ABSTRAKT

Uvod: Gen SHOX se nachazi v pseudoautosomalnim regionu 1 na konci kratkého raménka
chromosomit X a Y (Xp22.32/Ypl11.32) a koduje transkripcni faktor, ktery reguluje
proliferaci a diferenciaci chondrocytt v rastovych chrupavkach. Haploinsuficience SHOX
je asociovana s Lériho-Weillovou dyschondroste6zou (LWD) a idiopatickym nizkym
vzristem (ISS). Ve vétSin€ ptipadi je zpisobena CNV (,,copy number variation®)
zahrnujicimi exony SHOX a/nebo jeho regulacni elementy, nicméné piiblizné¢ u 30 %
piipadi ziistava pficina patologického fenotypu neodhalena. Oproti delecim zahrnujicim
regulacni elementy SHOJX, ziistava vyznam duplikaci v nékterych piipadech kontroverzni.
Duplikace zahrnujici regula¢ni prvky vregionu SHOX byly popsany u pacientd
s fenotypem LWD/ISS, ale také u zdravych jedinci. Za normalniho stavu jsou CpG
ostriivky obklopujici gen SHOX hypometylovany, coz odpovida skutec¢nosti, ze SHOX
nepodléhd inaktivaci. Nékteré studie ovSem ptedpokladaji, Ze zmény v urovni metylace
DNA genii mohou byt asociovany s prestavbami v jejich okoli a zndma je téz role zmén
profilu metylace DNA v etiopatogenezi nékterych chorob. Cilem této prace bylo ovéfit
mozny vliv duplikaci zahrnujicich regulacni sekvence genu SHOX na stav metylace DNA
tohoto genu, a to u pacientll s fenotypem LWD. Dal$im cilem bylo ovéfit, zda zmény
v metylacnim profild SHOX u pacienti s LWD/ISS bez detekovanych mutaci mohou byt
zodpovédné za vznik patologického fenotypu.

Material a metody: Vyzkumny soubor se skladal ze: a) 20 pacientl s fenotypem LWD a
duplikaci zahrnujici regulacni elementy SHOX; b) 30 pacientil s fenotypem LWD/ISS bez
detekovanych strukturnich a bodovych mutaci v oblasti SHOX; c) 23 zdravych jedinct.
Zamg¢fili jsme se na stav metylace dvou CpG ostriivkill v ,,up-stream* oblasti genu SHOX.
Vzorky genomické DNA nejdiive podstoupily bisulfitovou konverzi, néasledné byly
amplifikovany pomoci polymerdzové fetézové reakce a produkty reakce byly nakonec
osekvenovany pomoci Sangerovy sekvencni metody. Stanoveni miry metylace
jednotlivych CpG dinukleotidl bylo provedeno za pouziti softwaru ABSP tool.

Vysledky: Nase vysledky naznacuji, Ze CpG ostrivky v oblasti SHOX vykazuji nizsi
uroveinl metylace u pacientd s duplikaci, nez u zdravych jedinct, ov§em pouze u jednoho
ostrivku byl zaznamenany rozdil statisticky vyznamny (CpGl: p = 0,4224; CpG 3: p <
0,0001). Vysledky metylacniho profilovani CpG ostrivka u pacientii bez nalezené bodové
¢i strukturni mutace naznacuji, Ze metylac¢ni indexy pacientll se odliSovaly od priméru
skupiny zdravych jedinct alespoil o dvojnasobek smérodatné odchylky u 86,6 % pacientl

v ptipad¢ ostrivku CpG 1, a u 70 % pacientil ve sledovaném useku ostrivku CpG 3.



Rozdil v trovni metylace byl ovSem pozorovan u jednotlivych CpG dinukleotidi, nikoliv u
vSech CpG v ostriivku zaroven.

Zavér: Na zaklad¢ provedené analyzy jsme zjistili, ze duplikace v regulacnich oblastech
genu SHOX u pacientl s fenotypem LWD vedou ke statisticky vyznamnému sniZzeni miry
metylace DNA pouze v CpG 3 ostrivku genu SHOX. Biologicky efekt tohoto rozdilu vSak
bude patrné nevyznamny vzhledem k obecné velmi nizké mife metylace. Metyla¢ni indexy
pacientli s fenotypem LWD/ISS bez detekovanych mutaci se odchyluji od praméru
zdravych jedincli, nicméné jednda se o rozdily v jednotkach procentnich bodi. Za
patologicky fenotyp u téchto pacienti budou pravdépodobné zodpoveédné jiné
molekularné-genetické mechanismy, nezli metylace DNA. Otazkami pro dal$i vyzkum
zustavaji efekty konkrétnich duplikaci v zavislosti na jejich lokaci, sila realného
biologického efektu pozorované zmény metylace 1 vyznam zmén profilu metylaci

v etiologii LWD a ISS.
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