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Abstrakt

Dédi¢né poruchy metabolismu (DMP) jsou raznorodou skupinou nékolika set riiznych
onemocnéni s relativné vysokou kumulativni incidenci (uvadi se az 1:600). U DMP dochéazi
k hromadéni substratu a nedostatku produktu v uritych metabolickych cestach, coz je
zpusobeno deficitem enzymu, popf. jeho aktivatoru, nebo dysfunkci transportniho proteinu,
avSak zékladni pfi¢ina je na irovni DNA. Pfi¢iny rozdilnych fenotypovych projevi u pacienti
se stejnym genotypem casto nejsou znamy.

V ramci své prace na Ustavu dédiénych metabolickych poruch, 1.LF UK a VFN jsem se
zabyvala navrhem novych metod pro vyzkum DMP a aplikaci téchto metod u pacienti a
jejich rodin. Vytvofila jsem postupy pro izolaci lysosomalnich membran, slouzici pro vyzkum
lysosomalnich stfddavych onemocnéni, ale také obecnych vlastnosti lysosomil. Dale jsem
zavedla n€kolik metodik pro stanoveni poméru inaktivace chromosomu X, ¢imz se vyrazné
navysilo procento zen, u kterych je mozné tento parametr stanovit. Tyto metody nyni
vyuzivame u heterozygotnich zen s X-vdzanym onemocnénim, u nichz studujeme vliv X-
inaktivace na fenotypové projevy onemocnéni. Podrobnéji je v této praci popsan piipad divky
s manifestaci mukopolysacharidosy typu II, divky s deficitem enzymu OTC a rodiny s mutaci
v genu HPRT1.

Abstract

Inherited metabolic disorders (IMD) form a diverse group of several hundred different
diseases with a relatively high cumulative incidence (stated up to 1:600). They are associated
with accumulation of the substrates and lack of the products in specific metabolic pathways,
which is caused by deficiency of the enzyme or its activator, or dysfunction of the transport
protein. However, the underlying cause is at the DNA level. The grounds for different
phenotype manifestation in patients with the same genotype are often not known.

During my work at the Institute of Inherited Metabolic Disorders, | designed several new
methods for the research of IMD and applied them in the patients and their families. | created
procedures for the isolation of lysosomal membranes that are used for the research of
lysosomal storage disorders and general properties of lysosomes. Next, | introduced several
novel assays for determination of the X-inactivation ratio, which led to a significant increase
of informative women. Nowadays, we use these methods in heterozygous women with X-
linked diseases in order to study the influence of X-inactivation on the manifestation of the
diseases. The cases of a girl with mucopolysaccharidosis type 11, a girl with OTC deficiency
and a family with the mutation in HPRT1 gene are described here in more details.



Uvod

Z patofyziologického hlediska mohou byt dédicné metabolické poruchy (DMP) rozdéleny na
tii zakladni skupiny (Fernandes J. et al., 2008): DMP vedouci k intoxikaci (napi. poruchy
cyklu mocoviny), DMP postihujici energeticky metabolismus (nap¥. mitochondrialni poruchy)
a DMP s komplexnimi molekulami, které postihuji bunétné organely a zahrnuji choroby
s poruchou syntézy nebo katabolismu komplexnich molekul. Do posledni skupiny spadaji
mimo jiné lysosomalni stfddavd onemocnéni, heterogenni skupina zhruba 60 onemocnéni,
které lze na zaklad¢ slozeni a morfologie sttddaného materialu rozdé¢lit na glykogenosy,
mukopolysacharidosy, glykoproteinosy, (sfingo)lipidosy a neuronalni ceroidni lipofuscinosy.
Z hlediska dédicnosti pfevazuje u DMP autosomaln¢ recesivni typ. U X-vazanych poruch
(napt. Fabryho choroba, mukopolysacharidosa typu II, deficit ornitintranskarbamylasy,
Lesch-Nyhantiv syndrom a jiné) je typické postizeni hemizygotl. Klinickd manifestace
U heterozygotnich Zen je velmi rozmanita a je ovlivnéna inaktivaci chromosomu X (X-
inaktivaci, XCI) nesouciho danou mutaci.

Cile prace

Predmétem této prace bylo vytvofit nové metody pro studium dédi¢nych metabolickych
poruch a tyto metody déle u vybranych onemocnéni aplikovat.

Tato studie obsahuje nésledujici pododdily:

A. Vytvoreni jednoduché metody pro obohaceni lysosomil/lysosomalnich membran za
ucelem vyzkumu obecnych vlastnosti lysosomil, jejich obsahu a lysosomalnich
proteind, ale také zmén probihajicich u lysosomalnich stfadavych onemocnéni.

B. Ovéfeni, zda promotorové varianty rs4523300 a rs149596192 genu HGSNAT,
koédujiciho lysosomalni membranovy enzym, maji vliv na aktivitu enzymu méfenou
vV lymfocytech zdravych osob. Tyto varianty popsala ve své dizertaéni Eva Richtrova
(Richtrova E., 2014) u Sesti pacientil. Pfi analyze luciferasovou metodou mély vy-
znamny dopad na expresi reportéru, a proto by potencidlné¢ mohly mit patogenni vliv.

C. Dokonceni navrhu metod pro stanoveni pomeéru inaktivace chromosomu X, prace
zapocaté v diplomové praci (Musalkova D., 2011), a validace téchto metod na souboru
sta vzorki. Alternativni metody, které nejsou zaloZeny na dinukleotidovych repeticich,
jsou stale potiebné, a to jak v ptfipadech, kdy standardni metoda neni pouzitelna, tak
pro potvrzeni jejich vysledkd.

D. Vyuziti novych metod pro stanoveni poméru X-inaktivace u zen heterozygotnich pro
X-vazana onemocnéni razné povahy, nejen lysosomalni stfadava onemocnéni.
Podrobnégji je zde popsan piipad divky s mukopolysacharidosou typu Il, rodiny
s mutaci v genu HPRT1 a divky s deficitem enzymu OTC, kterd prosla transplantaci
jater.



Metody

Kultivace bunéénych kultur

Buriky linii HEK293 nebo HeLa byly kultivovany v 75 cm? lahvich v komeréné dodavaném
mediu DMEM (ThermoFisher Scientific) obohaceném o antibiotika a 10% FBS (PAA
Laboratories). Kultivace byla provadéna v termostatu pfi 37 °C v atmosféie s 5% COs.

Homogenizace bunécnych linii

Buriky byly sesbirany $krabanim do pufru PBS a promyty v isotonickém TEA pufru (10 mM
trietanolamin, 1 mM Na:EDTA, 10 mM CH3COOH, pH 7,2) s 250 mM sacharosou (Lach-
Ner). Homogenizace bun¢k byla provedena ve sklenéném homogenizatoru Dounce (Kimble
Chase Kontes) pii 4 °C. Homogenat byl centrifugovan v centrifuze 4K 15 (Sigma) 10 min pfi
1000 g, peleta byla znovu homogenizovana a centrifugovana. Supernatanty byly spojeny a
centrifugovany 15 min pti 11 000 g pro ziskani organelové pelety.

Lyze lysosomii

Organelova peleta byla resuspendovana v pufru slozeném z 10 mM HEPES (pH 7,2), | mM
Na,EDTA, 250 mM sacharosy a 20 mM methionin metylesteru (MME) (Sigma-Aldrich) a
inkubovéana 15-60 min za stalého michéani v rotatoru Multi Bio RS-24 (Biosan) pii pokojové
teploté. Poté byla suspenze pfenesena na led a pfidany inhibitory proteaz cOmplete Protease
Inhibitor Cocktail Tablets (Roche). Suspenze po rizné dlouhych inkubacich byly centrifugo-
vany Vv centrifuze 4K15 (Sigma) 25 min pii 25 000 g. V supernatantech a resuspendovanych
peletach byly méfeny aktivity lysosomalnich enzymu a na zékladé toho urcena tiroven lyze.

Priprava linearniho a krokového sacharosového gradientu

Linearni sacharosovy gradient byl pfipraven z 15 ml 32,5% a 15 ml 55,5% sacharosy
(v 10 mM HEPES pufru) v gradientovém mixeru (Sigma-Aldrich) za pouziti peristaltické
pumpy Varioperpex II (LKB). Gradient byl pfevrstven organelovym koncentratem, ktery byl
vystaven plisobeni MME. Krokovy gradient byl pfipraven z 6 ml 41% nebo 35% sacharosy
prevrstvené 5 ml 20% sacharosy a 5 ml organelového koncentratu. Gradienty byly centrifugo-
vany ptes noc pii 112 700 gmax V ultracentrifuze Optima L-90K ve vykyvném rotoru SW32
nebo SW32.1 (Beckman-Coulter). Frakce byly sbirany od hladiny. U linearniho gradientu
bylo odebrano 19 frakci po 2 ml a u krokového 16 frakci po 1 ml, nebo prouzek z rozhrani
20/41% sacharosy. Frakce snejvyssi aktivitou glukocerebrosidasy byly nafedény pufrem
(10 mM Tris-HCI, pH 7,2) na desetinasobny objem a centrifugovany 2h pii 250 000 Qmax
v ultracentrifuze Optima L-90K v rotoru 70 Ti. Peleta byla resuspendovana a zmrazena.

Priprava linearniho gradientu z OptiPrepu

Linearni gradient z OptiPrepu (iodixanol, Sigma-Aldrich) byl ptipraven obdobné jako sacha-
rosovy gradient. K tomu bylo pouZito 6 ml 22% roztoku a 6 ml 5% roztoku, které byly
pfipraveny smichanim pracovniho roztoku (50% w/v isotonicky roztok iodixanolu) s pufrem
(0,25 M sacharosa v HEPES/EDTA). Gradient byl pievrstven 5 ml postnuklearniho super-
natantu, obsahujiciho 4% iodixanol, a centrifugovan 2 hodiny pti 100 000 g. Frakce byly
sbirany od hladiny (21 frakci po 0,8 ml).



Méreni zmény pH pomoci akridinové oranze
Schopnost zmény pH v zavislosti na pfidavku ATP byla u izolované frakce ovétena dle
metody popsané v literatuie (Dell’ Antone P., 1979; Moriyama Y. et al., 1982).

Sonikace vzorki a méfeni dalSich parametri

Vzorky pro méteni enzymovych aktivit byly sonikovany na pfistroji Ultrasonic Homogenizer
4710 Series (Cole-Parmer). Aktivity enzymu glukocerebrosidasy, hexosaminidasy, HGSNAT,
sukcinatdehydrogenasy, alkalické a kyselé fosfatasy, katalasy a NADPH-cytochrom ¢ redu-
ktasy byly méteny podle protokolti uvedenych v literatuie (Graham J.M., 1993; Wenger D.A.
a Williams C., 1991; Voznyi Ya.V. et al., 1993). Objemy cinidel byly upraveny pro umoznéni
méfeni na mikrotitracnich destickach. RozloZeni iodixanolu a sacharosy v gradientech bylo
kontrolovano méfenim refrakénich indext na stolnim optickém refraktometru.

