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ABSTRAKT

Uvod: Gen SHOX se nachizi v pseudoautosomalnim regionu 1 na konci kratkého
raménka chromosomi X a Y (Xp22.32/Yp11.32) a koduje transkripéni faktor, ktery
reguluje proliferaci a diferenciaci chondrocyti v rlstovych chrupavkach.
Haploinsuficience SHOX je asociovana s Lériho-Weillovou dyschondroste6zou (LWD)
a idiopatickym nizkym vzristem (ISS). Ve vétsin¢ ptipada je zpisobena CNV (,,copy
number variation*) zahrnujicimi exony SHOX a/nebo jeho regulacni elementy, nicméné
ptiblizn¢ u 30 % ptipadl ziistdva piic¢ina patologického fenotypu neodhalena. Oproti
delecim zahrnujicim regula¢ni elementy SHOX, zGstava vyznam duplikaci v nékterych
ptipadech kontroverzni. Duplikace zahrnujici regulacni prvky v regionu SHOX byly
popsany u pacientt s fenotypem LWDV/ISS, ale také u zdravych jedincii. Za normalniho
stavu jsou CpG ostrivky obklopujici gen SHOX hypometylovany, coz odpovida
skutecnosti, ze SHOX nepodléhd inaktivaci. Nékteré studie ovSem predpokladaji, ze
zmény v urovni metylace DNA gend mohou byt asociovany s piestavbami 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 regula¢ni sekvence genu
SHOX na stav metylace DNA tohoto genu, a to u pacientt s fenotypem LWD. Dalsim
cilem bylo ovéfit, zda zmény v metylacnim profilt 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 pacientli s fenotypem LWD
a duplikaci zahrnujici regulaéni elementy SHOX; b) 30 pacientii s fenotypem LWD/ISS
bez detekovanych strukturnich a bodovych mutaci v oblasti SHOX; c) 23 zdravych
jedincli. Zaméfili jsme se na stav metylace dvou CpG ostrivkll v ,,up-stream® oblasti
genu SHOX. Vzorky genomické DNA nejdfive podstoupily bisulfitovou konverzi,
nasledné byly amplifikovany pomoci polymerazové tfetézové reakce a produkty reakce
byly nakonec osekvenovany pomoci Sangerovy sekven¢ni metody. Stanoveni miry
metylace jednotlivych CpG dinukleotidii bylo provedeno za pouziti softwaru ABSP
tool.

Vysledky: Nase vysledky naznacuji, Ze CpG ostrivky v oblasti SHOX vykazuji nizsi
uroven metylace u pacientt s duplikaci, nez u zdravych jedincii, ov§em pouze u jednoho
ostrivku byl zaznamenany rozdil statisticky vyznamny (CpG1l: p = 0,4224; CpG 3: p <
0,0001). Vysledky metyla¢niho profilovani CpG ostrivkii u pacientli bez nalezené

bodové ¢i strukturni mutace naznacuji, ze metylacni indexy pacientl se odliSovaly od



priméru skupiny zdravych jedinct alesponi o dvojnasobek smérodatné odchylky u 86,6
% pacienttl v ptipadé¢ ostrivku CpG 1, a u 70 % pacientt ve sledovaném useku ostravku
CpG 3. Rozdil varovni metylace byl ovSem pozorovan u jednotlivych CpG
dinukleotidi, nikoliv u v§ech CpG v ostrivku zarover.

Zavér: Na zékladé¢ provedené analyzy jsme zjistili, ze duplikace v regulac¢nich
oblastech genu SHOX u pacientt s fenotypem LWD vedou ke statisticky vyznamnému
snizeni miry metylace DNA pouze v CpG 3 ostrivku genu SHOX. Biologicky efekt
tohoto rozdilu vSak bude patrné nevyznamny vzhledem k obecné velmi nizké mite
metylace. Metylacni indexy pacientl s fenotypem LWD/ISS bez detekovanych mutaci
se odchyluji od priméru zdravych jedincid, nicméné jednd se o rozdily v jednotkéach
procentnich bodll. Za patologicky fenotyp u téchto pacientd budou pravdépodobné
zodpové&dné jiné molekularné-genetické mechanismy, nezli metylace DNA. Otazkami
pro dalsi vyzkum zastavaji efekty konkrétnich duplikaci v zavislosti na jejich lokaci,
sila redlné¢ho biologického efektu pozorované zmény metylace i vyznam zmén profilu

metylaci v etiologii LWD a ISS.

