Xist (Navarro et al., 2008). Oba systémy negativni regulace
exprese gent Xist spolu navzajem kooperuji. Pokud jeden z nich nefunguje, napt. pfi mutaci genu TSix
(Lee a Lu, 1999) nebo pokud je deletovano vazebné misto pro pluripotentni faktory (Barakat et al.,

2011), nediferencované mysi embryonalni buniky nejsou schopny spustit XCI.

Dalsim pluripotentnim faktorem je REX1, ktery je nezbytny pro elongacni fazi transkripce genu
Tsix. Vaze se do oblasti DXPas34 a zprosttedkovava vazbu dalSich pluripotentnich faktort: c-MYC
a KLF4 do oblasti mezi DXPas34 a hlavni promotor genu Tsix. Oba tyto faktory stimuluji transkripci
genu Tsix. KLF4 zprostiedkovava vazbu transkripéniho komplexu do promotoru genu Tsix (Navarro et

al., 2010). REX1 se vaZe i do promotoru genu Xist a podili se na jeho represi (Gontan et al., 2012).

RNF12 (zangl. ring finger protein 12) je prvni identifikovany X-vazany aktivator XCI. Je
kodovan genem Rnfl2, ktery lezi 500 kb proti sméru transkripce od genu Xist. RNF12 ptisobi jako
pozitivni regulator transkripce genu Xist v trans (Barakat et al., 2011). Gen Rnf12 ma svého lidského
ortologa v oblasti Xq13-q21, ale jeho uloha v procesu XCI u ¢lovéka je neznama (Ostendorff et al.,
2000). U mysi RNF12 funguje i jako E3 ubiquitin ligaza, jez zprostfedkovava ubiquitinaci REX1,
ktery pak podléha degradaci v proteazomu. Nebylo prokazano, ze by RNF12 ovlivioval i jiné
pluripotentni faktory zapojené v procesu XCI. Naopak, NANOG, OCT4 a SOX2 nasedaji do

promotoru genu Rnfl2 a negativné ovliviiuji jeho expresi (Barakat et al., 2011).

Predpoklada se, ze u mySich embryonalnich bunék se zvySuje koncentrace RNF12, coz vede ke
snizeni koncentrace REX1. Gen Rnfl2 je lokalizovany na chromozému X, a proto jeho koncentrace
pfesahne prahovou hodnotu pouze v samicich buikach, kde indukuje degradaci proteinu
REX1 a zaroven stimuluje XCI. Pfedpoklada se, ze RNF12 ovliviiuje i hladinu/aktivitu transkripéniho
faktoru YY1 (Gontan et al., 2012).

5.3 Gen Ftx (FTX)

Gen Ftx (z angl. five prime to Xist) koduje dalsi IncRNA, ktera je zapojena do procesu XCI. Gen Ftx
je konzervovan u mysi, ¢lovéka a kravy (zvlasté jeho 5'konec). U mysi se sklada z 15 exoni
(genomova oblast je dlouha 63 kb), u ¢lovéka ze 12 exonti (genomova oblast je dlouha 330 kb)
a u skotu z 15 exont (genomova oblast je dlouhd 82 kb). Gen Ftx dava vzniknout nékolika isoformam
RNA, nebot lze vzijemné¢ kombinovat alternativni pocatky i terminatory transkripce a také
alternativni sestfih. Ke komplexité produkti genu Ftx ptispiva lokalizace dvou klastri miRNA uvnitf
intronu 12. I tyto klastry jsou pfitomny u vSech tfi zkoumanych zastupcii savci fiSe, avsak jejich

funkce je doposud neznama (Chureau et al., 2011).

14



Gen Ftx unika procesu XCI a uplatfiuje se jako pozitivni regulator exprese genu Xist. Produkty
genu Ftx ovliviwji strukturu chromatinu v oblasti promotoru genu Xist, ackoliv molekularni
mechanizmus neni zcela jasny. Nedavna studie ukazala, ze neptitomnost genu Ftx vede k redukci

RNA — Xist a soucasn¢ ke snizeni H3K4met2 (Chureau et al., 2011).

5.4 Gen Jpx (JPX)

Gen Jpx lezi 10 kb proti sméru transkripce genu Xist a je transkribovan v opacné orientaci neZli gen
Xist (Tian et al., 2010). Gen Jpx je konzervovan, jeho ortologa najdeme i u ¢lovéka (Chureau et al.,
2002). Produktem transkripce genu Jpx/JPX je opét INCRNA. Gen Jpx/JPX unika XCI a v kooperaci
s RepA zodpovida za aktivaci genu Xist/XIST na budoucim inaktivnim chromozému X. Ztrata exprese
genu Tsix na budoucim inaktivovaném chromozému X umozni navazani komplexu PCR2/RepA, ktery
zodpovida za H3K27me3 v promotoru genu Xist. RNA Jpx pusobi v trans na gen Xist a podporuje
jeho aktivaci (Tian et al., 2010).

V sam¢ich bunikach neni gen Jpx exprimovan, a proto se v nich neexprimuje ani Xist. V sami¢ich
bunikdach na budoucim aktivnim chromozému X také nedochazi k expresi genu JpX, ¢imz chybi

potiebna transaktivace genu Xist (Tian et al., 2010).
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6. RGzné uplatnéni strategie inaktivace chromozému X u tfi savcich
zastupcu

Mechanizmus a rozsah inaktivace chromozému X se mezi savci liSi. Napfiklad u vaénatcti XCI

podléha imprintingu a to paternalnimu (Sharman, 1971; cit. dle Heard et al., 2006).

Inaktivace chromozému X u mysich samic probihd ve dvou vlnach, jak shrnuje obr. 3. V pre-
implantacnim obdobi v rané fazi mysi embryogeneze jsou oba chromozémy X v samicich buiikach
aktivni (Monk a Harper, 1978). Expresi genu Xist z Xp (paternalniho chromozému X) miZzeme
detekovat uz v G2 fazi dvoubuné¢ného sami¢iho embrya (Zuccotti et al., 2002), tedy v dob¢, kdy lze
pozorovat hlavni aktivaci zygotického genomu (Schultz, 1993; cit. dle Zuccotti et al., 2002). Diivéjsi
studie detekovala expresi genu Xist az ve ¢tyftbunééném stadiu (Kay a Penny, 1993), ale to mohlo byt
zpusobeno tim, ze autofi analyzovali embryo v G1 fazi dvoubunééného stadia, zatimco gen Xist je

exprimovan az ve fazi G2 dvoubunééného stadia (Zuccotti et al., 2002).

Migeon a spol. navrhli, ze by pfednostni inaktivace paternalniho chromozému X mohla souviset

s rozdilnou methylaci 5 konce Tsix paternalniho a maternalniho ptivodu (Migeon et al., 2001).

Pfi prednostni inaktivaci paternalniho chromozomu X by mohl hrat roli i protein RNF12
exprimovany z maternalni alely, ktery je piitomen ve vysoké koncentraci v oocytech. Shin se spol.
prokazali, Ze zvySeni hladiny RNF12 expresi primarné z maternalni alely, vede k pfednostni inaktivaci
Xp v mysich embryonalnich bunkach. Pokud gen Rnfl2 chyb&él na maternalnim chromozomu,

k ptednostni inaktivaci Xp v mySich embryonalnich buiikach nedochazelo (Shin et al., 2010).