Méreni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinli byla stanovena pomoci metody Bradfordové (Bradford M.M., 1976),
popiipadé byla pro méfeni vyuzita Hartree-Lowryho metoda (Hartree E.F., 1972). U vzorku
pro SDS-PAGE byl pouzit infracerveny spektrometr DirectDetect (Merck Millipore). Signal
byl kvantifikovan v oblasti 1600-1700 cm™,

SDS polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)

Separa¢ni gel byl pripraven smichanim 40% roztoku akrylamidu/bis-akrylamidu (Sigma-
Aldrich), separa¢niho pufru (1,5 M Tris base, 13,9 mM SDS, pH 8,8), 0,06% APS a 0,06%
TEMED. Pro piipravu zaostfovaciho gelu byl pouzit pufr o pH 6,8 obsahujici 0,5 M Tris base
a 13,9 mM SDS. Gel byl pfipevnén do aparatury MightySmall SE260 (Hoefer). Vzorky
(10 pg) byly smichany s pufrem 6x SDS-PAGE (0,012% bromfenolova modf, 30% glycerol,
0,347 M SDS a popt. 6% p-merkaptoetanol). Elektroforéza probihala v pufru (192 mM
glycin, 25 mM Tris base, 3,47 mM SDS) pii napéti 70 V, po 1 h zvySeném na 120 V.

Western blot

Rozdélené vzorky byly blotovany na PVDF membranu Immobilon-P (Merck Millipore)
V polosuché blotovaci aparatufe (Biotec-Fischer). Blotovaci papiry byly ekvilibrovany
Vv blotovacim pufru (48 mM Tris base, 39 mM glycin, 0,037% SDS, 20% metanol, pH 9,2),
membrana navic 15 s v metanolu. Pfenos proteini na membranu probihal 1h pfi konstantnim
proudu 1-2 mA/cm2. Poté byla membrana lh blokovana v pufru PBS-T (PBS s 0,05%
TWEEN20) obsahujicim 3% BSA (Serva Electrophoresis) a promyta. Pro detekci byla
pouzita krali¢i primarni protilatka anti-LAMP1 (darovano Dr. Carlssonem, University of
Umea, Svédsko), krali¢i protilatka anti-OTC (HPA000243) a mysi protilatka anti-GAPDH
(G8795) od Sigma-Aldrich a krali¢i protilatka anti-CPS1 (ab155083, Abcam). Membrana
byla inkubovana 1h s primarni protilatkou v PBS-T s 1% BSA, promyta a inkubovana 45 min
s prislusnou sekundarni protilatkou konjugovanou s enzymem HRP v PBS-T s 1% BSA. Po
promyti membrany byl na blot aplikovan chemiluminiscenéni substrat SuperSignal West
Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific) a signal detekovan na pfistroji
ChemiGeniusQ za pomoci programu GeneSnap (SynGene). Pro vyhodnoceni vysledki byl
pouzit program GeneTools (SynGene). VSechny inkubace a promyvani byly provedeny pfi
pokojové teploté a za stalého michani na pfistroji Orbital Shaker OS-20 (Biosan).



Priprava vzorkii gDNA, RNA a cDNA

Genomova DNA byla izolovana standardni fenol-chloroformovou extrakci nebo s pouZzitim
QiaAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) dle ptilozeného protokolu. RNA byla izolovana za
pouziti TRIzolu (Invitrogen). Z izolované RNA byla podle standardniho protokolu pfipravena
cDNA pomoci reverzni transkriptasy SuperScript II. DNA a RNA z jater byla izolovéna
pomoci soupravy AllPrep DNA/RNA/Protein Kit (Qiagen). Koncentrace a kvalita nukleovych
kyselin byla méfena na piistroji Nanodrop ND-1000 Spectrometer (Thermo Scientific).
Vzorky genomové DNA pro validaci metod byla ziskdny z lymfocytd periferni krve
separovanych na vrstvé Ficoll-Pague (GE Healthcare). DNA byla ziskdna od 100 zdravych
dobrovolnych darkyn ve véku od 9 do 72 let (primérny vék 36,5 let, median 35 let), péti
muzskych dobrovolniki a 18 ¢lent péti rodin. VSichni darci byli ¢eského ptivodu. Studie byla
povolena etickou komisi a ode v§ech zic¢astnénych byl ziskan informovany souhlas.

Stépeni DNA a polymerazova Fetézova reakce (PCR)

Analyzovana DNA (200 ng) byla ptes noc inkubovana pii 37 °C s 10 U metylacné senzitivni-
ho restrikéniho enzymu a 1-3 U pomocného restrikéniho enzymu (NEB) v pfislusném pufru a
s 100 pg/ml BSA pokud bylo potteba. Stejné mnozstvi DNA bylo inkubovano paralelné
pouze s pomocnym enzymem. Enzymy byly inaktivovany inkubaci 10 min pti 95 °C a 30 ng
DNA bylo nasledné amplifikovano pomoci PCR, pti¢emz jeden z primert (Applied Biosys-
tems) v kazdé sadé byl fluorescenéné znacen. Reakce byly provadény v objemu 10 ul a
obsahovaly 1x PC2 pufr, 200 uM dNTPs, 0,3 uM primery, 10% DMSO, 240 mU Klentagl
(DNA Polymerase Technology) a 2,2 mU DeepVent polymerasy (NEB). Amplifikace
probihala v termocykleru C1000 Touch Thermal Cycler (BioRad). Denaturace (94 °C 2 min)
byla nasledovana 35 cykly (94 °C 5 s, 68 °C 20-25 s) a finalni extenzi (68 °C 30 min).

Horizontalni elektroforéza v agarosovém gelu

Agarosa (Serva Electrophoris) byla rozpusténa v TBE pufru (89 mM Tris, 112 mM H3BOs,
2 mM EDTA) a po ztuhnuti pufrem ptelita. Vzorky byly smichany s 6x Loading dye (Thermo
Scientific) a interkala¢ni barvickou GelRed (Biotium). Na gel byly nanaSeny paralelné
se standardem GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific) a elektroforéza probihala
pfi intenzité¢ ~10 V/cm. Vizualizace DNA byla provedena na UV transiluminatoru (Vilber
Lourmat).

Kapilarni elektroforéza

Produkty PCR byly zfedény vodou a smichany s Hi-Di formamidem (Thermo Scientific) a
standardem GeneScan 500ROX (Applied Biosystems) v poméru 0,5:9:0,5 (celkem 10 pl).
Smeési byly separovany na sekvenatoru 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Pro
zpracovani vysledkt byl pouzit program GeneMapper software v4.1 (Applied Biosystems).

Urceni poméru XCI pomoci novych metod

Vzorky gDNA byly amplifikovany pomoci péti sad primera pro identifikaci informativnich
vzorkd, u kterych byl nasledné stanoven pomér XCI. Ten byl vypocten jako pomér ploch pikil
dvou alel analyzované¢ho polymorfniho mista ziskanych u vzorku S$tépeného pomoci
metylacné senzitivniho restrikéniho enzymu Hpall nebo Hhal. Tento mezivysledek byl
zkorigovan pomérem ploch piki u neStépeného vzorku. Pomér XCI byl vypocten



U heterozygott, u kterych se produkty PCR lisily o dvé nebo vice jednotek repetice. V kazdé
sérii vzorkl byl pro potvrzeni uplného Stépeni také zahrnut muzsky vzorek. Vysledny pomér
XCI byl primérem dvou méteni.

Urcéeni poméru XCI s vyuzitim oblasti genu AR

Konvenéni metoda HUMARA byla provedena podle publikovaného protokolu (Racchi O. et
al., 1998), pticemz jeden z primert byl znac¢en fluorescenéni znackou HEX. Poméry XCI byly
rovnéz uréovany pomoci metody AR-MSP (Kubota T. et al., 1999).

Uréeni poméru XCI na zakladé transkripénich metod — metoda SNaPshot

Pro metodu SNaPshot byly vyuzity exonové jednobazové polymorfismy (SNP) v genech
ZNF75D (rs1129093), IDS (rs11549009), MAGED2 (rs1043031 a rs1043034) a MED12
(rs5030619). Reakce byly provedeny dle prokolu vyrobce (ABI PRISM SnaPshot Multiplex
Kit, Applied Biosystems). Principem metody bylo provedeni RT-PCR a hybridizace oligonu-
kleotidovych sond v tésné blizkosti SNP. Poté byly tyto sondy prodlouZeny o jednu bazi
ptipojenim fluorescenéné zna¢eného ddNTP na pozici zkoumaného SNP. Produkty reakce
byly separovany pomoci kapilarni elektroforézy a velikosti pikd byly pouZity pro vypocet
pomeéru exprese alel, ktery byl upraven podle kalibra¢nich kiivek.

Urceni poméru XCI na zikladé sekvenovani produkti RT-PCR

RT-PCR produkty byly analyzovany pomoci hlubokého sekvenovani na pfistroji MiSeq
(IMlumina). Pro rozliSeni maternalni a paternalni alely bylo mozné u pacientky s deficitem
OTC vyuzit jak mutaci ¢.583G>C v genu OTC, tak SNP ¢.137A>G (rs1800321). U pacientky
s MPS 1II byla vyuzita mutace ¢.1403G>A v genu IDS a SNP c.156A>T (rs12097) v genu
LAMP2.

Statisticka analyza

Statistickd analyza (korelace, srovnavani metod) byla provedena za vyuziti softwarového
balicku XLSTAT (Addinsoft). Shoda metod a opakovatelnost byla uréena na zakladé Bland-
Altmanovy metody (Bland J.M. a Altman D.G., 1986).

Ostatni metody
Jakékoli dalsi metody vyuZzivané ostatnimi spolupracovniky na UDMP, resp. jejich specifické
variace, jsou piehledné popsany v literatute, ktera je pfipojena jako pfiloha k dizerta¢ni praci.