Klicova slova: metylace DNA, CpG ostruvky, haploinsuficience, gen SHOX, Lériho-

Weillova dyschondroste6za



ABSTRACT

Introduction: The SHOX gene is located in pseudoautosomal region 1 at the end of the
short arm of the X and Y chromosomes (Xp22.32/Yp11.32) and encodes a transcription
factor that regulates chondrocyte proliferation and differentiation in growth plate. SHOX
haploinsufficiency is associated with Léri-Weill dyschondrosteosis (LWD) and
idiopathic short stature (ISS). In most cases, it is caused by a CNV (copy number
variation) involving SHOX exons and/or its regulatory elements; however, in
approximately 30% of cases, the cause of the pathological phenotype remains
undiscovered. Compared to deletions involving SHOX regulatory elements, the
significance of duplications remains controversial in some cases. Duplications involving
regulatory elements in the SHOX region have been described in patients with the
LWD/ISS phenotype, but also in healthy individuals. Under normal conditions, the CpG
islands flanking the SHOX gene are hypomethylated, which corresponds to the fact that
SHOX escapes inactivation. However, some studies assume that changes in the DNA
methylation level of genes can be associated with rearrangements in their surroundings,
the role of changes in the DNA methylation profile in the etiopathogenesis of some
diseases is also known. The aim of this thesis was to verify the possible influence of
duplications involving regulatory sequences of the SHOX gene on the DNA methylation
status of this gene, in patients with the LWD phenotype. Another goal was to verify
whether changes in SHOX methylation profiles in LWD/ISS patients without mutations
could be responsible for the pathological phenotype.

Material and Methods: Material consisted of: a) 20 patients with LWD phenotype and
duplication involving SHOX regulatory elements; b) 30 patients with LWD/ISS
phenotype without any structural or point mutations in the SHOX region; c) 23 healthy
individuals. We focused on the methylation status of two CpG islands in the up-stream
region of the SHOX. Genomic DNA samples were first subjected to bisulfite
conversion, then amplified using the polymerase chain reaction, and the reaction
products were finally sequenced using the Sanger sequencing method. Determination of
the level of methylation of individual CpG dinucleotides was performed using the
ABSP tool software.

Results: Our results indicate, that CpG islands in the SHOX region show a lower level
of methylation in patients carrying a duplications than in healthy individuals, but only

one island showed a statistically significant difference (CpG 1: p = 0,4224; CpG 3: p <



0,0001). The results of methylation profiling of CpG islands in patients without a point
or structural mutation indicate that the methylation indexes of patients differed from the
average of the group of healthy individuals by at least +/- 2SD in 86,6 % of patients in
the case of CpG 1 island, and in 70 % of patients in the monitored section of CpG 3
island. However, the difference in methylation level was observed for individual CpG
dinucleotides, not for all CpGs in the island simultaneously.

Conclusion: Based on the analysis, we found that duplications in the regulatory regions
of the SHOX gene in patients with the LWD phenotype lead to a statistically significant
decrease in the level of DNA methylation only in the CpG 3 island. However, the
biological effect of this difference will probably be insignificant due to the generally
very low level of methylation. The methylation indexes of patients with the LWD/ISS
phenotype without any mutations deviate from the mean of healthy individuals;
however, these differences are in units of percentage points. Molecular-genetic
mechanisms other than DNA methylation are likely to be responsible for the
pathological phenotype in these patients. Questions for further research include the
effects of specific duplications depending on their location, the strength of the real
biological effect of the observed methylation changes, and the significance of changes

in the methylation profile in the etiology of LWD and ISS.

Key words: DNA methylation, CpG islands, haploinsufficiency, SHOX gene, Léri-
Weill dyschondrosteosis
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1 UVOD

1.1 Epigenetické mechanismy

Epigenetické mechanismy jsou dualezitymi regulatory genové exprese, které
vytvareji potencidlné dédicné zmény v genové expresi, aniz by se zménila zakladni
nukleotidova sekvence DNA (deoxyribonukleovd kyselina). Epigenetické zmény
pretrvavaji v fad¢ mitotickych déleni somatickych bunék a mohou byt predavany i
dalsim generacim; jejich typickym projevem je variabilni expresivita a nelplna
penetrance. Epigenetické mechanismy jsou také zdkladem procest zasadnich pro lidsky
vyvoj, jako je udrzovani pluripotence, potlaceni exprese transponovatelnych elementti a
modifikace transkripce a translace genti zménou dostupnosti promotoru ¢i destabilizaci
cilovych transkriptii. Mezi epigenetické mechanismy patii: metylace/demetylace DNA,
modifikace histonli (které zasahuji na Urovni transkripéni aktivity genil) a RNA
interference (na Grovni post-transkripéni aktivity gent)). Metylace DNA se uplatiiuje
hlavné pfi inaktivaci chromosomu X a genovém imprintingu, coZ je mechanismus
regulace genové exprese, pii kterém jsou imprintované geny transkribovany pouze
z jedné alely, a to z alely urcitého rodi¢ovského plivodu. Modifikace histont zahrnuje
naptiklad: acetylaci, metylaci, ubiquitinaci, fosforylaci a sumoylaci. Tyto zmény souvisi
se zménami kondenzace chromatinu a sregulaci aktivity genl, tim padem aktivuji
anebo inhibuji genovou transkripci. RNA interference je mechanismus, ktery se podili
na regulaci transkripce a translace pomoci malych nekodujicich regulacnich RNA
(,,microRNA* ¢i ,,short interfering RNA*), jez se navdzou na cilové useky mRNA