Pfednostni umléeni Xp je udrZzeno v trofoektodermu a primitivnim entodermu (Takagi a Sasaki,
1975), ale mizi ve vnitini bunééné mase (ICM, z angl. inner cell mass), ktera v prubéhu vyvoje dava
vzniknout mimo jiné vlastnimu embryu. V bunikach epiblastu ve vnitini bunééné mase dochazi po
reaktivaci chromozému Xp k opétovné inaktivaci chromozému X. Ta je tentokrat ndhodna, coz
znamena, ze chromozémy X pochazejici od matky nebo od otce maji stejnou pravdépodobnost byt
inaktivovany (Mak et al., 2004). Inaktivovany stav je v somatickych bunkach stabilné¢ udrzovan
(Lyon, 1961; cit. dle Heard a Disteche, 2006), ale v germinalni linii podléha chromozém X reaktivaci
(Sugimoto a Abe, 2007).
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Obr. 3: Pribéh inaktivace chromozému X v my$im embryu. Sed4 koletka znazoriuje buitku, ve které jsou
umistény cerveny ovalek (znazorfyjici inaktivovany chromozom X) a zeleny ovalek (zndzorfujici aktivni
chromozém X). Xp = paterndlni chromozém X, Xm = materndlni chromozém X. Vlastni schéma s vyuzitim
Augui et al. (2011).

Ackoliv kralik a my$ jsou si pomérné fylogeneticky blizci, u kralika se paternalni imprinting
nevyskytuje a nacasovani XCI se zna¢né 1isi. U kralika jesté v osmibunééném stadiu, kdy dochazi
k aktivaci genomu zygoty, se gen Xist exprimuje u embryi obou pohlavi. V pozdé&jsich vyvojovych
stadiich embryi samecki je exprese genu Xist uml¢ena. U mysi probiha aktivace genomu mnohem

diive (v dvoubunééném stadiu).

U mys$i mezi obdobim hlavni zygotické aktivace genomu a stddiem vzniku blastocysty neni
maternalni alela genu Xist exprimovana. To se zna¢né li$i od situace v ¢asné krali¢i blastocysté, kde
zpocatku (96 hodin po pohlavnim styku) v ICM nedochazi na chromozémech X k akumulaci
Xist a oba chromozomy X jsou tedy aktivni. Ale uz za 24 hodin v bunkach epiblastu Xist obaluje
jeden nebo docasné oba chromozomy X, které¢ budou po akumulaci Xist-RNA transkripéné umlceny.
Také v trofoektodermu dochazi k inaktivaci jednoho nebo obou chromozoémi X akumulaci Xist RNA
(Okamoto et al., 2011).

Existuje jen n€kolik studii zabyvajicich se lidskym pre-implanta¢nim vyvojem a ranou XCI. Tyto
studie jsou totiz limitovany etickym kodexem, tykajicim se prace na lidskych embryich. Proto jsou
nase predstavy o XCI v raném lidském embryu velice omezeny.

Na prvni pohled zifejmy rozdil mezi mySim a lidskym embryem je v rychlosti vyvoje (vyvoj
myS$iho embrya je o 1-2 dny rychlejsi). S pomalej$im vyvojem lidskych embryi souvisi i pozdéjsi
aktivace zygotického genomu, tedy ve Ctyf- az osmibunééném stadiu (Wells et al., 2005). U lidského

embrya nepodléha XCI imprintingu a exprese genu XIST je v raném vyvoji bialelicka a 1ze ji detekovat

17



jiz u Ctyi- az osmibunééného stadia. Okamoto a spol. se zamé&fili na analyzu tii X-vazanych gent,
které jsou na inaktivnim chromozomu X lidskych somatickych bunék umlceny. Zjistili, Ze jest¢ v rané
blastocysté jsou stale geny exprimovany, coz dokazuje, ze chromozéomy X jsou aktivni. Z téchto
poznatkd plyne, ze lidska embrya iniciuji XCI pozd¢ji nezli jejich mysi protéjsky (Okamoto et al.,
jiz v 8 bunééném stadiu 1ze pozorovat XCI (van den Berg et al., 2009). Rozpor mezi obéma studiemi

1ze vysvétlit odlisnymi kultivaénimi podminkami a riznymi metodami pro detekci exprese genu Xist.

Zavéry o vlivu imprintingu na XIC v trofoektodermu lidskych embryi jsou rozporuplné.
Migeon a spol. uvadi, ze XCI nepodléha imprintingu, naopak Harrison a spol. uvadi, ze dochazi
k pfednostni inaktivaci paternalniho chromozému X (Migeon et al. 1978, Harrison, 1989). Jednim
z moznych vysvétleni, pro¢ se nazory na mechanizmus XCI v trofoektodermu lisily, je, Zze vSechny
tyto studie se spoléhaly na analyzu pouze jednoho nebo dvou X-vazanych genii a podle nich usuzovaly
na aktivitu celého chromozoému. Druhé mozné vysvétleni je, Ze intenzita exprese nékterych genu na
chromozému X se muze u riznych bungk lisit (Carrel a Willard, 2005), proto nelze dle expresniho
stavu jednoho genu usuzovat na expresni aktivitu celého chromozému X. Az studie, vyuZzivajici velké
mnozstvi jednotlivych  X-vazanych nukleotidovych polymorfismi, dospéla K zavéru, ze

i v lidské placenté (vznika z bunék trofoektodermu), probiha XCI nahodné (de Mello et al., 2010).

U lidskych embryi jsou v ICM oba chromozémy X aktivni, pfestoze je u nich exprimovan gen

XIST (Okamoto et al., 2011).

Uvedené studie mapujici rozdily v XCI u ¢lovéka a mysi ukazuji, ze ackoliv je my§ vyuzivana
jako modelovy systém pro vyzkum XCI, nelze principy XCI objevené na my$im modelu jednoduse
extrapolovat na XCI u ¢loveka. Tato skute¢nost zna¢né komplikuje i vyzkum syndromt véetné TS,
jenz s procesem XCI tuce souvisi (viz dale). Nevhodnost mySiho modelu Ize dokumentovat na
prikladu genu Tsix (TSIX), ve kterém v pribéhu evoluce do§lo ke zménam, jez mu znemozhuji
fungovat jako regulator exprese genu XIST. Dosud nezodpovézenou otazkou zlstava, zda zkraceni
genu TSIX, které vedlo k ztraté¢ funkce RNA TSIX v XCI, zptsobilo sekundarné zménu strategie XCI
do podoby nahodné volby chromozomu X, ktery podstoupi aktivaci. Je rovnéZ mozné, ze u clovéka
nahodna XCI pfispéla k nizsimu selekénimu tlaku na gen TSIX, a proto mohlo dojit k deleci jeho

5 konce.
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7. Geny unikajici inaktivaci chromozomu X

Z lidského inaktivniho chromozému X unika procesu XCI pfiiblizné 15 % gend (Carrel a Willard,
2005). Situace se lisi u mySich samic, kde procesu XCI unika pouze 3,3 % genu (viz obr. 4) (Yang et
al., 2010). Geny, které unikaji procesu XCI, maji odliSnou lokalizaci na chromozomu X u ¢lovéka
a U mysi.

U ¢lovéka jsou geny, které unikaji XCI, soustfedény do klastrl a vétsina je lokalizovana v distalni
casti kratkého raménka chromozému X, coz je v oblasti nejvice homologni s chromozémem Y
(Disteche, 1999; Carrel a Willard, 2005). Divodem této specifické lokalizace genti unikajicich
procesu XCl je, ze XIC je separovano od kratkého raménka centromerou. Centromericky
heterochromatin poskytuje bariéru proti Sifeni XIST na kratké raménko. U mysi, kde je centromera
lokalizovana na konci chromozomu X (mysi chromozom X je telocentricky), nic nebrani rozsiteni Xist

podél chromozému X.

U ¢lovéka okolo 10 % genti vykazuje variabilni tnik z XCI v zavislosti na buné¢ném typu a tkani.
Rozdily mohou byt i individualni (Carrel a Willard, 1999; 2005). Pokud se frekvence genti unikajicich
z XClI lisi v ramci populace, mohla by se liSit i zavaznost fenotypovych projevii TS. Vzhledem k tomu,
ze kardiovaskularni ¢i renalni problémy nejsou diagnostikovany u vSech pacientek s TS, je mozné, Ze
prave kriticky gen zodpovidajici za tento projev vykazuje variabilni unik. Bylo by zajimavé zjistit, zda
environmentalni faktory ovliviuji variabilitu uniku gent, a tudiz i projevy TS.