Vysledky a diskuse

Izolace lysosomalnich membran z kultivovanych bunék

Lysosomalni membrany (LM) byly tradi¢né izolovany pomoci celé¢ fady metod a jejich
kombinaci (diferencidlni centrifugace, separace v denzitnim gradientu aj.), pfi¢emz se ¢asto
vyuzivala Ucelovd zména vlastnosti urcitych organel, popfipad¢ jejich lyze. Pro vyzkum
proteinti a lipidd LM jsme vyvinuli jednoduchou a ¢asové nendrocnou metodu slouZzici
k obohaceni LM z kultivovanych bunék linii HEK293 a HeLa (Musalkova D. et al., 2013).
Organelovy koncentrat jsme vystavili po dobu 45 min ptisobeni 20 mM metylesteru methioni-
nu (MME), ktery se pouziva pro selektivni lyzi lysosomt (Goldman R. a Kaplan A., 1973;
Schroder B. et al., 2007a). Metylestery urcitych aminokyselin prostupuji do lysosomu, kde
jsou $tépeny pomoci hydrolas. Nasledné dochdzi k akumulaci volnych aminokyselin a zména
osmotického tlaku zptisobi prasknuti lysosomu. Cas piisobeni a koncentrace MME byly
uréeny na zéakladé optimalizace a jsou vysledkem kompromisu mezi trovni lyze lysosomu a
proteolyzy. Pro obohaceni LM jsme se nejdiive netspésné pokouseli vyuzit diferencidlni
centrifugaci a nasledn¢ jsme se rozhodli provést separaci lyzatu na linearnim gradientu
sacharosy o koncentraci 32,5-55,5 % (Schroder B. et al., 2007a). Pro sledovani obohaceni LM
byla vyuZita aktivita glukocerebrosidasy (B-Gluc), coz je periferni enzym LM bez transmem-
branové domény, pouZivany jako marker LM (Schroder et al., 2007a,b). U linearniho
gradientu bylo mozné pozorovat dvé oblasti se zvySenou aktivitou B-Gluc (obr. 1A), prvni
v oblasti 30-41% sacharosy a druha v oblasti okolo 45% sacharosy, kde se také, jak ukazuje
aktivita sukcinatdehydrogenasy (SDH), vyskytovala drtiva vétSina mitochondrii. Nasledné
jsme navrhli krokovy gradient (lyzat/20% sacharosa/41% sacharosa), ale frakce z rozhrani
20%/41% sacharosy bohatd na B-Gluc obsahovala mitochondrialni kontaminaci (obr. 1B).
Tento problém byl prakticky eliminovan pfi sniZzeni koncentrace sacharosy ve spodni vrstvé
z 41 % na 35 % (obr. 1C), coz samoziejmé vedlo ke snizeni vytézku LM (resp. B-Gluc).
Frakce LM ziskand zrozhrani 20%/35% sacharosy obsahovala vysoké mnozZstvi proteinu
LAMPI1 a méla vysokou aktivitu B-Gluc (tab. 1). Specificka aktivita B-Gluc se pifi procesu
zvysila praimérné 15x (7-22X, 7 experimenti), promyti membran pomoci 10 mM Tris pufru
vedlo k dal§imu, zhruba dvojnasobnému zvySeni. Celkovy vytézek ¢inil ~9 % pocatecni
celkové aktivity B-Gluc. Preparat promytych LM mél zftejmé zachovanou aktivitu multiprotei-
nového komplexu vATPasové pumpy H* iontil, protoze po piidavku ATP ke vzorku doslo
k acidifikaci, ktera byla méfena jako zména absorbance akridinové oranze pii 492 nm.

Tab. 1: Purifikace LM z bunécné linie HeLa, typicky experiment.

Protein B-glukocerebrosidasa
Frakce Celkem Vytézek | Vytézek Specificka aktivita Purifikaéni
(mg) (%) (%) (nmol/mg/min) faktor

Homogenat (H) 49,5 100 100 1,31 1
Peleta z 1. centrifugace (jadra, buriky) 8,1 16,4 8,4 0,67 -
Postnuklearni supernatant (PNS) 37,8 76,3 88,6 1,53 1,2
Peleta z 2. centrifugace (organely, OP) 9,7 19,6 77,1 5,17 3,9
Supernatant po stoceni organel (OS) 21,3 43,1 11,2 0,34 -
Frakce LM (frakce 11)* 0,4 0,9 12 18,24 13,9
Promyta frakce LM 0,1 0,3 8,8 38,5 29,6

* Frakce 11 méla nejvyssi specifickou aktivitu B-Gluc v ramci sacharosového gradientu (viz obr. 1).
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Obr. 1: Vysledek separace vzorku na linearnim
sacharosovém gradientu (A) nebo krokovém
gradientu se spodni vrstvou o koncentraci 41 %
(B) nebo 35 % (C). Frakce byly sbirany od
hladiny. V jednotlivych frakcich byla méfena
aktivita glukocererobrosidasy (B-Gluc, marker
LM), sukcindtdehydrogenasy (SDH, marker
mitochondrii), a popt. B-hexosaminidasy (B-Hex,
luminalni lysosomalni hydrolasa). Aktivita je
vyjadfena v procentech  celkové  aktivity.
Z refrakénich indexti byla dopocitana koncen-
trace sacharosy v procentech (na vedlejsi ose). Na
panelu (B) lze wvidét, Zze vétSina aktivity
luminalniho enzymu B-hexosaminidasy byla
detekovana ve frakcich 2-6, odpovidajicich
oblasti, kam byl pfed centrifugaci aplikovan
vzorek. To ukazuje, Ze po disrupci lysosomil
pomoci MME doslo k vyliti solubilniho obsahu,
ktery nepronikal do gradientu. Malé mnozstvi [3-
Hex bylo také detekovano ve frakcich 11 a 12
(spolu s B-Gluc), coz muze byt zpisobeno tim, ze
B-Hex piechodné asociuje s membranou nebo
byla c¢ast B-Hex po prasknuti lysosomu a
nasledném uzavieni zachycena uvniti: LM.
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Fraction
Aktivity enzymil, které slouzily jako markery kontaminace jinymi bunéénymi soucastmi, byly
obecné nizké (mén€ nez 1 % pocatecni celkové aktivity), s vyjimkou katalasy (2,6 %), coz
zna¢i pro mirnou kontaminaci peroxisomy, a alkalické fosfatasy (marker plasmatické
membrany). I vysoce purifikované preparaty LM avSak obsahuji proteiny plasmatické
membrany (Schroder B. et al.,, 2010). To neni piekvapivé, protoZze mezi témito dvéma
kompartmenty dochazi skrze endocytosu a sekre¢ni drahu k pocetnym interakcim (fizim a
odd€lovanim membranovych vacka). Lysosomalni lokalizace byla pozorovéana i u5’-
nukleotidasy (Wattiaux R. et al., 1978), dalSiho markeru plasmatické membrany.

O obohaceni preparatu LM odstranénim perifernich membranovych proteinii nebo slabé
navazanych lumindlnich proteind pomoci oplachl s vysokym obsahem soli (napf. 0,1 M
Na,COs) jsme se nepokouseli. Tento krok mize byt prospésny, protoze snizuje komplexitu
vzorku a odstraiiuje proteiny nespecificky adsorbované na membrany pii frakcionaci. Na
druhou stranu vede ke ztrat¢ asociovanych proteinli, které jsou dilezité pro transport a
interakce lysosomu.

Ackoli nase metoda neposkytuje LM o vysoké Cistoté, vysledné obohaceni je porovnatelné
s metodou izolace magnetickou chromatografii (Diettrich O. et al., 1998). Vyhodou nasi
metody je, Ze nevyzaduje nefyziologickou zaté¢Z endosomalné-lysosomalniho systému
magnetickymi Casticemi (nebo detergenty), které vedou ke vzniku abnormalnich bun¢k.
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Metoda je robustni a velmi ucinnad pfi eliminaci mitochondrialni kontaminace. Vysledky
obohaceni a vytéznosti jsou velmi podobné u obou vyzkousenych bunécnych linii HEK293 a
HeLa, coz naznacuje, ze by mohla byt adaptovana i pro jiné typy bunék. Pro studium
lokalizace latek v ramci raznych bunéénych kompartmenti je nicméné vhodnéjsi vyuzivat
napf. gradient vytvofeny z iodixanolu, ktery umoziuje jemnéjs$i rozdéleni organel. Tento
gradient mize byt pfevrstven piimo postnuklearnim supernatantem, ¢imz se s vyhodou
vyhneme resuspendaci pelety organelového koncentratu. To je krok, ktery se musi provadét
velice jemné, protoze lysosomy obsahuji velké mnozstvi degradativnich enzymi.

Ovéreni vlivu promotorovych variant genu HGSNAT

Acetyl-CoA:a-glukosaminid N-acetyltransferasa (dale jen N-acetyltransferasa, HGSNAT, EC
2.3.1.78) je lysosomalni transmembranovy enzym, ktery katalyzuje acetylaci glukosaminido-
vych zbytkll v heparansulfatu, dilezity mezikrok pii jeho degradaci. Deficit enzymu
zpusobuje Sanfilipptv syndrom typu IIIC (mukopolysacharidosu typu 111C, MPS 11IC, OMIM
#252930). Enzym je kodovan genem HGSNAT lokalizovanym na chromosomu 8. U HGSNAT
byly identifikovany dva potencidlni inicia¢ni kodony (Hrebicek M. et al., 2006).

V nedavném ¢lanku (Richtrova E. et al., 2016) jsme charakterizovali promotor genu HGSNAT
jako promotor s divergentni iniciaci transkripce, nemetylovanym CpG ostrivkem a bez
ptitomnosti TATA (a CAAT) boxu. Pomoci metody 5'RACE byly identifikovany dva hlavni
zacatky transkripce (TSS) v pozici +1 a -15 (poc¢itano od downstream ATG), a transkripty tak
obsahuji pouze downstream ATG. Klicové regulacni elementy jsou obsaZzeny v Useku o délce
1054 bp nad exonem 1. Silné regulacni elementy jsou ziejmé lokalizovany v oblasti -1073/-
716 a -101/-20, kam se, jak jsme potvrdili, vaze transkripéni faktor Sp1 (souhrnné v obr. 2).

-101 -61
7 Sp1-A Sp1-B 7 Sp1-C Sp1-D
CQQCaQCQQaQQQQQ0@80999090909990910090990998908909089990999909039099908
-20 +1 +50

7 Sp1-E Sp1-F ;|
ggcagggcggcclgjacgggcggcggg@agcggggcgggcagggcgctggccgcgctgctgctggccgcgtccgt

TSS TSS

t t exon 1
rs4523300 rs149596192

Obr. 2: Schéma promotorové oblasti genu HGSNAT a exonu a intronu 1 (chr8:42994700-42996700;
GRCh37/hgl9). Vyznaceny jsou pozice dvou variant, rs4523300 a rs149596192. CpG ostrivek je vyznacen
tlustou Cernou Carou, nemetylovany tUsek ovéreny bisulfitovym sekvenovanim ¢arkovanou Carou. Nahote je
rozepsana sekvence oblasti obklopujici zacatky transkripce TSS (-101/+50) a podtrZzenim vyznaCena
predikovand vazebna mista pro faktor Spl. Nukleotidy mutované pfi funkéni analyze jsou vyznaceny tuénym

......

Geny kodujici lysosomalni proteiny maji ¢asto promotory bez TATA boxu a nemetylovany
CpG ostriivek a takové promotory jsou obvykle asociovany s konstitutivni expresi (Zhu J. et
al., 2008). Predpoklada se, ze u eukaryotickych promotori bez TATA boxu je vazba RNA
polymerasy II a komplexu TFIID, a tudiz iniciace transkripce, umoznéna faktorem Spl, pro
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n¢hoz byvaji 40-80 bp nad zacatkem transkripce lokalizovdna mnohonasobnd vazebna mista
(Smale S.T. a Kanadoge J.T., 2003). Vzajemné ptsobeni téchto mist neni plné pochopeno.
Uplny vydet predikovanych vazebnych mist pro transkripéni faktory (p-value < 10°) Ize
nalézt v dodatku ke ¢lanku. Mezi potencialni vazebna mista s niz§im skore (p-value > 107
pak spada i motiv CLEAR v oblasti -737/-742 a -867/-873, coz je vazebné misto pro TFEB,
hlavni regulator biogeneze lysosomu a autofagie (Sardiello M. et al., 2009; Settembre C. et
al., 2011). Tato vazebna mista ale pravdépodobné neslouzi k vazbé TFEB. Velice malo
opravdovych motivit CLEAR lezi vice nez 300 bp nad TSS a Palmieri a kol. pfi vyuziti fady
technik nepotvrdili vazbu TFEB na promotor HGSNAT (Palmieri M. et al., 2011).