(mediadtorova ribonukleova kyselina) a inhibuji je.

1.1.1 Metylace DNA

Metylace DNA je jednim z hlavnich a nejvic prostudovanych epigenetickych
mechanismi. V roce 1925 objevili Johnson a Coghill 5-metylcytosin v zivych buiikach,
pfi analyze izolovanych a krystalizovanych nukleovych kyselin z Mycobacterium
tuberositas, ve snaze identifikovat jeji patogenni determinantu (Mattei et al., 2022). Po
tfiadvaceti letech, zaznamenal Rollin Hotchkiss metylovany cytosin pomoci papirové

chromatografie pfi analyze DNA ziskané z teleciho brzliku. Nasledné byla prokazéna
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pfitomnost metylovaného cytosinu i v DNA jinych organismi. Uz tehdy se
predpokladalo, ze modifikace cytosinu se mize podilet na regulaci genové exprese, coz

se prokazalo v 80.letech minulého stoleti (Compere and Palmiter, 1981).

cytozin 5-metylcytozin
. H3C
[, = DMNMT 3 N
hNH.F:& SAMEH,  saH ~NH 0

Obrazek 1: Modifikace cytosinu v poloze 5 katalyzovanda DNA-
metyltransferdzou (Gibney et Nolan, 2010), upraveno.

U clovéka proces metylace spociva v kovalentni adici metylové skupiny z S-
adenosyl-L-methioninu (SAM) na paty uhlik cytosinu (pozice C5) v dinukleotidu CpG,
coz je Cytosin-fosfat-Guanin (Obr. 1). Pfi demetylaci DNA dochazi k odstranéni
metylové skupiny z 5-metylcytosinu. Dinukleotidy CpG se vyskytuji zejména
v repetitivnich sekvencich a takzvanych CpG ostrivcich. Tyto ostrlivky jsou Useky
DNA dlouhé zhruba 1000 part bazi, CpG dinukleotidy se v nich vyskytuji s vyssi
frekvenci, nez ve zbytku genomu, a jsou lokalizovadny ptfedevSim v promotorovych
oblastech, blizko mista zacatku transkripce, coz zdlraziuje jejich vyznam v regulaci
genomickych procesi (Saxonov et al.,, 2006). Za normdlniho stavu tato mista
metylovana nejsou a je umoZznéna transkripce urcitého genu. V lidskych somatickych
buiikach je metylovano pfiblizné 70 % CpG dinukleotidit (Chen and Riggs, 2011).
Metylace CpG ostravkll ve zdravé tkani je pozorovana pouze ve specifickych situacich,
jako jsou imprinting gent nebo inaktivace chromosomu X (Baylin and Herman, 2000).
Zajimavé je, ze jednim ze spolecnych ryst CpG ostrivki v porovnani s jinymi useky
DNA, je mens$i obsah nukleosomil, coz je zakladni stavebni jednotka chromatinu
tvofend histonovym oktamerem, ktery je obaleny fetézcem DNA. Cim t&sngji je DNA
spojena s histonovymi proteiny, tim méné¢ muze probihat genova exprese. Kromé
imprintovanych genti reguluje metylace DNA CpG ostrivkil genovou expresi béhem
vyvoje a diferenciace. Protoze CpG ostrivky jsou spojeny s kontrolou genové exprese,
dalo by se ocekavat, ze mohou vykazovat tkanove specifické vzorce metylace DNA.
Moore et al. (2013) uvadi, Ze metylace CpG ostruvkl mize narusit vazbu transkripcnich

faktordi, umoznit vazbu represivnich proteinii vazajicich se na metylovou skupinu a
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stabiln¢ umlcet genovou expresi. CpG ostrivky, zejména ty spojené s genovymi
promotory, jsou vSak metylovany jen ziidka.