U mysi se situace lisi, geny unikajici XCI nejsou soustfedény do rozsahlych domén jako u ¢loveka.
Mysi s karyotypem 39,X maji méné zavazné fenotypové projevy nez Zeny s TS. Abnormalni fenotyp
umysi s karyotypem X0 zahrnuje mirny deficit v chovani, mirnou redukci fertility a postnatalni
rustovou retardaci. Abnormalni fenotypové projevy u mysi X0 jsou zptisobeny haploinsuficenci gend,

které unikaji procesu XCI (Yang et al., 2010).
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Obr. 4: a) Distribuce genti na chromozému X, které unikaji procesu XCI u mys$i a ¢loveka. Geny, které podléhaji
procesu XCI, jsou oznaceny modie. Geny, které unikaji XCI, jsou ozna¢ené oranzové. Na prvni pohled je vidét,
ze u Clovéka unika vice genu. Tyto geny jsou Casto soucasti klastrii, vétSina je lokalizovana v oblasti PAR1
(pseudoautozomalni oblasti 1). U mysi geny, které unikaji procesu XCI, jsou roztrousené. Pozice centromery
(fialovy prouzek) se 1isi u mysi a ¢loveéka. Pozice Xic, které koduje XIST/Xist je oznadena Cernym prouzkem.
Obrazek b) schematické zndzornéni lidského a mysiho chromozému X obarvené G-pruhovanim. Zleva je
schéma lidského a zprava mysiho chromozému X barveného G-pruhovanim. Gen XIST se u ¢lovéka vyskytuje
v oblasti Xq13.1 u mysi, se gen Xist nachazi v oblasti XD (Cervené oznafené prouzky). PAR1 oznauje
pseudoautozomalni oblast 1. Vlastni obrazek s vyuzitim Berletch et al. (2010).
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Geny unikajici XCl u mysi

lidsky ortolog mysiho genu

expresni stav u clovéka

Xist XIST ano
Mid1 MID1 ano
6720401G13Rik - -
Kdméa KDMG6A ano
2610029G23Rik CXorf26 ne
Eif2s3x EIF2S3 ano
Ddx3x DDX3X ano
Shroom4 SHROOMA4 ne
BC022960 = -
Kdm5c KDM5C ano
Car5b CA5B ano
Bgn 4 BGN ne
1810030007Rik CXorf38 ano

Tabulka 1: Ptrehled gend, které u mysi unikaji XCI. Pokud je gen exprimovan u ¢lovéka (ano), pokud je
inaktivovan (ne). 6720401G13Rik koduje nepiekladanou RNA. Ddx3x, Shroom4, Car5b, a 2610029G23Rik
byly silné exprimovany z inaktivniho chromozému X. Funkce genl je popsana v textu. Pievzato a upraveno
podle Yang et al. (2010).

U mysi je 380 genu na chromozému X inaktivovano a 13 gent unika procesu XCI. Z toho
Shroom4, Car5b, a 2610029G23Rik jsou vyrazné epxrimovany z inaktivniho chromozomu X a pravé

jejich neptfitomnost u mysi s karyotypem39,X by mohla zptisobit abnormalni fenotyp.

Neptitomnost Shroom4 u mysi zpusobuje deficit v chovani, zahrnujici tzkost a abnormalni reakci
na nebezpeci. Shroom4 koéduje protein SHROOM, ktery patii do rodiny proteinti interagujicich
s aktinovymi filamenty a je navic zapojen v procesu neurulace. Mutace v SHROOM4 je u ¢lovéka

spojena s X-vazanou mentalni retardaci (Yang et al., 2010).

Ddx3X koduje RNA helikazu a podili se na imunitni odpovédi na virovou infekci. U Zen s TS se
Casto manifestuji riznd autoimunitni onemocnéni, ale u mysich samic s karyotypem 39,X nebyla

Zadna autoimunitni onemocnéni registrovana (Yang et al., 2010).

Carb5 koduje karbonat anhydrazu lokalizovanou v mitochondriich. Vzhledem k tomu, ze srdce
patii mezi organy bohaté na bufiky s vysokym obsahem mitochondrii, deficit v tomto genu by mohl

vést ke kardiovaskularnim problémim (u mysi X0 se nevyskytuji) (Yang et al., 2010).

Diky tomu, Ze nékteré geny maji svého ortologa u clovéka, do budoucna by se mély
charakterizovat kritické geny zodpovidajici za fenotypové projevy u mysi X0.

Podobné jako u ¢lovéka i u mysi neékteré geny vykazuji variabilni unik z XCI v zavislosti na tkéni
a vyvojovém stadiu. Napiiklad gen Midl byl vembryonalnich bunkach inaktivovan,
v diferencovanych bunkach unikal z procesu XCI. Naopak gen Shroom4 v embryonalnich burnkach byl

exprimovan, v diferencovanych buikach byl transkripéné umlcen (Yang et al., 2010).
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8. Fenotypové projevy Turnerova syndromu a jejich molekularni
podstata — geny ,rezistentni” k inaktivaci chromozému X

V ptedchazejici kapitole bylo zminéno, ze 15 % gent unika inaktivaci chromozomu X. Pravé tyto
geny, jeZz jsou na inaktivnim chromozému X aktivni, by mohly zodpovidat za nékteré fenotypove
projevy asociované s Turnerovym syndromem. Nasledujici podkapitolu vénuji majoritnimu

Mrwe

shrnu dosavadni poznatky tykajici se gent, o kterych je predpokladano, Ze maji souvislost s TS.

8.1 Mala postava a kostni odchylky a gen SHOX

Velmi napadnym projevem TS je ristova porucha a s ni asociovand mala postava, popiipadé rizné
kostni odchylky, zahrnujici mimo jiné i postiZzeni sluchového aparatu. Dnes jiz vime, Ze za vétSinu

téchto abnormalit muze haploinsufience genu SHOX (viz dale) (Rao et al., 1997; Ellison et al., 1997).

Ristova abnormalita je patrna jiz v prenatalni fazi a pfetrvava i po narozeni. Nejvyraznéjsi rozdily
ve vySce mezi zdravymi dévCaty a dévCaty postizenymi TS pozorujeme v obdobi puberty, kdy se
u divek postizenych TS vyskytuje absence adolescentniho spurtu (shrnuto v Stratakis a Rennert,
1994). V dusledku toho je pacientka trpici Turnerovym syndromem piiblizné o 20 cm niz$i, nezZ je

prumérna vyska zdravé Zzeny srovnatelné etnické skupiny a v€ku (shrnuto v Ranke a Saenger, 2001).

Pacientky s TS vykazuji kromé& malé postavy i rizné kostni odchylky. Typicky se u nich objevuje
disproporcionalni rast kosti koncetin, v disledku ¢ehoz maji abnormalni pomér horniho a spodniho
kostniho segmentu. N¢které kostni anomalie, jako jsou Madelungovy deformity predlokti, cubitus
valgus, genu valgum (zakiiveni kosti holennich neboli nohy do X) jsou totozné s Léri - Weillovym
syndromem (LWS). Pacientky mohou téz trpét skolidzou ¢i hypoplazii krénich obratltt (shrnuto
v Sybert a McCauley, 2004).

Sdeleci genu SHOX souvisi i odlisny tvar horni a dolni Celisti, sluchovych kistek a zevniho
zvukovodu, jenz se v détstvi manifestuje jako Casto se vracejici zanéty stfedniho ucha. V dospélosti

mohou tyto abnormality vést az ke ztraté sluchu (shrnuto v Sybert a McCauley, 2004).