U péti z 23 pacienti s MPS Il1IC v nasem souboru byla nalezena promotorova varianta
rs4523300 (4 heterozygotné, 1 homozygotné) a u jednoho pacienta vzacna varianta
rs149596192 (heterozygotn¢). Kvili jejich potencialné patogennimu dopadu byla provedena
analyza téchto variant pomoci luciferasového reportérového systému, kterd ukazala, Ze obé
varianty vedou k vyznamnému snizeni exprese reportéru (p < 0,05), a to na 68 % u rs4523300
a 59 % u rs149596192. Bioinformatickd studie nepredikovala, Ze by tyto zdmény vedly
k inaktivaci vazebného mista pro transkrip¢ni faktory.

Nasledné¢ jsme se zabyvali analyzou aktivity N-acetyltransferasy v bilych krvinkach
U zdravych osob nesoucich tyto varianty. U 100 kontrolnich vzorkii byla provedena
genotypizace pomoci metody PCR-RFLP a u 68 z nich byla zméfena aktivita N-
acetyltransferasy (obr. 3). Jednotlivé skupiny tvotfilo 77 homozygoti pro WT alely (u 45
zméfena aktivita), 14 heterozygotu u rs4523300, 6 heterozygotu u rs149596192, 1 homozygot
u kazdé varianty a 1 osoba, kterd nesla heterozygotné ob¢ varianty. Pfi porovnani skupin
nebyl nalezen vyznamny rozdil. To neni uplné piekvapivé, protoZze u zdravych kontrol
existuje zna¢na variace v aktivité N-acetyltransferasy. Je mozné, Ze varianty maji pouze
¢asteCny vliv na regulaci N-acetyltransferasy in vivo, a je obtizné odhalit jejich piispévek,

obzvlasté pak u heterozygotu.
70

_ 8 o Obr. 3: Aktivita N-acetyltransferasy u 68
< 60 O e kontrolnich osob, ktery byly na zakladé
= @ & genotypu rozdéleny do 6 skupin. Vysledky
E’ 50 o o u prvnich tfi skupin jsou doplnény
> 0 8 o 0 krabicovy diagram, jehoz hranice jsou
E 40 0 O & vymezeny 25. a 75. percentilem (rozmezi
= q O ] 8 IQR), centralni linie ukazuje median,
S 30 - @ & o o symbol ,+“ ukazuje primér souboru.
S &8 o Vousy sahaji do vzdalenosti minimalni a
k201 o maximalni hodnoty vradmci rozmezi 1,5
z o nasobku rozmezi IQR. Odlehlé hodnoty
Q 104 jsou znazornény jako jednotlivé body
(s vyplni).

0 : : . : : .
rs4523300: CC CG CC GG CcC CG
rs149596192: GG GG GA GG AA GA

Vyvoj novych metod pro stanoveni zeSikmeni chromosomu X

Podrobnosti vybéru oblasti vhodnych pro navrh metody pro stanoveni poméru inaktivace
chromosomu X jsou uvedeny v diplomové praci (Musalkova D., 2011). Na zakladé selekce
bylo vybrano 5 part primert, u kterych byly optimalizovany podminky Stépeni DNA a PCR
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amplifikace. Takto byly navrzeny metody L, II, III, IV a V, vyuzivajici oblasti genti RPS6KA3,
CNKSR2, RPS6KA6, TMEM185A a HMGB3 (obr. 4A). Zadna ze studovanych oblasti nebyla
amplifikovana pomoci PCR u muzské gDNA, ktera byla v pfedchozim kroku $tépena pomoci
metylacné senzitivniho restrikéniho enzymu (obr. 4B). Tyto oblasti tudiz nejsou metylované
u aktivniho chromosomu X.

A Obr. 4: (A) Pozice oblasti
(gentl), které¢ byly vybrany pro

11 11 v v g :
RPSGKA3 CNKSR2 AR RPSGKAG TMEM185A HMGB3 ~navrh  metod  (adaptovano
chex [ EEET N W B R 025 B o2s i B z UCSC Genome Browser). (B)
Reprezentativni vysledky jedno-
B I Il 1 V2 Vv tlivych metod u vzorkd muzské
L - + - ¥ - ¥+ - - ¥ gDNA. Symboly +, — znaci, zda

byla gDNA pted amplifikaci
$tépena pomoci metylaéné sen-
300 bp — : zitivniho restrikéniho enzymu
(Hpall/Hhal), ¢i ne. L, standard.

400 bp —

200 bp —

Nové metody byly dale validovany porovnanim jejich vysledk s vysledky standardni metody
AR-MSP. Metoda AR-MSP je technicky naro¢néjsi varianta metody HUMARA zalozena na
metylaéné specifickém PCR, ale jeji vyhodou je, ze v kazdém vzorku je stanoven pomér XCI
nejen na zdklad€ inaktivnich chromosomt X, ale i komplementarni pomér u aktivnich
chromosomi X. Spravnost vysledkti metody AR-MSP jsme potvrdili srovnanim s konven-
¢ni metodou HUMARA a s tranksripénimi metodami. Pfi srovnani vysledkd u 18 vzorku byla
pozorovana velmi vysoka korelace mezi AR-MSP a metodou HUMARA (r = 0,926,
p <0,001). Primérny rozdil (MD) mezi metodami byl 0,5 % a standardni odchylka (SD)
+ 7,9 %. Pti srovnani s transkripénimi metodami (TA) byla také nalezena vysoka korelace a
dobra shoda vysledkii (obr. 5). Proto byly pro dalsi pouziti vysledky metody AR-MSP
povazovany za referencni a byly vyuzity pro validaci novych metod.

A: Scatter plot B: Bland-Altman plot C: Histogram
40 war
r=0789 MD = -04 % (SD=5,9 %) .
p <0,0001 ®
40 20 )

woow o8 2 o8 om
20 * Difference (TA - AR)

Difference (TA - AR)

Transcription assays (average)

Average (AR + TA)/2
N

AR
Obr. 5: Srovnani vysledka ziskanych pomoci transkripénich metod (TA) a metody AR-MSP (AR). (A) X-Y graf,
zobrazena ptimka y = x, Pearsonuv korela¢ni koeficient (r) a pravdépodobnost (p). (B) Bland-Altmantv graf,
zobrazen je primér rozdilt (plna pfimka), jeho 95% konfidenéni interval (teCkované piimky), 95% limity shody
(ptimky se stiidajicimi se ¢arkami a body), hodnota priméru rozdilt (MD) a smérodatné odchylky (SD). (C)
Histogram pro hodnoceni normality distribuce.

Pro tyto ucely byl pouzit soubor 100 kontrolnich vzorkd Zenské gDNA ziskanych z krve.
Metoda I byla informativni u 13 vzorku, Il u 18, 11l u 24, IV u 61 a metoda V u 55 vzork.
Metoda HUMARA/AR-MSP byla ve srovnani s tim vyuzitelna u 67 vzorkll. Reprezentativni
vysledky metod IV a V jsou uvedeny na obrazku (obr. 6).
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Obr. 6: Vysledky fragmentacni analyzy — metoda IV (zelen€) a V (modie). Nestépené (- Hpall) a $tépené
(+ Hpall) vzorky byly amplifikovany s ptislusnymi primery a vzniklé produkty PCR u sady IV a V byly pted
separaci kapilarni elektroforézou smichany. Analyza vysledkti byla provedena pomoci softwaru GeneMapper.
(A) Muzskd DNA. Ve srovnani s nestépenym vzorkem, u kterého vznika vzdy jen jeden produkt, u $tépené¢ho
vzorku nedochézi k amplifikaci. (B) Zenska DNA. Vysledky analyzy u Zeny s nihodnou inaktivaci chromosomu
X ukazuji podobny pomér produkti u §tépené a ne§tépené DNA. (C) Zenskda DNA. Vysledky analyzy u Zeny
s extrémnim zeSikmenim XCI ukazuji, Ze jedna alela pfitomna u nestépeného vzorku chybi u §tépeného vzorku.

Meteni poméru XCI jednotlivymi metodami bylo u kazdého vzorku provedeno dvakrat a na
zaklad¢ toho byl stanoven koeficient opakovatelnosti, ktery reprezentuje maximalni rozdil
dvou opakovanych méieni (s 95% pravdépodobnosti). Pro jednotlivé metody mél koeficient
hodnotu: 8,6 % u AR-MSP, 3,6 % u metody HUMARA, 6,6 % u metody I, 3,6 % u metody
I1, 7,0 % u metody III, 8,1 % u metody IV a 12,9 % u metody V, coZz potvrdilo, Ze jednotlivé
metody poskytuji konzistentni vysledky. Pouze metoda V je méné opakovatelna nez referen-
¢ni metoda AR-MSP.

Vysledky poméru XCI naméfené v ramci naSeho souboru (n = 86) odpovidaji vysledkiim
naméfenym u dospélych Zen (n = 415) v ramci vétsi studie (Amos-Landgraf J.M. et al., 2006).
Z nasledujici tabulky (tab. 2) lze vycist, ze mezi studiemi neni vyznamny rozdil
V procentudlnim zastoupeni Zen s vysokym zeSikmenim XCI.

Tab. 2: Procento Zen s vysokym pomérem XCI.

Pomér XCI >80:20 >90:10 >095:5
nase studie 17,4 % 4.7 % 2,3%
Amos-Landgrafetal.,, 2006 142% 36% 1,7%

Nové metody byly dale srovndvany s referen¢ni metodou. Protoze je zalozena na rozdilné me-
tylaci v promotorové oblasti genu AR, jsou jeji vysledky pouze aproximaci skute¢né hodnoty
poméru XCI. V takovémto piipad€ srovnavani podobnych nepiimych metod je vhodné pouzit
metodu Blanda a Altmana (Bland J.M. a Altman D.G., 1986). Na obr. 7 je uvedeno srovnani
X-Y grafti, Bland-Altmanovych graft a také histogramy pro posouzeni normality. Na obr. 8 je
uvedeno srovnani nejen s AR-MSP, ale také s ostatnimi novymi metodami, pokud AR-MSP
nebylo u daného vzorku informativni. ProtoZe nebylo jisté, zda jsou alely jednotlivych STR
oblasti in cis nebo in trans, jsou vysledky uvedeny ve skale 0-50 %, kde 0 % odpovida stejné
expresi obou alel a 50 % odpovida expresi vylucné jedné alely.