Metylace je katalyzovana rodinou enzymi DNA-metyltransferaz (Dnmt),
sdilejicich podobnou strukturu s velkou N-koncovou regulacni doménou a C-koncovou
katalytickou doménou, majicich jedine¢né funkce a vzorce exprese. Enzymy této rodiny
se déli na udrzovaci a de novo metyltransferdzy. K udrzovacim patii Dnmtl, kterd
zustava aktivni po celou dobu zivota a zachovava ptivodné vytvoieny metylacni vzor.
Béhem replikace DNA se Dnmt1 transportuje do replikacni vidlicky, kde se tvoti nové
syntetizovana hemimetylovand DNA. Dnmtl se vadze na nové syntetizované vlakno
DNA a metyluje jej tak, aby pfesné napodobila pivodni metylacni vzor pfitomny pred
replikaci DNA (Hermann et al., 2004). Z tohoto divodu se Dnmtl nazyva udrzovaci
Dnmt, protoze zachovava ptivodni metyla¢ni vzorec DNA v bunééné linii. Diky tomuto
procesu dochéazi v dcefinych buitkdch k obnoveni metylacniho vzoru, coz je jednim
z dilezitych mechanismt epigenetické dédi¢nosti. De novo metyltransferazy Dnmt3a a
Dnmt3b jsou si velmi podobné ve struktufe a funkci, metylaci DNA provadéji de novo,
jsou exprimovany pouze vrané fazi embryonalniho vyvoje, kdy je DNA totdlné
demetylovana, a urcuji vzorec metylace DNA (Okano et al., 1999).

Metylace a demetylace jsou reversibilni procesy. Dynamickd rovnovaha mezi
nimi hraje klicovou ulohu v riiznych biologickych kontextech ovlivitujicich nejen vyvoj
organismi, ale také rtizné patologické stavy a vznik onemocnéni. Kdyz mluvime o
zméné miry metylace, miZeme rozliSovat hypermetylaci a hypometylaci. Termin
hypometylace se ¢asto pouziva pro oznaceni celkového snizeni trovné metylace DNA v
genomu anebo pfi lokalni relativni demetylaci DNA. Na druhou stranu, hypermetylace
oznacuje nadmérnou metylaci v ur¢itych oblastech DNA.

U clovéka je metylovano piiblizné 1 % genomu. Metylace DNA je nezbytna pro
umlceni retrovirovych elementt, regulaci tkdnové specifické genové exprese, genomovy
imprinting a inaktivaci chromosomu X. Dilezité je, Ze metylace DNA v rtznych
oblastech genomu mulze mit rizné vlivy na aktivitu gend. Metylace DNA reguluje
genovou expresi rekrutovanim proteini zapojenych do genové represe nebo inhibici
vazby transkripcniho faktoru (faktorti) na DNA. Béhem vyvoje se vzorec metylace
DNA v genomu méni v dasledku dynamického procesu zahrnujiciho jak de novo

metylaci DNA, tak demetylaci (Moore et al., 2013).
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1.2 Gen SHOX

Gen SHOX (,,short stature homeobox gene®) se nachazi v pseudoautosomalnim
regionu 1 (PAR1) (Obr. 2) na konci kratkého raménka chromosomi X a Y
(Xp22.32/Yp11.32) a kéduje transkripéni faktor, ktery reguluje proliferaci a diferenciaci
chondrocytli v rustovych chrupavkach. Tento gen byl poprvé identifikovan skupinou
Rao et al. (1997) pti analyze DNA pacientii s nizkou vySkou postavy a Turnerovym

syndromem.

X Y
PAR1 PAR1
Xp22.32 Yp11.32

PAR2
SHOX
PAR2

Obrazek 2: Pseudoautosomdlni regiony PARI a PAR2 na pohlavnich
chromosomech X, Y a schematickad lokalizace genu SHOX (Blaschke and Rappold,
2001), upraveno.

Geny nachdzejici se v PAR1 nepodléhaji lyonizaci. Lyonizace (inaktivace
chromosomu X) je fyziologicky proces, pomoci kterého je jeden z chromosomi X
umlcen s cilem kompenzace davky genli vazanych na X. Geny pseudoautosomalnich
regiond gonosomu jsou ptitomné ve dvou kopiich a obé dvé kopie jsou zapotiebi pro

normalni fyziologickou funkci.