Jiz diivéjsi studie ukazaly, ze delece kratkého raménka chromozému X je téméf vzdy asociovana
s malou postavou (Ballabio et al., 1989). Ogata a spol. upfesnili polohu hledaného genu do PARI
(PAR1 z angl. pseudoautosomal region 1) (Ogata et al., 1992).

O identifikaci kritického genu se zaslouzily v roce 1997 nezavisle dvé skupiny: Raova skupina
a Ellisnova skupina (Ellison et al., 1997; Rao et al., 1997).

Ellisnova skupina izolovala gen PHOG (z angl. pseudoautosomal homeobox-containing

osteogenic gene), podle Rao et al. (1997) SHOX (z angl. short stature homeobox — containing gene,
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tato zkratka je vyuzivana dodnes) z oblasti PAR1 pohlavnich chromozomt, konkrétné z Xp22.3
aYpll.3.

Tento gen ma predpokladané vlastnosti hlavniho regulatora ristu: unikda XCI, je exprimovan
béhem embryonalniho vyvoje, je vysoce sekvenéné konzervovan utady ZivociSnych druht (viz
tabulka 2), jeho ztrata nebo mutace je asociovana s LWS, TS, ¢i popfipadé idiopatickou kratkou
postavou. Naopak zvySena exprese genu PHOG je asociovana s nadmérné vysokou postavou (Rao

etal., 1997; Ellison et al., 1997).

Naopak zvysena exprese genu SHOX/PHOG je asociovana s nadmérné vysokou postavou (Rao
et al., 1997; Ellison et al., 1997).

Clement-Jones a spol. prokazali, Ze haploinsuficience genu SHOX zodpovida i za dalsi kosterni
abnormality u pacientek s TS. Lokalizovali silnou expresi genu SHOX ve stfedni ¢asti konéetin plodu
a Castecné v koleni, lokti, kosti loketni, vietenni, zdpéstni a v prvnim i druhém faryngealnim oblouku.
Vyvodili z této skute¢nosti, Zze za malformace a kostni odchylky u pacientek s TS by mohla byt
zodpovédna nedostatecnd exprese genu SHOX Vv pfislusnych oblastech. Soucasné skupina prokazala,
ze gen SHOX nehraje roli ve vyvoji somatickych ryst, které nesouvisi s kostrou (Clement-Jones et al.,
2000).

8.1.1 Struktura genu SHOX a jeho regulace

Gen SHOX koduje transkripcni faktor, jenz je ve vysoké koncentraci exprimovan v osteogennich
buiikach. SHOX patii mezi transkripéni faktory kodujici homeodoménu o velikosti 60 AK, ktera
slouzi jako DNA vazebna doména a vaze se do palindromatické sekvence 5’ -TAAT(N),ATTA-3’(Rao
et al., 2001). Gen SHOX se sklada z deviti exonu (I, I, la, I, IV, V, Vla a Vib, VII). Exon | je

nekodujici. V exonu Il a 1V je lokalizovana homeodoména (viz obr. 5) (Durand et al., 2011).

N4

jsou SHOXa (1 870 bp) a SHOXb (1 349 bp). Oba tyto transkripty jsou identické na svém 5 'konci, ale
jsou rozdilné na svém 3 "konci, respektive v exonu V1. Tyto dvé mRNA jsou nasledné translatovany do
proteinu o velikosti 292 AK (SHOXa) a 225 AK (SHOXb). SHOXa se od SHOXDb lisi ptitomnosti
C terminalni domény, ktera zahrnuje i motiv OAR o velikosti 14 AK (Rao et al., 1997). Tato doména
spolu s homeodoménou zodpovidaji za transaktivacni funkci SHOX. SHOXb kvili absenci
C terminalni domény nemuize pusobit jako transkripcni aktivator, ale mohl by pisobit jako modulator
aktivity SHOXa. Dalsi atraktivni kandidat pro regulaci aktivity SHOXa by mohl byt SHOX2 (viz
dale) (Rao et al., 2001). Alternativni sestfih, zahrnujici exon Ila, vede Kk posunu ¢teciho
ramce a vzniku transkriptu s pfedéasnym stop kodonem v exonu III. Piedpokladid se, Ze tento
transkript neni pfepisovan do proteinu a podléhd degradaci. Exon Ila je pfitomen jen u savci.

V zavislosti na misté sestiihu mize byt exon VII zahrnut do 3 sestfihovych variant mRNA. Prvni
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varianta (VII-1) vznika sestfihem na 3’konci exonu VIa, ktery nezpusobuje terminaci transkripce,
a proto dochazi k prodlouZzeni 3'nepiekladané oblasti (UTR — angl. untranslated region). U druhé
a treti sestfihové varianty (VII-2 a VII-3) je exon VII pfipojen k exonu V (varianty se mezi sebou lisi
na 5’konci exonu VII). Témto variantam chybi exon VI a neobsahuji OAR doménu. Uplatiuji se
pravdépodobné v regulaci exprese SHOXa podobné jako SHOXDb. Jsou exprimovany v embryonalnich
tkanich neuralniho ptivodu. Transkripty, zahrnujici exon VII v jeho riznych sestfihovych variantach,
unikaji pravdépodobné degradaci a jsou piepisovany do proteinu. Obecné 3'UTR genu jsou cilem
miRNA, které zprostfedkovavaji posttranskripcni genové umlceni. Sestfihové varianty zahrnujici exon
VII prodluzuji 3’'UTR, a mohou tak poskytnout dal$i vazebna mista pro miRNA a ovlivnit expresi

SHOX (Durand et al., 2011).

SHOX funguje jako transkrip¢ni faktor, @ musi byt proto transportovan do jadra pies jaderny por
za pomoci jaderného lokaliza¢niho signalu, ktery se nachazi uvnitt homeodomény a sklada se z 5 AK -

AKCRK (Sabherwal et al., 2004).

Fosforylace je obecny mechanizmus, ktery slouzi k regulaci aktivity mnoha transkripénich faktord.
Fosforylace ma vliv i na stabilitu, lokalizaci proteinu, vazbu proteinu na DNA a také na transaktivaéni
potencidl daného proteinu. Kinazy, zodpovidajici za fosforylaci rodiny proteind, kodujicich
homeodoménu jsou: protein kinaza A a C a kasein kindza IT (CKII). T aktivita SHOX, ktery patii do
rodiny TF kodujicich homeodoménu, je zavisla na fosforylaci. Za tuto fosforylaci zodpovida kasein
kinaza II. Majoritni misto na proteinu SHOX, podléhajici fosforylaci, je v oblasti Ser106, ktery je
souc¢asti motivu SEDE a nachazi se 11 AK od homeodomény blize k N konci proteinu. Fosforylace

nema vliv na jadernou lokalizaci ani DNA vazebnou schopnost homeodomény (Marchini et al., 2006).
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Obr. 5: Poloha genu SHOX na chromozomu X a jeho struktura. Gen SHOXje lokalizovan do PAR1. Struktura
genu SHOX - fimska ¢isla oznacuji exony. Gen SHOX podstupuje alternativni sestiih, jehoz vysledkem jsou
primarné 2 mRNA (SHOXa SHOXb). Srafované obdélnicky v cDNA formé - 5'UTR a 3'UTR a exon 1-
nepiekladané oblasti. Cervené obdélnitky zna¢i umisténi homeodomény. ATG start kodon. TGA stop kodon.
Prevzato a upraveno podle Oliveira et al. (2011).