Kvili malé informativnosti metody I bylo mozné s AR-MSP srovnat vysledky pouze u sedmi
vzorku a ty nekorelovaly (r = -0,075). U péti vzorkt bylo mozné porovnat vysledky s ostatni-
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mi novymi metodami a toto srovnani naopak ukazovalo velmi dobrou shodu. V kazdém
piipadé Slo ale o maly pocet vzorkti. Obdobnych vysledkti bylo dosazeno i u metody Ill. Ta
byla vice informativni, ale nebylo mozné srovnat s metodou AR-MSP vysledky u vzorkt
s vysokym zeSikmenim XCI, ¢imz toto srovnani utrpélo (r = 0,134). U metody Il byla
pozorovana vysoka korelace s AR-MSP (r = 0,868, p < 0,001). Praimér rozdila byl -0,8 % (SD
+ 4,1 %). Korelace u metody IV byla takeé vysoka (r = 0,716, p < 0,001), primér rozdila 2,8 %
(SD * 8,9 %). U metody V byla pozorovana stfedni Groven korelace (r = 0,672, p < 0,001),
pramér rozdilt 6,4 % (SD + 9,8 %). V kontrastu s ostatnimi metodami konfiden¢ni interval
pro prumér rozdilli neobsahoval nulu, z ¢ehoz vyplyva, Ze u této metody muize existovat tzv.
vychyleni méfeni. Histogramy rozdil jsou na tomto misté vice relevantni u metody IV a V,
u kterych je naméfeno vice dat a naznacuji normalni distribuci.

| 1 11 v \"
A: Scatter plot
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Obr. 7: Srovnani vysledkt ziskanych pomoci jednotlivych metod a metody AR-MSP (AR). Kazdé metod¢ je
vénovan jeden sloupec. (A) X-Y graf, zobrazena pfimka y = x, Pearsontiv korela¢ni koeficient (r) a
pravdépodobnost (p). (B) Bland-Altmaniiv graf, zobrazen je pramér rozdili (plna ptimka), jeho 95% konfiden¢ni
interval (teCkované piimky), 95% limity shody (piimky se stiidajicimi se ¢arkami a body), hodnota priméru
rozdiltt (MD) a smérodatné odchylky (SD). (C) Histogram rozdilti pro hodnoceni normality distribuce.

50 E sy ; @ T s

a 40 awl a0 “ WO a0

Assay
8

5
-3
)
8

wl o wl w e ke et 0

LR a a 2 o . - - \
o 0 » = w0 = 0 10 2 0 a0 5 1 o = 0 0 P o o = 0 P 5 0 0 w = % B
Reference assay Refsrance assay Refarence assay Referance assay Reference sssay

Reference assay: » AR o Assay | + Assayll = Assay il = Assay IV a Assay V' o Average of multiple assays

Obr. 8: Srovnani vysledkid ziskanych pomoci jednotlivych metod a metody AR-MSP (AR). Jestlize AR-MSP
nebylo u vzorku informativni, bylo srovnani provedeno s jinou novou metodou, popfipadé s primérem vice
metod, pokud byl k dispozici. Symboly metod uvedeny v legendé.
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Na zaklad¢ téchto vysledkii mizeme shrnout, ze nejlepsi shodu s referenéni metodou AR-
MSP vykazuje metoda II, kterd ma velmi nizkou smérodatnou odchylku rozdilh méfeni, a
proto uzké 95% limity shody (vypoctené jako prumér =+ 1,96*SD). Bohuzel tato metoda ¢asto
neni pouzitelnd, kvlili malo polymorfni STR oblasti (informativnost 18 %). Na druhou stranu
metody IV a V maji STR oblasti mnohem variabilnéjsi, ale trpi SirSimi 95% limity shody.
Proto se musi o¢ekévat urcita mira neshody pfi pouziti téchto metod. Na zaklad¢ nasich dat se
neda pfimo podpofit pouzivani metody I a III. Je tfeba poznamenat, Ze v literatufe se takto
zevrubné srovndvani pii zavadéni novych metod nepouziva, takze nase vysledky pfinasSeji i
ptfedstavu o tom, nakolik se vysledky poméru XCI mohou bézné lisit.

Me¢teni poméru XCI pomoci metody AR-MSP/HUMARA v kombinaci s metodami Il, IV a V
vede k vyznamnému zvysSeni poctu vzorkd, u kterych lze tento pomér stanovit, a to z 67 % na
96 %. Navic je mozné u 69 % vzorkl provést stanoveni pomoci dvou a vice metod, a tim se
zvySuje spolehlivost vysledku. Protoze byla demonstrovana dobrd shoda s referencni
metodou, daji se tyto metody pouZivat pro vySetfeni vzorki, u kterych je metoda HUMARA
neinformativni, nicméné¢ u metody V bylo pozorovano pozitivni vychyleni méfeni, coz
znamena, ze u této metody mohou byt vysledky mirn€ nadhodnoceny. Bland a Altman (Bland
J.M. a Altman D.G., 1986) v takovém ptipad¢ navrhuji moznost hodnotu vychyleni (zde
6,4 %) od vysledku odecist. To je mozné, protoze je splnéna podminka, aby vychyleni bylo
konstantni v celé Skale hodnot.

Zajimavym vysledkem u naseho souboru byla diskrepance u jednoho ze vzorkd, ktery
poskytoval vyznamné odlisné vysledky u metod zaloZenych na metylaci v oblasti genu AR
(26,9 %) a u naSich novych metod I, IV a V i transkripénich metod (~6,9 %). Tuto diskrepanci
Ize pozorovat i v grafech (obr. 7 a 5), kde se jedna o bod nejvzdalenéjsi od priméru rozdilu
metod u Bland-Altmanovych grafii. Podobné ptipady jsou popsany v literature (Beever C. et
al., 2003; Bertelsen B. et al., 2011) a mize k nim dochazet, jestlize metylace studované
oblasti nekoreluje s inaktivaci chromosomu X.

Do urcité miry mize ke vzniku diskrepanci také ptispivat pritomnost tzv. stutter pik. Nové
metody jsou tudiz velmi uzitecné nejen pro méfeni u vzorkl, u kterych je oblast genu AR
neinformativni, ale také pro potvrzeni vysledki. Metoda HUMARA je povaZovéana za zlaty
standard pro méfeni poméru XCI a je zdaleka nejpouzivanéjs$i metodou v této oblasti. Jeji
vysledky obecné souhlasi s X-inaktivaci, ale existuji namitky proti tomu, aby se bez vyhrady
pouzivala jako pravy pomér XCI. Swierczek a kol. (Swierczek S.I. et al., 2012) zjistili, Ze
alelicka exprese genu AR nekoreluje tplné s vysledky metody HUMARA. Podle autort je to
zpusobeno tim, Ze metoda HUMARA nevyuZiva metylace DNA pfimo v promotoru genu AR
ale v prvnim exonu. Na druhou stranu, Mossner a kol. (Mossner M. et al., 2013) upozornili na
mozné technické problémy v provedeni piedchozi studie. Tato problematika jest€¢ neni
uzaviend a je potfeba zdlraznit, Ze ob¢€ studie se zabyvaly souborem zhruba tficeti vzorki.
Spekulace, kterou navrhl Swierczek a kol. by mohla dobie vysvétlit diskrepanci u vzorku
z naseho souboru zminéného vyse.

Pii zpétném porovndni s nejnovéjSimi poznatky ziskanymi na zakladé metylace DNA
analyzované ve 27 tkanich riznych zen (Cotton A.M. et al., 2015) mlizeme geny vyuZzivané
naSimi metodami zafadit mezi stabiln¢ inaktivované napfi¢ vSemi tkanémi, zatimco gen AR
byl u 8 tkéni klasifikovéan jako gen s variabilnim unikem.

17



Vyhodou naSich novych metod je to, ze jsou vSechny zalozeny na trinukleotidovych
repeticich, u kterych je obecné mensi riziko zkresleni vysledkt kvili tzv. stutter pikim nez
umetod s dinukleotidovymi repeticemi. Pfi kombinaci metody II, IV a V s metodou
HUMARA je tfeba vytvofit pouze dvé restrikéni smési na jeden vzorek a produkty PCR
jednotlivych metod 1ze pied separaci pomoci kapilarni elektroforézy smichat diky rtiznému
znaceni primeru a razné velikosti vyslednych produkti.

Aplikace novych metod pro stanoveni zeSikmeni chromosomu X

Hlavni vyhoda naSich novych metod spo¢ivd v moznosti méfeni poméru XCI u vysokého
procenta vzorkl, u kterych metoda HUMARA neni informativni. Metody jsou robustni a
vhodné pro rutinni analyzu, nicméné z diivodii popsanych v ptedchozi kapitole je vhodné
pouzivat jejich kombinaci, poptipadé vysledky metody HUMARA dopliiovat jinou metodou.
Nase metody pro méteni poméru XCI byly vyuzity v rdmci projektd, které jsou popsany nize.

Analyza poméri XCI u divky s velmi vzacnou manifestaci MPS 11

Mukopolysacharidosa typu II (MPS II, Hunteriv syndrom, OMIM #309900) je progresivni
multisystémové postizeni, které je zpiisobeno deficitem lysosomélni hydrolasy, iduronat-2-
sulfatasy (IDS, 12S, EC 3.1.6.13), kodované genem IDS v oblasti Xq27-Xg28. Tento enzym
katalyzuje prvni krok v degradaci heparansulfatu a dermatansulfatu a jeho deficit vede ke
sttadani glykosaminoglykanti v mnoha tkéanich a organech. Drtivéa vétSina pacientl jsou muzi
a Vv literatufe nalezneme pouze omezené mnozstvi symptomatickych zen (~17 ptipadt). Jedna
z téchto zen méla defektni ob¢ alely IDS. U zbyvajicich pacientek byla pfi¢inou onemocnéni
kombinace jedné mutované (poSkozené) alely IDS a vysokého zeSikmeni XCI s preferen¢ni
inaktivaci zdravé alely, coz bylo v nékterych piipadech zplisobeno strukturni abnormalitou.
Mutovana alela je ¢asto zdédéna od matky s vyrovnanym pomérem X-inaktivace.

V nedavném ¢&lanku (Reboun M. et al., 2016) jsme popsali prvni ptipad divky s manifestaci
MPS Il v Ceské republice. Holgi¢ka se narodila v roce 2010 zdravym, nepfibuznym rodi¢tim
puvodem z Ukrajiny a jeji pocate¢ni vyvoj byl normalni. Ve véku dvou let byly pozorovany
prvni potize a ve véku tii let byla zaznamenadna mirnda mentalni retardace, mirné hepato-
splenomegalie, hrubé rysy oblic¢eje, hyperplazie dasni a jiné ptiznaky a zmény odhalené
rentgenovym vySetfenim skeletu. V moci byla nalezena nadmérna exkrece heparansulfatu a
dermatansulfatu (60,5-65,7 g/mol kreatininu; kontroly < 15,5 g/mol). V leukocytech a séru
byla naméfena vyrazné snizend aktivita enzymu IDS, zatimco aktivity cel¢ fady dalSich
lysosomélnich enzymii byly v kontrolnim rozmezi. Divka je nyni na enzymové substitucni
terapii, exkrece glykosaminoglykanti se snizila na hodnotu 19,5-22,5 g/mol kreatinininu, ale
problémy s feci pietrvavaji a rozvoj motorickych schopnosti je opozdeény.