Pseudoautosomdlni regiony (PAR) jsou specifické oblasti lokalizované na
chromosomech X a Y, obsahujici homologni sekvence, diky kterym je umoZnéna
rekombinace pohlavnich chromosomt béhem meiozy (pro zajisténi spravné segregace
gamet béhem muzské meidzy). Pro geny umisténé v téchto regionech plati autosomalni
typ dédi¢nosti. V lidském genomu nalézdme dvé pseudoautosomalni oblasti — PARI a
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PAR2, kter¢é maji odliSny plvod a vlastnosti. PAR1 je evoluéné a biologicky
vyznamngéjsi oblast a vyznacuje se vysokym obsahem CpG dinukleotidi a repetitivnich
sekvenci. K témto sekvencim patii A/u-elementy (kratké rozptylené jaderné elementy)
(Ross et al., 2005), které v nékterych ptipadech mohou byt zodpovédné za piestavby
v PARI, a to prostfednictvim dvou mechanismi: nealelické homologni rekombinace
(NAHR; ,,non-allelic homologous recombination”) a nehomologniho spojovani koncti
(NHE]J; ,,non-homologous end joining*) (Blaschke and Rappold, 2006; Benito-Sanz et
al.,, 2012). PAR1 je piiblizné¢ 2,7 Mb dlouhy, nachazi se na kratkych raménkéach
pohlavnich chromosomti a byl do nich zaélenén béhem poslednich 105 miliont let
(Monteiro et al., 2021). Naproti tomu, PAR2 vznikl duplikaci tseku chromosomu X na
Y po divergenci lidi a Simpanzt pred 6 miliony let (Otto et al., 2011), je dlouhy 330 kb
a umistény na dlouhych raménkach pohlavnich chromosomi. Crossing-over v PARI,
béhem muzské meidzy, je nutny pro spravny rozchod chromosomtt X a Y k opaénym
polam bunky (disjunkce) (Charlesworth, 2002). V souladu s tim je mira rekombinace
PAR1 u muzl vyjimecné zvySena, pfiblizn€¢ 17 krat vyssi, nez primér celého genomu,
zatimco mira rekombinace PAR1 u Zen je jen mirné nad primérem genomu (Hinch et
al., 2014). PAR2 ma mnohem mensi frekvenci rekombinaci, kterd se odhaduje na pouhé
1 % u muzské meidzy, a je extrémné vzacnd u zenské gametogeneze. Nerovnomernost
meiotické rekombinace je tedy vazana na pohlavi, protoZe u zenské meidzy se cely
chromosom X rekombinuje rovnomérné po celé své délce (véetné PAR), zatimco pii
spermatogenezi se rekombinace vyskytuje pouze v PAR. Snizeni frekvence
rekombinaci v PAR1 muze vést ke vzniku aneuploidnich spermii, které po splynuti
s haploidnim vajickem zpiisobuji numerické chromosomové mutace: monosomie X

anebo Turneriiv syndrom, trisomie X — Klinefeltertiv syndrom.

Dohromady oba dva regiony obsahuji 29 gentli (24 geny v PARI, 5 genli v PAR2),
které se Uicastni bunétné signalizace, regulace transkripce a mitochondridlnich funkci.
Vsechny charakterizované geny v ramci PAR1 unikaji inaktivaci X, zatimco dva
nejproximalnéjsi geny PAR2 (SPRY3 a SYBLI) inaktivaci podléhaji (Ciccodicola et al.,
2000). Mutace gent z téchto regioni jsou skute¢né spojovany s riznymi nemocemi u
lidi, v¢etné leukemie, schizofrenie, bipolarni afektivni poruchy a infertility (Dos Santos
et al., 2022). Ale gen SHOX je doposud jedinym genem v PARI, ktery je definitivné
spojen se skeletdlnim vyvojem. Tudiz fenotypy vykazujici nizkou vySku postavy

vznikaji v disledku haploinsuficience (HI) SHOX, lokalizované¢ho v PAR1.
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1.2.1 Struktura genu SHOX