SHOX mizZe byt exprimovan ze dvou promotort. Alternativni promotor genu SHOX (P2) se
nachazi v exonu II v blizkosti jeho 5konce. Transkripty se od sebe 1isi pouze v 5"UTR oblasti bez
zmény sekvence proteinu. Rozdil spodiva v tom, Ze jsou exprimovany s ruznou ucinnosti. Transkript,
ktery vznika expresi z promotoru 1 (P1) vznika s nizsi frekvenci nez transkript, ktery vznika expresi
z alternativniho promotoru P2. Pfedpoklada se, Ze promotor P2 se pravdépodobné vyuziva ve chvili,
kdy je nutné rychle zvysit hladinu proteinu SHOX, zatimco P1 slouzi k udrzeni konstantni hladiny
proteinu (Blaschke et al., 2003).

HOXA9 je prvni identifikovany regulator exprese genu SHOX, ktery se vaze do AT bohaté
palindromatické sekvence promotoru 2 (P2). HOXA9 patii mezi rodinu proteinti kédovanou geny
HOX a je zcela esencidlni béhem vyvoje koncetin. VSechny proteiny HOX se vyznacuji
konzervovanou homeodoménou, kterd funguje jako DNA vazebna doména. Vazba HOX proteinu na
DNA je doprovazena vazbou dalSich kofaktorG. Dostupnost téchto kofaktorG zavisi na bunééném
prostfedi a je pfedmétem prostorové a Casové regulace. Diky témto kofaktorim mize HOXA9
fungovat jako represor i aktivator. Doposud nebyly identifikovany kofaktory pro HOXA9, ale bylo
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prokazano, ze HOXAO fungoval v U20S (lidska kostni nadorova bunééna linie) jako aktivator exprese
genu SHOX, ale v kufeci embryonalni tkafiové kultufe Hoxa9 ptisobil jako represor exprese genu Shox
(Durand et al., 2012).

Vyvoj koncetin béhem embryonalniho vyvoje je vysoce regulovany proces. Existuji dvé hlavni
signalizacni centra AER (z angl apical ektodermal ridge) a ZPA (z angl. zone of polarizing activity).
Tato centra sekretuji signalizaéni molekuly v pupenech zarodku koncetin. Mezi signaliza¢ni molekuly,
produkované z AER, patii FGF (z angl. fibroblast growth factor), mezi signaliza¢ni molekuly,
produkované ze ZPA, patii morfogen SHH (z angl. sonic hedgehog). V kufeci embryonalni tkanové
kultute (chicken micromass cultures) bylo zjisténo, Ze exprese Shox je negativné regulovana faktorem
Fgf, ale nezavisi na Shh. Z toho Ize usoudit, Ze exprese Shox (alesponi u kura) zavisi na signalizaci
z AER, ale ne na signalizaci ze ZPA (Durand et al., 2012).

Exprese Shox by mohla byt negativné regulovana na dvou trovnich: pfimou vazbou HOXA9 do
promotoru P2 a neptimym zpisobem pomoci signalizaénich molekul produkovanych z AER (Durand

etal., 2012).

Sabherwal se spol. nalezli osm evoluéné konzervovanych nekddujicich DNA elementti (CNE-2 a 9
z angl. conserved non-coding elements), které lezi v oblasti mezi 48 a 215 kb po sméru transkripce od
genu SHOX (viz obr. 6). Bylo potvrzeno, ze tfi z téchto DNA elementt (CNE-4,5 a 9) funguji jako
enhancery genu SHOX (Sabherwal et al., 2007). T oblast, ktera lezi proti sméru transkripce genu
SHOX, obsahuje 4 evoluéné konzervované nekodujici elementy (viz obr. 6), z nichz 3 (CNE-2,3 a 5)

také funguji jako enhancery (Durand et al., 2009).
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Obr. 6: Srovnavaci genova analyza CNE v blizkosti genu SHOX a jejich umisténi vramci genomu.
Konzervované kodujici elementy jsou ukdzané jako modré a zluté pruhy. Konzervované nekodujici elementy
jsou oznaceny jako &ervené pruhy. Vyska pruhu odpovida mezidruhové podobnosti. Sitka pruhu znaéi velikost
konzervovaného elementu. Modrou barvou jsou zvyraznény elementy s funkei enhancerti. Pievzato a upraveno
podle Durand et al. (2009).
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8.1.2 Pribuznost SHOX

Gen SHOKX je blizce ptibuzny lidskému genu SHOX2 (alias SHOT z angl. SHOX Homologous gene on
chromosome three). SHOX2 lezi v oblasti 3q25-26 chromozému 3 (Blaschke et al., 1998). SHOX
nema homologa u mysi, avSak jemu pfibuzny gen SHOX2 ma sviij mysi protéjsek Ogl2x. Gen Ogl2x
lezi v oblasti chromozému 3. Pozoruhodné je, ze ackoliv gen SHOX nema svijj protéjsek u mysi, ma
jéj u kura domaciho. Gen SHOX u kura domaciho je lokalizovany na chromozému 1 a kéduje protein
o velikosti 243 AK, ktery je sekvenéné podobny v celé své délce lidské varianté genu SHOX (94 %
shoda) (Tiecke et al., 2006). V tabulce 1 jsou shrnuty vysledky BLASTp analyzy u raznych

organizmil.
protein latinsky nazev druhu cesky nazevdruhu Pocet identitas shoda v
AK SHOXav% délcev%

SHOXb Homo sapiens Clovék 225 99 72
SHOX Gorilla gorilla gorila niZinna 292 100 100
SHOX Saimiri boliviensis kotul amazonsky 294 100 92
SHOX Otolemur Garnettii komba garnettova 289 100 95
SHOX Canis lupus familiaris pes domaci 291 100 95
SHOX isoformal Felis catus kocka domdci 293 100 93
SHOX isoforma2 Felis catus kocka domdci 306 100 90
SHOX Equus caballus kan domaci 97 32 90
SHOX Bos taurus tur domdci 306 100 88
SHOX Gallus gallus kur bankivsky 291 100 93
SHOX Taeniopygia guttata  zebficka pestra 291 100 92
SHOX isoformal Danio Rerio danio pruhované 285 100 84
SHOX2 isoformaa Homo sapiens Clovék 331 100 59
SHOX2 isoforma b Homo sapiens Clovék 355 82 74
SHOX2 isoformac Homo sapiens Clovék 319 100 61
SHOX2 Mus musculus mys domadci 331 100 57

Tabulka 2: Srovnani aminokyselinové sekvence proteinu SHOXa z Homo sapiens s aminokyselinovou sekvenci
ptibuznych protein Ze srovnani je patrné, ze protein SHOX je u obratlovcti konzervovan. Vyjimku tvoii mys,
uniz se nevyskytuje ortolog genu SHOX. V patem sloupci je uvedena podobnost proteinu s SHOXa , rozsah
oblasti homologie je uveden v 6. sloupci. Primarni sekvence proteini jsou z databaze NCBI (dostupné z URL:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/proteins/). Vytvoreno v NCBI BLASTp (2013).