Pii vySetieni genu IDS byla nalezena heterozygotni mutace ¢.1403G>A (p.Arg468GIn). Tato
mutace je rekurentni (Brusius-Facchin A.C. et al., 2014) a ma zavazné dopady na enzymovou
aktivitu a procesovani proteinu IDS (Sukegawa-Hayasaka K. et al., 2006). U rodict ani
mutace, ani somaticky mosaicismus nebyly nalezeny, germinalni mosaicismus vyloucit nelze.
Zadné daldi patogenni zmény pii vySetieni moznosti rekombinace mezi genem a
pseudogenem a pii analyze deleci/duplikaci metodou MLPA nebyly u pacientky nalezeny.
Vysetieni metylace v oblasti genu AR ukdzalo u pacientky extrémni zeSikmeni jak
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Vv leukocytech ziskanych z krve, tak u bukalnich stérti (tab. 3). Maternalni alela byla témét
kompletné¢ inaktivovana. Stejny vysledek byl nalezen pii vySetfeni genu CNKSR2. Pii
vySetfeni transkripti hlubokym sekvenovanim byla u genu LAMP2 nalezena zdanliva
homozygozita pro paternalni alelu c.156A a u genu IDS exkluzivni exprese mutované alely.

Tab. 3: Analyza transkriptii genu IDS a inaktivace chromosomu X ve tfech oblastech.

Metyla¢né sensitivni metoda Analyza transkriptu
Vzorek AR CNSKR2 LAMP2 IDS
Xql2 Xp22.12 Xq24 Xq28
(%) (%) AT (%) G:A (%)
Proband (leukocyty) 98:2 99:1 100:0 0,5:99,5
Proband (bukalni stéry) 96:4 n.d. n.d. n.d.
Matka (leukocyty) n.i. 70:30 n.d. n.d.

n.d. neméfeno; n.i. neinformativni marker

Z izolovanych mononuklearnich bunék periferni krve byly pfipraveny dvé iPSC bunécné
linie. Analyza poméru XCI u téchto dvou linii, které¢ byly kultivovany za béznych podminek
ukézala stejny vysledek jako u leukocytl (preferecni inaktivaci maternalni alely, pomér 98:2).
Pii vyuziti podminek, které by mély vést k vytvoieni iPSC s vys$§im pluripoten¢nim
potencidlem (naive iPSC) a resetovani X-inaktivace (Gafni O. et al., 2013), nedoslo ke zméné
poméru XCI. Pro tento vysledek existuji tfi vysvétleni: 1) chromosom X zlstal inaktivni a
nedoslo k resetovani X-inaktivace, 2) k resetovani doslo, ale chromosom X neni posléze
inaktivovan nahodn¢, 3) ¢ast bunék dosahla reprogramovaného stavu, kdy jsou oba
chromosomy X v bunce aktivni, to ale nelze metyla¢né sensitivni metodou odhalit. Nicméné
u linie ziskané od heterozygotni zeny s Fabryho chorobou, doslo k posunu z poméru 97:3 na
pomeér 80:20. Tyto linie mohou byt v budoucnu velmi uzite¢né nejen pro vyzkum patogeneze
onemocnéni a testovani riznych terapeutickych pfistupil, ale také pro vyzkum obecnych
mechanismi inaktivace chromosomu X a pfi¢in vedoucich k extrémnimu zeSikmeni.

Extrémni zeSikmeni (> 95:5) ve prospéch aktivni mutované alely je velmi Castym jevem
u symptomatickych pacientek s MPS II (zatimco jejich taktéZ heterozygotni matky maji
nahodny pomér XCI). U pacientek je v souladu s tim nalezena velmi nizka aktivita enzymu
IDS, srovnatelnd s hemizygotnimi muzi. MPS 1II se tak vyznamné lisi od Fabryho choroby,
jiného X-vazaného lysosomalniho onemocnéni, kde u vétSiny heterozygotnich Zen se stiedni
urovni enzymové aktivity dochazi k vyvoji symptomi, ackoli pozdéji nez u hemizygotnich
muzl. Podle pfedpokladu (Conzelmann E. a Sandhof K., 1983) by uroveil enzymové aktivity
vy$s$i nez cca 10 % méla byt dostatecnd pro normalni degradaci substratu. AvSak u X-
vazanych onemocnéni je situace jind, protoze zde existuji okrsky deficitnich bunék, kde je
chromosom X bez mutace inaktivovan. Absence symptomu u vétSiny heterozygotnich Zen
s mutaci v genu IDS muze byt vysvétlena velmi nizkym prahem postacujicim pro degradaci
substratu nebo vysSim pfijmem externiho enzymu do deficitnich bunék. Otazkou, zda jsou
tyto Zeny opravdu asymptomatické se zabyvala studie (L.L. de Camargo Pinto et al., 2010),
ktera nenasla ani slabé znamky onemocnéni. Mensi studie (E. Guillén-Navarro et al., 2013)
V rozporu s tim prosazuje, ze i u zen s pomérem XCI > 75:25 ve prospéch aktivni mutované
alely miZze dochazet k progresivni, mirné klinické manifestaci. Vysledky této studie jsou ale
limitované napt. tim, Ze nestanovili, ktera alela je inaktivovand, a méfeni provedli pouze
u DNA ziskané z krve.
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Nase vysledky v kombinaci s informacemi v literatufe ukazuji, ze vysetfeni poméru XCI
uMPS II mé prognostickou hodnotu a mélo by se vyuzivat. Pfi nalezeni extrémniho
zeSikmeni X-inaktivace ve prospéch aktivniho mutovaného chromosomu X, coz je ziejmé
asociovano s vysokym rizikem vyvoje symptomu, by brzké zavedeni enzymové substitucni
terapie mohlo byt prospésné.

Analyza poméri XCI v rodiné s mutaci v genu HPRT1

Deficit hypoxantin-guaninfosforibosyltransferasy (HPRT/HGPRT) je vrozenou poruchou
purinového metabolismu, u které rozpoznavame odlisné formy onemocnéni. Enzym HPRT
(EC 2.4.2.8) je kédovan genem HPRTL1 v oblasti Xq26.2 a ma centralni roli ve zpétném vyu-
ziti produkti katabolismu purinovych nukleotidil. Casteény deficit enzymu (> 8 % aktivity),
také znamy jako Kelley-Seegmilleriiv syndrom (OMIM #300323), je obvykle asociovan
s nadprodukci purinit hypoxantinu a xantinu, ktera vede ke zvySené syntéze kyseliny mocové
(hyperurikémii, dné, urolitiase a nefrolitiase). Klinickd manifestace mize do rtizné miry
zahrnovat neurologické poruchy (varianty Lesch-Nyhanova syndromu) a u klasického Lesch-
Nyhanova syndromu (OMIM #300322; < 1,5 % aktivity) typické sebeposkozujici chovani.
Heterozygotni zeny byvaji asymptomatické. Diagnostika Zzen na zéklad¢ biochemickych udaju
a enzymovych aktivit je nespolehliva, coz zna¢n¢ komplikuje situaci, neni-li identifikovana
mutace v genu HPRT1.

My jsme méli pfilezitost studovat klinické, biochemické a molekularné¢ genetické
charakteristiky u ¢eské rodiny s hyperurikémii a mutaci v genu HPRT1 (Kostalova E. et al.,
2015). Rodokmen této rodiny a dalsi udaje jsou zobrazeny na obr. 9.
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. = 2 Qé Obr. 9: Rodokmen rodiny. Ve vysecich je
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Driive popsana sestfihova mutace ¢.402+1G>A v genu HPRT1 (Jinnah H.A. et al., 2000; Fu R.
et al., 2014) byla v této rodiné nalezena u jednoho chlapce a ¢ty zen. Tti z téchto Zen (IL.1,
I11.1, 111.3) mély hyperurikémii a normalni exkreci purini v moci, jedna (II.2) méla normalni
hodnoty urikémie. U zeny II.1 se navic od veku 33 let vyvinulo nékolik dnavych zachvatt a je
denné 1é¢ena 200 mg allopurinolu. Jeji synovec (I11.4) s Lesch-Nyhanovym syndromem mél

neurologické symptomy, hyperurikémii, hyperurikosurii, zvySenou exkreci hypoxantinu a
xantinu vmoc¢i a velmi nizkou aktivitu HPRT v erytrocytech. Pacient 1.1 je 1é¢en pro
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hyperurikémii a dnu od véku 53 let. Pfesnéjsi biochemicka, klinickd a genetickd data jsou
shrnuta v nasem c¢lanku, kde jsou uvedeny i nalezené polymorfismy (rs1165165, rs2231142,
rs16890979) urdtovych transportéri (SLC17A3, ABCG2 a SLC2A9) asociované s hyperuriké-
mii. Tyto variace a jejich segregace ale nevysvétlily rozdily pozorované ve zkoumané roding.
Pro mozné vysvétleni rozdilu mezi Zenami II.1 a II.2 bylo provedeno méfeni poméru XCI
pomoci naSich metylacnich metod (Musalkova D. et al., 2015). Standardni metoda HUMARA
nebyla vyuzitelna. Pivod jednotlivych alel bylo mozné rozlisit na zdklad¢ analyzy otcovy
(1.1) genomové DNA. Pti analyze poméru XCI byly amplifikovany PCR produkty, jejichz
velikost naznacovala, ze u chromosomu X doslo pfi meiotickém déleni k rekombinaci useki
DNA. Tyto vysledky byly zpfesnény pomoci analyzy 12 STR markert (Souprava Investigator
Argus X-12, Qiagen) na chromosomu X a potvrdily specifitu nasich metod.

Vysledky stanoveni ukdzaly extrémni zeSikmeni (SD + 0,1 %) u genomové DNA izolované
Z leukocytt, tzn. pomér 0,4:99,6 u Zeny II.1 a 1,5:98,5 az 0,2:99,8 u Zeny I1.2, s preferencné
aktivni paternalni WT alelou. Stejny vysledek byl nalezen 1 u divky III.3 a naznaCoval mozné
sekundarni zeSikmeni v krvi zplsobené selekci bun¢k s aktivnim chromosomem X bez
mutace v genu HPRT1. K tomuto jevu mtze dochazet, pokud ma dand mutace v genu HPRT1
zavazny dopad na aktivitu enzymu (Migeon B.R., 2014), coz je v tomto piipad¢ splnéno.
Selekéni tlak pisobi 1 proti HPRT™ prekurzorim erytrocytl a mé za nésledek, ze namétena
hodnota aktivity HPRT v periferni krvi spada do normalniho rozmezi (Hakoda M. et al.,
1995).