Gen SHOX mé délku priblizné 40 kb a je umistén zhruba 500 kb od konce telomer
pohlavnich chromosomti. SHOX patii k homeoboxovym gentim, coz jsou geny s vysoce
konzervovanou doménou - homeodoménou, ktera se u SHOX sklada ze 60
aminokyselin (AMK). Translaci genti s homeoboxem vznikd protein nesouci usek
odpovidajici homeoboxu. Tento tsek je vlastni homeodoména, kterd se nasledné vaze
do regulacnich oblasti dalSich gena a tim reguluje jejich transkripci. Geny této rodiny
reguluji embryogenezi a vyvoj jedince (Gehring et al., 1994) a jejich produkty mohou
pusobit jako aktivatory ¢i represory transkripce pii expresi ruznych cilovych genti.
Homeodoména SHOX se sklada ze tii helix, z nichz prvni je oddélen od helixu II a III
malou smyckou. Helixy II a II tvofi motiv helix-smycka-helix vazajici DNA. Na
zaklad¢ analyzy dat odvozenych ze studia jinych homeodoménovych proteind, je
znamo, ze specificky helix III se vaze do velkého zlabku DNA a to je piedpokladem pro
aktivaci transkripce (Wilson et al., 1995; Wolberger et al., 1991), zatimco N-koncova
cast se vaze do malého zldbku DNA. Pfed navdzanim na DNA je proteinova
homeodoména transportovana do jadra pomoci aparatu, ktery rozpoznavéa kratkou
sekvenci na proteinu jako jaderny lokaliza¢ni signal (,,nuclear localization signal®,
NLS) (Macara, 2001). V proteinu SHOX byl NLS definovan jako sekvence skladajici se
z 5 aminokyselin (AKCRK), lokalizovanych na helixu IIl. Dilezité je, Ze ,,missense®
(zd&ména aminokyseliny) mutace ovlivilujici NLS byla identifikovdna u pacientl
s diagnostikovanou Lériho-Weillovou dyschondroste6zou (LWD). (Benito-Sanz et al.,
2006; Schneider et al., 2005). Krom¢ vazby na DNA se homeodoména podili na
protein-proteinovych interakcich, jako je naptiklad tvorba homo- ¢i heterodimeri a také
na dimerizaci proteini (Wilson et al, 1993). ,Missense“ mutace zahrnujici
homeodoménu SHOX nalezené u pacientd s LWD a ISS (,,idiopathic short stature®,
idiopaticky nizky vzrust) snizuji schopnost proteinu tvofit dimery a tim zhorsuji

transkripcni aktivitu genu (Marchini et al., 2016).
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Obrazek 3: Struktura genu SHOX. Rimské Cislice predstavuji jednotlivé exony
genu SHOX. Autorka.

Gen SHOX se sklada ze 7 exont (Obr. 3), které koduji dva hlavni alternativné
sesttizené transkripty SHOXa a SHOXb. Transkripty jsou identické na svém 5 konci,
ale 1i8i se ve svém koncovém exonu (6a, 6b) na 3" konci (Rao et al., 1997) a jsou
translatovany do dvou odliSnych izoforem proteinu: SHOXa ze 292 AMK, SHOXb ze
225 AMK. Alternativni pouziti dvou riiznych promotori vede ke vzniku dvou mRNA
lisicich se v 5'UTR (,,untranslated region®, neptfekladana oblast), ale generujicich
identické proteiny (Blaschke et al., 2003). SHOXa a SHOXb obsahuji vyse popsanou
homeodoménu koédovanou exonem 3 a 4, konzervovanou DNA-vézajici doménu,
charakteristickou pro rodinu transkripénich faktori obsahujicich homeodoménu.
SHOXa navic obsahuje doménu OAR (otp, aristaless, rax), u niz se predpoklada, ze
ma transaktivaéni funkci a podili se na protein-proteinovych interakcich (Rao et al.,
1997), zatimco SHOXDb tuto funkci postradd. SHOXb se ovSem védze na stejnou
sekvenci DNA jako SHOXa a tvofi s nim heterodimery. Tim padem muze SHOXb
predstavovat modulator aktivity SHOXa (Rao et al., 2001). Podobné jako jiné parove
homeodoménové proteiny se SHOX ptednostné vaze na palindromatické motivy typu 5’
-TAAT(N),3ATTA, kde N znamena pocet nukleotidli oddé€lujicich palindromatické
sekvence od sebe (Wilson et al., 1993). Studie na kvasinkovém dvouhybridnim systému
za pouziti proteinu SHOX ukdézaly, ze se SHOX miiZe vdzat na DNA i jako monomer a

homodimer (Rao et al., 2001).

Znalost struktury genu SHOX byla rozSitena skupinou Durand et al. v roce 2011,
kdy védci objevili dalsi 4 exony: 2a, 7-1, 7-2, 7-3, které koduji nové izoformy SHOX.
Za pouziti kvantitativni PCR v redlném Case a primert, zahrnujicich sekvence od exonu

2 do exonu 5 byly odhaleny pruhy, liSici se od o¢ekavanych. Sekvenovani tohoto tseku
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ukdzalo, ze do SHOX cDNA bylo zahrnuto 88 nukleotidii v pozici mezi exonem 2 a
exonem 3, a tento usek byl nasledné pojmenovan jako exon 2a. Také bylo zjisténo, ze
zaClenéni exonu 2a do mRNA zptisobuje posun Cteciho ramce a predCasny stop kodon v
exonu 3. Pifedpokladany vysledny protein by tedy byl zkracen, postradal homeodoménu
a skladal by se ze 124 aminokyselin. Pomoci primerti zahrnujicich usek sekvence od
exonu 5 az 7 byly nalezeny dalsi alternativni 5” sestfihova mista exonu 7, kterd vedou

k dal§im izoformam proteinu SHOX.