Homology a ortology genu SHOX a SHOX2, jak uz je patrno z tabulky 2, se vyskytuji u riznych
obratlovcl. Clement-Jones se svymi kolegy provedl analyzu exprese SHOX, SHOX2 a Ogl12x (mysi
ortolog genu SHOX2) v porovnatelnych stadiich vyvoje lidského a my$iho embrya. VSechny 3 geny
vykazuji specificky expresni vzor. Ogl2x je exprimovan pouze v centralnim nervovém systému
(CNS), srdci, kraniofacialni tkani, pfednich a zadnich koncetinach plodu. Naopak, exprese

SHOX a SHOX2 je prokazana Vv koncetindich a faryngealnich obloucich. Pfi vyvoji koncetin je
27


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_53657
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_53658
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_53660
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_53661
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_53663
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_53664
http://www.biolib.cz/cz/taxon/id21462/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_53666
http://www.google.cz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=14&cad=rja&ved=0CEkQFjADOAo&url=http%3A%2F%2Fwww.ifauna.cz%2Farchiv%2Frocnik%2F19%2Fcislo%2F16%2Fclanek%2F4922%2Fzebricka-pestra-taeniopygia-guttata%2F&ei=v2YiUfT4DvKK4gSyt4HIDQ&usg=AFQjCNGWbZt5WlByR7EGhlOSBUz5zmRqfg&bvm=bv.42553238,d.bGE
http://www.google.cz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=7&cad=rja&ved=0CFIQFjAG&url=http%3A%2F%2Frybicky.net%2Fatlasryb%2Fdanio_pruhovane&ei=92YiUemuFOrV4gTkh4A4&usg=AFQjCNEW9IUc75AnCOvrplK8oiV1XWUO2w&bvm=bv.42553238,d.bGE
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_53668
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_53668
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_53668
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_53671

z pocatku SHOX exprimovan v nediferencované mesenchymalni tkani. Sila jeho exprese roste pii
kondenzaci mesenchymu a diferenciaci chondroblastu v perichondrialni vrstvé. SHOX2 je exprimovan
primarné v pojivovych tkanich a svalstvu. Pti vyvoji faryngealnich obloukli je SHOX exprimovan
primarn¢ v mezodermalnim jadfe, zatimco SHOX2 je silné exprimovan ve vnéj$i mezenchymalni

vrstvé (Clement-Jones et al., 2000).

8.1.3 Geny regulované transkripénim faktorem SHOX

Béhem enchondralni osifikace dochazi k proliferaci, maturaci chondrocytl a ty postupné hypertrofuji
a dochazi u nich k indukei apoptozy. Postupné se vytvaii sekundarni osifika¢ni jadro v ristovych
ploténkach, slouZici jako templat pro osteogenezi, pii které je hypertrofujici chrupavka postupné
nahrazena kosti. Tento proces ovliviiuje mnoho hormont, ristovych a transkripénich faktorti, mezi
které se fadi i SHOX. Nadmérna exprese SHOX v primarnich fibroblastech, primarnich chondrocytech
a bunécné linii U20S vede k zastaveni bunééného cyklu a proliferace. SHOX reguluje rovnovahu
mezi proliferaci a apoptézou chondrocyti pii rastu dlouhych kosti. To podporuje i skute¢nost, Ze
SHOX je siln¢ exprimovan v hypertrofujicich chondrocytech ristovych plotének, coz vede k zastaveni
jejich proliferace a indukuje u nich apoptozu, celkové tak podporuje osteogenezi (Marchini et al.,
2004).

Cilem TF SHOX je gen NPPB. SHOX se vaze do jeho promotoru do palindromatické sekvence
TAATGATAATTA a pozitivné reguluje jeho expresi. Substituce Serl06 alaninem vede k omezeni
schopnosti SHOX puisobit jako transkripéni aktivator, a proto zminénd mutace vedla k neschopnosti
SHOX indukovat expresi NPPB. Gen NPPB koduje BNP (z angl. brain natriuretic peptide) (Marchini
et al., 2007). BNP byla az donedavna piisuzovana kardiovaskularni funkce kvili jeho vazodilata¢nim
a diuretickym vlastnostem. Diky témto schopnostem je vyuzivan jako peptidovy hormonalni 1ék pro
1é¢bu srde¢niho selhani (Bettencourt et al., 2002). V posledni dobé se piedpoklada, ze BNP a jeho
receptor NPR (z angl. natriuretic peptide receptor) hraji také roli venchondralni osifikaci.
SHOX a NPPB jsou koexprimovany V proliferujicich a hypertrofujich chondrocytech a predpolada se,

ze se uplatiiuji v maturaci chondrocyt (Marchini et al., 2007).

Dalsim cilem TF SHOX je gen FGFR3 (z angl. fibroblast growth factor receptor gene).
V zavislosti na bunééném typu je SHOX schopen pulsobit jako represor nebo aktivator exprese genu
FGFR3. Podobné jako u jinych TF, i u SHOX rozhoduje dostupnost kofaktorti v riznych tkanich
o tom, jestli bude fungovat jako represor nebo aktivator. Doposud tyto kofaktory pro SHOX nebyly
identifikovany a tato skutecnost brani komplexnimu porozumeéni regulace exprese FGFR3 zavislé na
SHOX. Zcela pro nas smérodatna je skutecnost, ze SHOX ptisobi jako represor exprese genu FGFR3
pravé v kuieci embryonalni tkanové kultute, nebot’ ta slouzi jako in vitro modelovy systém, ve kterém
Ize simulovat procesy, vyskytujici se béhem enchondralni osifikace pti vyvoji koncetin. Na rozdil od
mysi, U kura domaciho je ptitomen gen Shox (viz vyse). Gen FGFR3 ma zcela zasadni roli béhem
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vyvoje koncetin plodu. Produkt genu FGFR3 inhibuje proliferaci a naopak stimuluje diferenciaci
chondrocytd a ptisobi jako negativni regulator postnatalniho ristu. V pfitomnosti TF SHOX je hladina
FGFR3 snizena, coz umoznuje prodluzovani kosti. U zen s TS kvuli haploinsuficienci genu SHOX, je
hladina SHOX snizena, coz zpusobuje vys$si hladinu FGFR3 a tedy i malou postavu. Glaser a spol.
prokazali, ze SHOX2 neni schopen regulovat expresi FGFR3 (Glaser et al., 2011).

SHOX interaguje i s TF SOXS5 a SOX6, které pak spolu se SOX9 reguluji chondrogenezi. SHOX
kooperuje se SOX5/SOX6 a SOX9 v aktivaci enhanceru genu Agcl (Aza-Carmona et al., 2011).
Agcl(AGC1) je gen kodujici Aggrecan — proteoglykan, vyskytujici se v chrupavce a zodpovidajici za
jeji pevnost. Za produkci proteoglykanu a kolagenu typu II, které jsou soucasti mezibunééné matrix,
zodpovidaji samotné chondrocyty. Diferenciace chondrocyti z mezenchymalnich bunék je
doprovazena zvysenou expresi AGCl a COL2A1 (koduje kolagen typu II), ale i dalSich gend,

kodujicich komponenty mezibunééné matrix (Han et al., 2008).

8.2 Dalsi geny zapojené do Turnerova syndromu

Zcela nejprozkoumané]si fenotypovy projev TS je mala postava a dalsi kostni abnormality. Korelace
mezi dal$imi fenotypovymi projevy TS (gonadalni dysgenezi, kardiovaskularnimi, renalnimi problémy
a problémy asociovanym s dysfunkci lymfatického systému) a genetickym faktorem, ktery by za né
zodpovidal, je podlozena jen n€kolika malo publikacemi. Existuji sice studie (viz dale), jez navrhly

geny zapojené alespon do nekterych fenotypovych projevi, ale tyto studie nebyly nadale rozvijeny.

Na zakladé studii pacientek s delecemi kratkého raménka byly odhaleny kritické oblasti, kde by se
geny mohly nachazet. Ale jen téZko lze rozhodnout, zda geny pifitomné v oblasti delece jsou primarné
zodpovédné za abnormalni fenotyp. Je totiz mozné, ze neptitomnost kandidatniho genu napt. v né¢jaké
regulacni kaskadé zplsobi nedostatek klicové komponenty (nejspi$ proteinu) a sekundarné se rozvine

dany fenotyp.