Stanoveni bylo tudiZ doplnéno u genomové DNA izolované z moci a/nebo bukdlnich stéri.
U pacientky I1.2 a jeji dcery II1.3 byla nalezena ndhodna inaktivace (rozmezi 49:51 az 45:55),
zatimco u pacientky II.1 bylo nalezeno mirné zeSikmeni ve prospéch aktivni paternalni alely
(pomér 22:78). Pfi¢ina vyznamného rozdilu pozorovaného mezi obéma sestrami proto zlstava
otevienou otazkou.

Hodnoty urikémie jsou ovlivnény mnoha faktory, jak genetickymi, tak environmentéalnimi, a
hyperurikémie muiZe byt vysledkem zvySené produkce a/nebo neucinné rendlni exkrece
kyseliny mocové. Proto vyvstava otdzka, zda v této rodiné hyperurikémie u Zen souvisi
S ptitomnosti mutace v genu HPRT1. Nicméné u tii dalSich neptibuznych asymptomatickych
heterozygotnich Zen z rodin s deficitem HPRT (viz ¢lanek Kostalova E. et al., 2015) byla také
nalezena hyperurikémie a normalni exkrece purini. Deficit HPRT se zfejmé¢ milzZe
prezentovat jako hyperurikémie a/nebo dna jak u muZzd, tak 1 u heterozygotnich Zen a tato
moznost, ackoli vzacnd, by méla byt u Zen s hyperurikémii a normalni exkreci purint
zvazovana.

Analyza poméru XCI v explantatu jater divky s deficitem OTC

Deficit OTC (OMIM #311250) je nejcastéjsi dédi¢na porucha mocovinového cyklu. Gen OTC
je lokalizovan v oblasti Xp21.1 a podléha inaktivaci. Exprimovan je vylu¢né v jaternich
hepatocytech (a stfevni mukoéze) a koduje ornitintranskarbamylasu (OTC, E.C. 2.1.3.3.),
enzym mitochondridlni matrix, ktery katalyzuje reakci mezi karbamylfosfatem a ornitinem za
vzniku citrulinu a fosfatu. Deficit OTC je asociovan se zavaznou hyperamonémii, kterd mtize
vést az k edému mozku a smrti. Miize se projevovat jako neonatdlni onemocnéni (skoro
vyhradné u chlapcii) nebo postneonatdlni onemocnéni (Casteény deficit) kdykoli béhem
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zivota. Opakované episody hyperamonémie u pacientii s ¢aste¢né¢ zachovanou aktivitou
enzymu mohou vést ke kognitivnimu postizeni. Hyperamonemicka krize mize byt navozena
riznymi stresory. Onemocnéni je dlouhodobé 1é¢eno dietou. Akutni episody hyperamonémie
vyzaduji agresivni 1écbu snizujici koncentraci amoniaku a zajisténi kalorického piijmu pro
prevenci katabolismu. U pacientli se Spatnou metabolickou kompenzaci na dieté je mozno
zvazit transplantaci jater. Klinické symptomy u heterozygotnich Zen jsou velmi variabilni, jak
co se tyc¢e nastupu onemocnéni, tak jeho zavaznosti, a souvisi s genotypem a pomérem X-
inaktivace Vv jatrech (Yorifuji T. et al., 1998). Cast zen zistava asymptomaticka.

My jsme méli moznost detailn¢ studovat poméry XCI a dalsi parametry u divky s klinickou
manifestaci deficitu OTC. U pacientky bylo zjisténo, ze nese heterozygotné rekurentni
missense mutaci ¢.583G>C (p.G195R) v exonu 6, kterou sdédila od matky (popsano
v Storkanova G. et al., 2013). Mutace p.G195R méni vysoce konzervovanou aminokyselinu
Vv ornitin-vazebné doméné, coz vede k vyznamné redukci aktivity i mnozstvi proteinu (Kogo
T. et al., 1998). U chlapcii je asociovana s neonatalni formou onemocnéni a vyskytla se také u
dvou divek se zavaznymi problémy (Choi J.H. et al., 2015; Kim G.H. et al., 2006; Tuchman
M. et al., 1994).

Nase pacientka podstoupila ve véku 14 let uspéSnou transplantaci jater, kterd byla provedena
kvili zhorSujici se metabolické kontrole a zvySené frekvenci hyperamonemickych ptihod (2-3
ro¢n¢) béhem puberty. Z explantatu jater pacientky byla izolovana fada vzorkt (viz obr. 10),
které byly vyuzity pro studium vlivu X-inaktivace na projevy onemocnéni.

Obr. 10: Schéma zpracovani
vzorki izolovanych z jater a jinych
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immunohistochemistry

2x blood
‘ 1x buccal smear
1x urine sediment
<lcm?®
grinded

DNA RNA homogenization
l in 75 mM KCI

methylation transcription enzyme activities
assays assays Western blots

protein measurements

V prvni fadé bylo zkoumano 25 kouski (~1 cm?®), které byly odebirany postupné z jedné
strany jater na druhou podél stiedni linie, a vzhledem k jejich velikosti by mély reprezentovat
velké mnozstvi malych ostrivkll deficitnich i normdalnich bun¢k (De Hoon B. et al., 2015).
Z téchto 25 kousktl byla simultdnné izolovana DNA a RNA, které byly vyuzity pro stanoveni
pomért XCI na zakladé metylace DNA a poméra alel transkriptd genu OTC. Dale bylo
izolovano 6 kouski (~2 cm?®), které byly rozdéleny na dvé &asti (A a B) a vyuzity nejen pro
stanoveni pomé&ra XCI a alel transkriptt, ale i pro stanoveni mnozstvi a aktivity enzymu OTC.
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Z téchto vzorkl byla pred rozdrcenim (v kapalném dusiku) také odebrana mensi ¢ast pro
provedeni imunohistochemickych analyz. Tyto analyzy byly provadény také v 7 vzorcich
zmrazenych v roztoku Tissue-Tek O.C.T. a parafinovych fezech (neukazano na obrazku).

Pro analyzu poméri XCI pomoci metod vyuZivajich metylaci DNA nebylo moZzné vyuzit
metodu HUMARA, protoze nebyla informativni, ale vSechny tii nase publikované metody
CNKSR2, TMEM185A a HMGB3 (Musalkova D. et al., 2015) byly pouzitelné.

Primérny pomér XCI v jatrech stanoveny u sady 25 vzorki se pohyboval v rozmezi 46:54 az
82:18 (pramér 70:30) s preferencné aktivnim chromosomem X nesoucim mutaci (obr. 11A).
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Obr. 11: Srovnani vysledkd poméru XCI a exprese alel ve 25 vzorcich ziskanych z jater (¢islovano 1 az 25). (A)
Podil bunék (v %) s aktivnim chromosomem X nesoucim mutaci — ur¢eno pomoci tif metod na zaklad¢ metylace
DNA. Vysledky jsou pro srovnani uvedeny i u 2 vzorku krve (rok odbéru 2002 a 2013) a vzorku bukalniho stéru
a mocového sedimentu. U vzorku bukalniho stéru byla analyza metodou TMEM185A a HMGB3 provedena
pouze jednou kvili malému mnozstvi vzorku. U vzorku krve (z roku 2002) byla ze stejného divodu vyuzita
pouze metoda CNKSR2. (B) Podil ¢cDNA (v %) nesouci mutaci ¢.583G>C ¢i SNP ¢.137A>G — uréeno na
zakladé sekvenovani RT-PCR produktii na piistroji MiSeq (Illumina). U vzorki 8, 9, 20 a 25 bylo stanoveni
z technickych divodi provedeno pouze jednou. (C) Porovnéni priméru piedchozich vysledkl ziskanych
u vzorks DNA (poméry XCI) a RNA (poméry exprese alel), doplnéno o X-Y graf.
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Vysledky jednotlivych metod spolu velmi dobtfe korelovaly az na vzorky 4, 20 a 21, kde
metoda TMEM185A opakované podavala nizsi vysledek. Vysledky poméri XCI také vysoce
korelovaly s poméry alel transkriptd (r = 0,82, p < 0,0001, obr. 11C), které se pohybovaly
okolo stejného praméru, ale v Sir§im rozmezi 41:59 az 96:4 (pramér 73:27, obr. 11B).

Pom¢éry alel transkriptii byly stanoveny na zaklad¢ sekvenovani RT-PCR produktt a alely
byly odliSeny nejen na zakladé mutace ¢.583G>C v exonu 6, ale i na zakladé SNP ¢.137A>G
v exonu 2 (rs1800321, p.K46R). Velmi vysoka korelace (r = 0,99, p < 0,0001) obou stanoveni
neni prekvapiva, protoze ob¢ varianty se nachédzely na stejném produktu PCR. Bohuzel ostatni
metody vyuzivajici polymorfismy v jinych genech (LAMPZ2, IDS) nebylo mozné z diivodu
homozygotniho stavu vyuzit, takze nelze fici, zda byly hodnoty ovlivnény stabilitou
transkriptu.

V souhrnu byla vtéto ¢asti analyzy demonstrovana zna¢na intraorganova variace v X-
inaktivaci, a také znacny rozdil mezi pomérem stanovenym v krvi a primérem u jater. To
ukazuje, ze vysledek stanoveny na zéklad€ biopsie nemusi odpovidat priiméru jater a nemél
by byt povaZzovan za reprezentativni ¢ast celku, coz potvrzuje i praxe (Griinert S.C. et al.,
2013; Ricciuti F.C. et al., 1976). Ztejmé ani stanoveni poméru XCI v krvi nemusi byt vhodna
nahrada. U pacientky byl pomér XCI naméfeny v krvi 57:43 a 44:56 (obr. 11A), coz odpovida
dolni hranici rozmezi v jatrech (obdobné v Yorifuji T. et al., 1998). Navic pomér XCI
stanoveny v krvi matky pacientky, ktera je asymptomaticka, ¢ini 62:38 ve prospeéch aktivni
mutované alely, a je tudiz srovnatelny s pomérem u dcery.

Poméry XCI a exprese alel byly analyzovany také u dal§ich dvanacti vzorkd, které byly
rozemlety a vyuzity pro stanoveni mnozstvi proteinu OTC metodou Western blot (obr. 12A) a
aktivity enzymu OTC. Poméry XCI se v této sadé vzorkil pohybovaly v uz§im rozmezi 59:41
az 77:23 (primér 69:31), ale i pies takto malé rozdily bylo mozné pozorovat, Ze tyto hodnoty
koreluji s mnozstvim proteinu i s aktivitou (obr. 12B, p < 0,01). Nicméné pii porovnani se
zdravymi kontrolami dostdvame, Ze zatimco by na zakladé metylace DNA mélo mit 30 %
bun¢k aktivni chromosom X bez mutace, primérné mnozstvi proteinu OTC (vztazeno ku
GAPDH) je 20 % a primérnd aktivita také. Stanoveni u RNA bude jest¢ zopakovano,
nicmén¢ hodnoty se zfejmé pohybuji okolo 25 %.