1.2.2 Exprese SHOX

Studie genové exprese odhalily jasny rozdil ve vzorcich exprese izoforem SHOXa
a SHOXD, kde ob¢ dvé jsou predominantné exprimovany ve fibroblastech kostni dfen¢.
Zatimco SHOXa je také exprimovana v nékolika dalSich tkanich, jako jsou kosterni
svaly, placenta, slinivka bfis$ni a srdce, exprese SHOXD je primarné omezena na ledviny
a kosterni svalstvo plodu (Marchini et al., 2007). V embryonalni a fetalni tkani byla
nejsilngjsi exprese obou izoforem pozorovéana ve svalech, kizi a nékolika nervovych
tkanich, jako jsou mozek, micha, oko a mozkové pleny (Durand et al., 2011). Byla také
prokdzand exprese SHOX v mozecku, thalamu a bazalnich gangliich. V souladu s
kosternimi abnormalitami pozorovanymi u pacienti nizkého vzrastu odhalily
hybridizaéni experimenty in situ expresi SHOX ve vyvijejicich se koncetinach a prvnim
a druhém faryngealnim oblouku u lidskych embryi (Clement-Jones et al., 2000).
Exprese ve vyvijejicich se koncetinach je detekovana ve stadiu 14 podle Carnegie
(C14), coz je systém uzivany k popisu vyvojového stupné embryi, v tomto stadiu je
embryo staré¢ 33 dni. Béhem chondrifikace tkani koncetin se exprese SHOX vyrazné
zvysuje v oblasti pfedchrupavcitého zakladu lokte. Nasledné ve fazi C21, kdy kosti paze
uz se daji identifikovat, exprese je stdle omezend na oblast kolem distdlniho konce
humeru, radia a ulny (Marchini et al., 2007). MiiZe byt pfitomna i v n€kolika kostech
zéapesti. Exprese SHOX v dolnich koncetinach ma velmi podobny profil jako exprese
v tkanich hornich koncetin. Dalsi diikkaz pro roli SHOX ve vyvoji kosti poskytuje
zjisténi z roku 2004: protein SHOX byl detekovan v ristové ploténce hypertrofickych
chondrocyti (Munns et al., 2004). Bylo také popsdno, ze exprese SHOX indukuje
zastavu bunécného cyklu a apoptoézu v buiikach osteosarkomu, stejné jako v primarnich
chondrocytech, coz implikuje roli SHOX v procesech regulujicich diferenciaci

chondrocytli (Marchini et al., 2004). Ale exprese nebyla pozorovéana v jinych buitkach
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rustové ploténky, jako jsou osteoblasty a osteoklasty. Spolecné jsou tyto vysledky v
souladu s ptfimou biologickou funkci SHOX pfti diferenciaci a zrdni chondrocytu.
Exprese SHOX v loketnim a kolennim kloubu muze vysvétlit ohnuti a zkraceni
predlokti a bércti u pacientii s Lériho-Weillovou dyschodroste6zou a u nékterych
pacientli s Turnerovym syndromem. Madelungova deformita a zkracené metakarpy
pozorované u LWD mohou byt disledkem ztraty exprese SHOX v distalni Casti ulny a
radia; nedostatek jeho exprese v prvnim a druhém faryngealnim oblouku
pravdépodobné pfispiva k viditelnym rysim Turnerova syndromu jako je mikrognacie,

vysoce klenuté patro a senzorineuralni hluchota (Clement-Jones et al., 2000).

Ve své praci Durand et al. (2011) zanalyzovali exprese novych izoforem SHOX
(2a, 7-1, 7-2, 7-3) pomoci RT-PCR. Transkript obsahujici exon 2a byl detekovan v
nckolika fetalnich a dospé€lych tkanich, s nejvyraznéjsi expresi v oku a mozku plodu,
dospélé kostni dfeni a kosternich svalech. Exprese SHOX v mozku naznacuje jeho dalsi
funkci béhem vyvoje mozku plodu a udrZzovani mozkovych funkci. U pacientd s LWD,
Turnerovym nebo Langerovym syndromem, nebo ISS (,,idiopatic short stature®, ISS) s
haploinsuficienci SHOX vsak nebyly popsany zjevné mozkové malformace nebo
kognitivni vyvojové zpozdéni. Tti odlisné varianty sestfihu exonu 7 byly exprimovany
v nékterych fetalnich a embryondlnich tkanich a také v kultivovanych dermalnich
fibroblastech. Ale exprese nebyla pozorovana v Zadné z dospélych tkani. Coz by ve
vysledku mohlo znamenat, Ze tyto izoformy mohou plnit svou funkci pouze béhem

raného vyvoje jedince.