8.2.1 Gonadalni dysgeneze

Jednim z dalSich majoritnich fenotypovych znaki, s kterymi se setkdvame u pacientek s TS, je
gonadalni dysgeneze. V raném vyvoji jsou ovaria az do 3 meésicl Zivota plodu normalni a zcela
nerozliSitelna od ovarii zdravého plodu. Od 3 mésici primordialni folikuly podstupuji pred¢asnou
apoptozu a v dospélosti chybi. Struktura kliry ovarii se nasledné fibroticky méni za vzniku ,,streak*
gonady. Po narozeni dév¢atka s TS mohou mit ovaria riiznou morfologickou podobu v zavislosti na
jejich karyotypu. Ovaria mohou obsahovat fibrotickou tkan bez zarode¢nych bunék (u pacientek
s monozomii chromozému X), zbytky normalni ovarialni tkan¢ nebo mit zcela normalni histologickou

stavbu (u pacientek s chromozomalni mozaikou). Gonadalni dysfunkce se projevuje nadmérnou
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sekreci LH (z angl. luteinizing hormone) a FSH (z angl follicule-stimulating hormone) (shrnuto
v Sybert a McCauley, 2004).

Jako jeden z kandidatnich genti, zapojenych v gonadalni dysgenezi u pacientek s TS, byl navrzen
gen USPIX (z angl. ubiquitin specific peptidase 9, X-linked), alias DFFRX. Tento gen byl ptivodné
identifikovan jako ortolog drozofiliho genu faf (z angl. fat facets). Gen faf je ¢lenem rodiny
deubiquitinaénich genti, jejichz produkty zodpovidaji za odstranéni ubiquitinu 2z ubiquitin
konjugacniho enzymu (E3, ubiquitinproteinligasa). U drozofily je tento gen nezbytny pro normalni
00genezi a soucasné hraje roli ve vzniku fotoreceptora pii vyvoji oka. Mutace v genu faf u drozofily
mize mimo jiné vést k selhani ve vyvoji oocytu. Lidsky ortolog genu faf je lokalizovan na chromozom
X v oblasti Xp11.4 a ma svého homologa na Y chromozému (DFFRY) v oblasti Yq11.2. Gen USP9X
unika procesu XCI (Jones et al., 1996).

V roce 1998 James a spol. zjistili v ramci své prace o fenotypovych projevech pacientek s deleci
kratkého raménka chromozému X, ze gen USP9X nejspi$ nehraje roli v ovarialnim selhani u pacientek
s TS. James a spol. testovali 11 pacientek se zlomem chromozému X v proximalni ¢asti chromozému
X na pritomnost genu USP9X. Pét pacientek zjedenacti m€lo normalni ovarialni funkci a mélo
zachované ob¢ alely genu USP9X. Dvé pacientky z Sesti, které mély jen jednu kopii genu USP9X,
mély piesto normalni ovarialni funkce. Je mozné, Ze ackoliv pacientky nebyly podle vySetieni krve
mozaiky, mohly mit 46,XX bunécnou linii v ovariich a diky tomu mohly mit normalni ovarialni

funkce (James et al., 1998).

Gen faf ma u mysi 2 ortology. Na chromozému X se jedna o gen Usp9x (Dffrx) a na chromozému
Y o gen Usp9y (Dffry). V mysim sekundarnim folikulu byla zjisténa exprese Usp9x a jeho produkt byl
ve vysoké koncentraci akumulovan v cytoplazmé Graffova folikulu u dospélych samic (Noma et al.,
2002). Stale chybi odhalit mechanizmus pusobeni produktu (proteinu/RNA) genu Usp9x a poté tuto

skute¢nost extrapolovat na ¢lovéka.
Gen UBA1 (z angl. ubiquitin-like modifier activating enzyme 1), alias AL1S9T, je gen, ktery je

lokalizovan do Xpll a unikd procesu XCI. I tento gen by mohl byt zapojen v ovarialnim selhani

(Brown a Willard, 1990).

8.2.2 Gen ZFX — gonadalni selhani a mala postava

Gen ZFX je mapovan do oblasti Xp21.3-Xp22.1(Schneider-Gadicke et al., 1989). Gen ZFX koduje
transkripéni aktivator. Na svém C konci mal1l3 AK motiv zinkového prstu skladajici se
z nepteruSeného fetézce Cys-Cys/His-His. N konec proteinu tvoti aktivacni doména, ktera se sklada
z kyselych AK (Luoh et al., 1997). Gen ZFX ma svého homologa na chromozomu Y (ZFY) a unika
XCI (Schneider-Giadicke et al., 1989). Exprese genti ZFX/ZFY neni tkanové specificka. Gen Zfx

najdeme i u mysi, ale zde podléha inaktivaci chromozému X. I u mysi existuje Y-vazany homolog
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genu Zfx. Exprese Zfy je u dospélych mysi omezena na testes. Exprese Zfx neni omezena pouze na

embryonalni tkang ale i na diferencivané bunééné typy (Adler et al., 1997).

vvvvvv

mély omezenou fertilitu v disledku sniZzeni poctu germinalnich bunék oproti normalnim samicim.
Predpoklada se, ze normalni funkce ZfX je zcela esencialni pro rust epiblastu, z kterého jsou odvozeny
i primordialni germinalni burniky. Pokud neni pfitomen funkéni ZfX, klesa mnozstvi primordialnich
germinalnich bunék a vznika tak i niz$i pocet germinalnich bun€k a samice maji omezenou fertilitu.
Soucasné epiblast dava vzniknout vlastnimu embryu, a pokud je omezena jeho proliferace v dusledku

deficitu Zfx, novorozena mlad’ata jsou mensi (Luoh et al., 1997).

Mysi model Zfx -/- nastinil, Ze gen ZFX by mohl byt dulezity geneticky faktor, jenz pifi své
nepiitomnosti pfispiva ke gonadalni dysgenezi a k malé postavé. Problematika nebyla v dalSich

studiich dale rozvijena a chybi studie u ¢lovéka.

8.2.3 Gen RPS4X

Lidsky ribozom se sklada ze 4 RNA a z 80 ruznych proteini. Gen RPS4X je X-vazany a koduje
protein o velikosti 263 AK, jenz je soucasti malé podjednotky ribozomu (40S). Gen ma svého Y-
vazaného homologa RPS4Y, ktery se od RPS4X 1isi 19 AK. RPS4X unikéd procesu XCI. U lidi je
normalni embryonalni vyvoj zavisly na pfitomnosti dvou kopii genu RPS4. Mysi ortolog lidského
RSP4X se nachazi na chromozému X a nema svého Y-vazaného homologa. U mysSi tento gen
podstupuje XCI. Dle této studie je piedpokladano, ze dvé kopie genu RPS4 jsou nezbytné pro rany
embryonalni vyvoj v dobé, kdy ribozomalni syntéza je nejvyssi. Neptitomnost dvou kopii mize byt

ptic¢inou letality spojené s monozomii chromozomu X (Zinn et al., 1994).

8.2.4. Problémy asociované s lymfatickym systémem a dalsi fenotypové projevy TS

Abnormalni vyvoj lymfatického systému a nasledné porucha jeho komunikace s cévnim fecistém je
poskozenim, jez zodpovida za vétSinu spontannich potratii, je pravé obstrukce na trovni lymfato-
jugularniho spojeni, které zodpovida za odvod lymfy do venozniho systému. V piipadé obstrukce se
lymfa hromadi v zadnich a bo¢nich oblastech krku a obli¢eje za vzniku hygroma colli cystikum
(cysticky hygrom, zvlastni forma cystického lymfagiomu, nezhoubny nador z rozsifenych miznich
cév). V disledku obstrukce miznich cév se u pacientek setkdvame postnatalné s pterygium colli,
volnou kazi (pfevazné po stranach a vzadu na krku), otoky nohou a rukou, abnormalnimi
tvary a posazenim us$nich boltcti, dysplazii nebo dokonce absenci nehtd. Za Silhani a ptoézu vicek

mohou edémy periokularni oblasti (Shrnuto v Stratakis a Rennert., 1994).
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Jako kriticka oblast, zodpovédna za fenotypovy projev souvisejici s lymfatickym systémem, byla
oznaCena oblast Xpl1.4. Nalezeni kandidatniho genu komplikuje i skute¢nost, Ze tento gen bude
pravdépodobné vykazovat neuplnou penetranci a variabilni expresivitu (pacientky se 1i§i zavaznosti
fenotypové projevy souvisejici s lymfatickym systémem se objevovaly u pacientek, jez mély
monozomii nez, u pacientek s deleci oblasti Xp11. Dalsi geny by mohly sidlit na jiném misté Xp nebo

dokonce na Xq (Boucher et al., 2001).