Pro detekci proteinu OTC byla pouzita dobie charakterizovand polyklonalni krali¢i IgG
protilatka (HPA000243), ktera specificky reagovala s jaterni tkani a zfejmé detekuje jen WT
protein. Pozorované rozdily v absolutnich hodnotach mohou byt ovlivnény tadou faktord,
napiiklad riznym skladovanim vzorkl pacientky a kontrol a rliznou patologii (stavem) tkané.
Také je tfeba mit na mysli, ze krom¢ hepatocyti obsahuje jaterni tkan i jiné typy bunck:
bunky endotelu, Kupfferovy bunky, hvézdicovité Itovy bunky, NK T-lymfocyty a
cholangiocyty. Hepatocyty tvoti cca 80 % objemu jaterni tkané, ale jen 60 % poctu buné¢k, a
pfi stanoveni poméru XCI je vyuzita DNA 1 z téchto, v tomto ptfipadé nerelevantnich zdroja,
zatimco ostatni stanoveni se tykala specificky OTC (RNA, protein, aktivita).

Nase vysledky jsou obdobné jako v publikaci (Yorifuji T. et al., 1998), kde nalezli intra-
organovou variaci poméru XCI v rozmezi 59,2 az 81,8 % ve prospéch aktivniho chromosomu
X nesouciho mutaci (n = 5). Nicméné&, nas soubor je obsahlejsi a charakterizovany na vice
urovnich, proto jsou vysledky spolehlivéj§i. Zatimco Yorifuji a kol. na sadé¢ 4 vzorki
demonstroval velmi vysokou korelaci poméru XCI s aktivitou enzymu (r = 0,996), u nasi sady
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vzorkl byla korelace téchto parametri nizsi (r = 0,736).

Vysledky v ramci dvojic A-B byly velmi podobné, az na par 4A-4B, coz demonstruje, ze i
U vzorkil odebranych v tésné blizkosti miizeme nalézt znané rozdily. V ramci celé sady
6 parq, ale rozdily nejsou statisticky vyznamné (parovy t-test, hladina vyznamnosti a = 0,05).
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Obr. 12: Srovnani vysledkt u vzorka jater ziskanych od pacientky s deficitem OTC (oznaceno 1A az 6B) a
3 kontrol (IV, V, VI). (A) Reprezentativni vysledky Western blotu — detekce proteinu OTC, GAPDH a CPS1.
Kontrola IV byla pouzita pro sjednoceni vysledkt ze dvou gelt. Byla nanesena na prvni gel spole¢né se vzorky
1A az 6B od pacientky, i na druhy gel, kde se nachazely kontroly V a VI. (B) Srovnani vysledkt u 12 vzorkt
ziskanych od pacientky. Pomér XCI byl naméfen pomoci metody CNKSR2 a ukazuje podil bun¢k (v %)
s aktivnim chromosomem X bez mutace v genu OTC (Seda barva). Analyza exprese ukazuje podil RNA (v %)
bez mutace ¢.583G>C (zelena barva). Mnozstvi proteinu OTC/GAPDH detekované na Western blotu (modra
barva) a aktivita enzymu OTC (bordd) jsou udany v % (porovnano se 100 % u kontroly 1V). Vpravo od grafu
jsou zobrazeny hodnoty korelacnich koeficientt.

Po strance histopatologické byla pro jatra charakteristickd fokalni glykogenosa, steatosa a
mirna fibrosa. Ostfe ohrani¢ené ostruvky glykogenosy se nachazely i v oblastech, ve kterych
je produkovan enzym OTC a nesouvisi bezprostfedné s mosaicismem X-inaktivace. Tento jev
se navic vyskytuje 1 u chlapci s timto onemocnénim a u dalSich onemocnéni, kterd nejsou X-
vazana, jako je deficit karbamylfosfatsyntetasy (CPS1) a argininosukcinatlyasy (ASL), nebo
syndrom HHH (hyperamonémie, hyperornitinémie a homocitrulinurie) a LPI (intolerance
bilkovin s lysinurii) (Badizadegan K. a Perez-Atayde A.R., 1997; Yaplito-Lee J. et al., 2013;
Carpentieri D. et al., 2015). Spole¢né maji tato onemocnéni to, Ze se jedna o poruchy
produkce mocoviny, at’ uz pfimo o deficit enzymu mocovinového cyklu, nebo poruchu
transportu ornitinu. Mechanismus vzniku fokalni glykogenosy neni znam, ale v literatufe se
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spekuluje, Zze na akumulaci ma vliv specificka strava pacientt (Yaplito-Lee J. et al., 2013;
Miles L. et al., 2005).

Tyto vysledky zatim nebyly publikovany a budou dale rozsifeny, hlavné v oblasti
imunohistochemické analyzy. Bude nasledovat podrobné zkouméni zonace jaternich laltckd,
lokalizace ostrivkl glykogenu, kvantifikace podilu OTC*™ a OTC  oblasti a dal$ich parametrd,
vcetné celkového mnozstvi glykogenu.

Mosaicismus X-inaktivace je ovlivnén poctem zakladajich bunék a migraci bun¢k b&hem
vyvoje a muze generovat funkéni diverzitu, kterd je ndhodnd a specifickd pro kazdého
jednotlivce (Wu H. et al., 2014). Wu a kol. uvedli hypotézu, ze u organu jakym jsou jatra, kde
velka ¢ast bun¢k vykonava stejnou funkci, nemusi hrat nehomogenita X-inaktivace roli a
dialezity je spiSe celkovy pomér bunék s aktivnim chromosomem nesoucim mutaci a bez
mutace. Pti pfekroCeni urcité hranice, kterd je zavisla na onemocnéni a typu tkédné (a zfejmé
charakteru mutace) dochazi k dysfunkci. U nami studované pacientky jsme nenasli extrémni,
ale spiSe mirné zeSikmeni X-inaktivace. Praimérny pomér XCI v jatrech se pohyboval okolo
hodnoty 70:30 ve prospéch aktivniho chromosomu X nesouciho mutaci a primérna aktivita
okolo 20 % hodnoty kontrol a tyto hodnoty bohuzel u pacientky na dietni 1é¢bé nestacily
po nastupu puberty k udrzeni metabolick¢ kompenzace a vedly k opakovanym episodam
hyperamonémie.

Zavér

Pro ucely vyzkumu dédi¢nych metabolickych onemocnéni jsem navrhla n¢kolik metod. Po
vyzkouSeni vice ptistupt jsem zavedla jednoduchy, robustni postup, jak obohatit lysosomalni
membrany z kultivovanych buné€k na krokovém sacharosovém gradientu (Musalkova D. et al.,
2013), coz je metoda, ktera nyni slouZi nejen ke zkoumani obecnych vlastnosti lysosomil, ale
také zmén probihajicich u lysosomalnich stfadavych onemocnéni.

Do této skupiny onemocnéni patii mimo jiné mukopolysacharidosa typu IIIC, kterd je
zpiisobena mutacemi v genu HGSNAT, kédujicim lysosomalni membranovy enzym. NaSe
kolegyné Eva Richtrova ve své dizertacni praci (Richtrova E., 2014) popsala u Sesti pacientil
s mukopolysacharidosou typu IIIC promotorové varianty rs4523300 a rs149596192. Pii
provedeni luciferasové reportérové metody jsme zjistili, Ze tyto varianty maji vyznamny vliv
na expresi, a proto jsem ovéfovala, zda maji také vliv na aktivitu enzymu méfenou
v lymfocytech zdravych osob. Pfi roziazeni skupiny dle genotypu ale nebyly nalezeny rozdily
v enzymov¢ aktivité (Richtrova E. et al., 2016).

Dale jsem navrhla a ovéfila n€kolik jednoduchych metod pro stanoveni zeSikmeni inaktivace
chromosomu X (Musalkova D. et al., 2015), které jsou zalozeny na rozdilné metylaci DNA
V promotorovych oblastech genli u aktivniho a inaktivniho chromosomu X. V disledku
inaktivace chromosomu X jsou Zeny mosaikou dvou bunéénych populaci. Vyzkumem
distribuce této mosaiky a poméru XCI se mizeme dovédét vice o efektu X-inaktivace na
Klinickou manifestaci X-vazanych onemocnéni, a to nam muze pomoci identifikovat zeny
s pravdépodobnou vyssi zatézi.

Nase nové metody byly vyuzity v fadé projektl, z nichz podrobnéji je v této praci popsano
vyuziti u divky s velmi vzacnou manifestaci mukopolysacharidosy typu IT (Reboun M. et al.,
2016). Jedna se o prvni ptipad divky s touto chorobou v Ceské republice, u niz klinicka
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manifestace koresponduje se zavaznou formou syndromu, tak jak se projevuje u chlapcu.
Pficinou onemocnéni je zfejmé extrémni zeSikmeni X-inaktivace (pomér XCI témer 100:0),
které vede k expresi mutované alely, zatimco zdrava alela je v drtivé vétSin€é bunék
inaktivovana. Z bun¢k izolovanych z krve byly vytvoieny iPSC bunky, které budou slouzit
jako bunéény model pifi budoucim vyzkumu patogeneze a 1é¢by MPS 1I.

Dalsi vyuziti nasich metod se tykalo rodiny s mutaci v genu HPRT1 (Kostalova E. et al.,
2015), kde se na zakladé poméru XCI a jinych parametri nepodafilo vysvétlit rozdily
pozorované mezi zZenami. Sestfihovd mutace ¢.402+1G>A v genu HPRT1 ma v této rodiné
zavazny vliv na pomér XCI naméfeny v krvi a ziejmé zde dochazi k selekci bun€k s aktivnim
chromosomem X bez mutace.

Tretim projektem byla studie pomértit XCI v explantovanych jatrech divky s deficitem OTC,
ktera kvili vysoké frekvenci hyperamonemickych ptihod podstoupila transplantaci. Zde jsem
popsala intraorganovou variaci v X-inaktivaci a zna¢ny rozdil mezi pomérem stanovenym
Vv krvi a primérem u jater. Demonstrovala jsem, Ze naméfené poméry XCI koreluji s expresi,
mnozstvim proteinu a aktivititou enzymu OTC. Primémy pomér XCI v jatrech byl 70:30 ve
prospéch aktivni mutované alely a primérna aktivita v porovnani s kontrolami byla 20 %.
Tato hodnota bohuzel nestacila pro udrzeni dlouhodobé metabolické kompenzace po nastupu
puberty.

Vzhledem k naSim zkuSenostem doporucujeme pii stanoveni poméru X-inaktivace pouzivat
nejen kombinaci vice metod, ale d¢lat analyzu pokud mozno ve vice tkanich, nejen v Krvi, ale
1 napt. bukélnich stérech, vlasovych vaccich nebo mocovych buiikdch. V dnesni dobé mame i
diky nasi praci, ale také novym metodickym piistuplim, po ruce celou fadu metod jak pomér
XCI studovat. Pokouset se vysvétlit fenotypovou variaci na zakladé jednoho parametru je ale
samoziejmé pfili§ ambicidzni.
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