Co se tyka kardiovaskularnich a renalnich problému, které jsou pozorované u pacientek s TS,

doposud nebyla identifikovana pficina téchto fenotypovych projevi.
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9. Zaveér

Z vysledkt mé literarni reserSe plyne, Ze pfic¢inou fenotypovych projevii Turnerova syndromu je
haploinsuficience X-vazanych gent, které u normalnich Zen unikaji procesu inaktivace chromozému

X, XClI.

Karyotyp Zen s Turnerovym syndromem nezahrnuje pouze monozémii chromozomu X ale
i mozaikovy karyotyp, izochromozém X nebo ring chromozém X. Prekvapivé je, ze ackoliv
u pacientek s ring chromozémem je pozorovana mentalni retardace v disledku funkéni disomie gent
lokalizovanych na chromozomu X, s podobnym kognitivnim fenotypem se u pacientek s TS

nesetkavame.

Ackoli kompenzace genové davky u homogametického pohlavi (obsahujici dva gonozomy XX) je
esencialni pro jejich Zivot, jeji principy, molekuldrni mechanismus ale i nafasovani jsou zna¢né
variabilni. Na ptikladu mysi, kralika, vacnatct a Cloveéka byly predstaveny tii odlisSné mechanizmy
XCI. U mysi je udrzen pfednostné inaktivovany paternalni chromozém X az do faze rané blastocysty,
kde poté dochazi ve vnitini bunééné mase k reaktivaci paternalniho chromozému X a je spusténa
druhd vlna XCI. Ta je tentokrdt ndhodna (materndlni i paternalni chromozém X maji stejnou
pravdépodobnost byt inaktivovany). V trofoektodermu a primitivnim entodermu je inaktivace
paternalniho chromozému X udrZzena. U vacnatcl je pfednostné inaktivovany paternalni chromozom
X, ale naopak u ¢lovéka a kralika dochazi k nahodné inaktivaci chromozému X. Navic je u nich
proces XCI spustén v pozd€jsim vyvojovém stadiu nez u mysi, ktera spousti expresi Xist jiz
vV dvoubunécéném stadiu.

Pomoci mysich experimentalnich modelti byly detailn€é popsany molekularni mechanismy
inaktivace chromozému X (XCI) v samic¢ich buiikach. U c¢lovéka je vSak XCI v nékterych aspektech
molekularnich mechanizmi zna¢né odlisna. Transkript lidského genu TSIX, ortologu mysiho Tsix, je
vyrazné zkraceny na svém 5’konci, a proto nemtze fungovat jako hlavni negativni regulator genu
XIST. U cloveéka oproti mysi navic neexistuji ani pozitivni regulatory exprese genu TSIX. Rovnéz

nebyla doposud odhalena role RNF12 a pluripotentnich faktort v procesu XCI.

Zcela zasadnim pro vysvétleni odliSnosti v iniciaci XCI u ¢loveka a mysi se jevi nedavny objev
nekodujici RNA XACT, kterd u cloveéka obaluje aktivni chromozém X a mohla by byt kli¢ovym
regulatorem exprese genu XIST. U mySi gen Xact chybi. Naopak u vacnatci nachazime dalsi
nekodujici RNA Rsx, ktera indukuje transkripéni uml€eni chromozému X. Za uvazeni by stalo, zda se

gen Rsx nachazi i u placentarnich savci a pokud ano, zda ma funkci v procesu inaktivace.
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Rozdily v procesu inaktivace chromozému X (at’ uz v nacasovani, v mechanizmu, nebo v regulaci)
nas utvrzuji vtom, ze mys$ neni vhodny modelovy organizmus pro studium XCI a Turnerova
syndromu, ktery s timto procesem uzce souvisi. V budoucnu by se mélo vénovat usili na nalezeni
vhodnéjsiho modelového sytému. Za uvahu by stal naptiklad kralik, u kterého podobné¢ jako u ¢loveéka

dochazi k nahodnému zpasobu inaktivace.

Navic u ¢loveka unika procesu inaktivace chromozému X okolo 15 % gent, zatimco u mysi pouze
cca 3 % genl. Tento markantni rozdil v poctu genli na chromozému X je pravdépodobnou piic¢inou
mnohem mirngjSich fenotypovych projevii u mysi s karyotypem 39,X, oproti zenam s karyotypem
45,X. Navic u clovéka ptiblizné 10 % genti vykazuje variabilni Ginik v zavislosti na bunééném typu
tkani ale 1 vramci zen. Tato variabilita by se v budoucnu méla studovat ve vztahu
k environmentalnim faktorim. Vysledky takovych studii by se daly vyuzit ve prospéch 1é¢by

syndromu souvisejicich s epigenetickou regulaci, véetn¢ Turnerova syndromu.

Zcela majoritnim fenotypovym projevem Turnerova syndromu je mald postava a kosterni
abnormality sni asociované. Za tento projev zodpovida gen SHOX, ktery unika inaktivaci
chromozému X u zdravych zen. U pacientek s Turnerovym syndromem neni jeho produkt pfitomen ve
spravné expresni hlading, coz se u téchto zen manifestuje jako mala postava a kosterni abnormality.
Gen SHOX je konzervovan u fady obratlovcll s vyjimkou mysi, kde nachazime pouze ortologa
lidského genu SHOX2: Ogl2x. Jako vhodnéj$i model pro vyzkum genu SHOX a patologii s timto
genem souvisejicich se ukazaly kutfeci embryondlni tkafiové kultury, nebot’ u kura doméaciho, na rozdil
od mysi, je gen SHOX pfitomen.

Exprese genu SHOX je fizena 2 promotory, n¢kolika DNA nekoddujicimi elementy, které lezi po
sméru i proti sméru transkripce a nové objevenym regulatorem HOXA9, ktery se vaze do
alternativniho promotoru. Transkrip¢ni faktor SHOX reguluje expresi geni NPPB, FGFR3. Tyto geny
a jejich produkty jsou zapojeny do enchondralni osifikace a rustu kosti. Odhaleni signalni drahy
regulace rastu proteinem SHOX otevira pole pro 1écbu ristového selhani u pacientek s Turnerovym

syndromem, ale i u pacientek s Léri Weillovym syndromem nebo s idiopatickou kratkou postavou.

Dalsi geny, které byly popsany v souvislosti s Turnerovym syndromem, jsou: USP9X, UBAL ZFX
a RPS4X. Tyto puvodni studie nebyly dale rozvijeny, a proto nelze fici jednoznaéné, Ze skutecné tyto
geny zodpovidaji za dalsi fenotypové projevy asociované s TS. V budoucnu bude nutné vysledky
téchto studii ovefit.

V literarni reSerSi jsem prinesla souhrnny piehled regulatord inaktivace chromozomu X se
zdiraznénim rozdilt mezi ¢lovékem a mysi. Provazala jsem problematiku inaktivace chromozému X
s geneticky podminénym syndromem - TS. Prace tak mize slouzit jako dobry orienta¢ni zdroj
prehlednych informaci o Turnerové syndromu v souvislosti s inaktivaci chromozému X a jako zdroj

mapujici nedostatky my$iho modelu pro jeho pfeneseni pro mechanizmy fungujici u ¢lovéka.
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