1.2.3 Protein SHOX: funkce a interakce

Rust a vyvoj skeletalniho systému jedince je velice dynamicky proces, ktery
z&visi na mnoha molekularnich mechanismech. Dlouhé kosti osifikuji enchondralnég, to
znamena postupnou nahradou chrupavcitého skeletu. Ristova ploténka, nachazejici se
mezi epifyzami a diafyzou, zlstava aktivni po celou dobu ristu kosti a zajiStuje
nepretrzity ptisun chondrocytii pro enchondralni osifikaci. Pro pochopeni mechanismi
pusobeni proteinu SHOX na molekularni urovni a objasnéni patologii spojenych
s nedostatkem SHOX je dllezité se zaméfit na geny a proteiny se kterymi piimo
interaguje. SHOX funguje jako transkripéni regulator pfi proliferaci a diferenciaci
chondrocytli, kostni maturaci, chondrogenezi, zastaveni bunééného ristu a apoptodze

chondrocyttl, a to prostfednictvim pfimého pusobeni na své cilové geny: NPPB, FGFR3
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a CTGF (CCN2) (Marchini et al., 2004, 2007a; Decker et al., 2011; Beiser et al., 2014;
Hristov et al., 2014).

Gen NPPB (,natriuretic peptid B*) koduje natriureticky peptid B (BNP), ktery
pusobi jako natriureticky, diureticky a vazodilatacni faktor, inhibuje sekreci reninu a
aldosteronu, celkové ma dualezotou roli pfi udrzovani kardiovaskularni homeostéaze.
Navzdory tomu existuji studie, které naznacuji, ze natriuretické peptidy BNP a CNP
stejné¢ jako receptory (,natriuretic peptide receptor, NPR) ptredstavuji dilezité
regulatory enchondralni osifikace (Jaubert et al., 1999; Chusho et al., 2000; Yasoda et
al., 2004). Skupina Marchini et al. (2007a) prokazala schopnost SHOX aktivovat
endogenni promotor NPPB, a to pifimou vazbou do regula¢ni oblasti NPPB. Ko-exprese
SHOX a BNP byla pozorovana v chondrocytech pozdni proliferativni a hypertrofické
oblasti ristové ploténky. Navic u dvou pacientli s LWD nesoucich mutaci v genu SHOX
byla pozorovana sniZzend aktivace promotoru NPPB. Z toho vyplyva, Zze SHOX je
pozitivnim regulatorem exprese BNP, pticemz BNP se pravdépodobné také podili na

diferenciaci chondrocytu.

Gen FGFR3 (,fibroblast growth factor receptor 3*) koéduje nekolik izoforem
proteinu FGFR3, ktery je soucésti rodiny Ctyf receptort fibroblastového ristového
faktoru sdilejicich podobnou strukturu a funkce. Tyto proteiny se podili na regulaci
bunécéného ristu, procesu bunécné proliferace a diferenciace, tvorbé krevnich cév a
hojeni ran. Clenové rodiny FGFR jsou schopné vazat devét souvisejicich
fibroblastovych rustovych faktora (FGF), které jsou zndmymi mitogeny (Wilkie et al.,
1995). FGFR3 je exprimovan v ristové ploténce, reguluje rist dlouhych kosti, a to tak,
ze omezuje tvorbu kostni tkdn€ z chrupavky (enchondrélni osifikace). Je to zplisobeno
predev§im schopnosti FGFR3 akcelerovat diferenciaci chondrocytii v hypertrofické
zon¢ rustové ploténky. Skupina Decker et al. (2011) prokdzala, Ze SHOX aktivuje
promotor FGFR3, a to navazanim na vice ,,up-stream‘ sekvenci. Aktivace FGFR3

potlacuje riist dlouhych kosti a nasledné indukuje skeletalni dysplazii.

Gen CTGF (,,connective tissue growth factor), také znamy jako CCN2 (,,cellular
communication network factor 2*) koduje protein, ktery je vyluovan vaskularnimi
endotelovymi bunkdmi. Tento protein ma ulohu pifi proliferaci a diferenciaci
chondrocytl a pfi bunééné adhezi. CCN2 interaguje s mnoha molekulami pfitomnymi

v rustové ploténce: s molekulami extracelularni matrix (fibronektin, aggrecan),
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receptory bunécného povrchu, ristovymi faktory ¢i nékterymi dal§imi CCN. Prave
pomoci komplexnich interakci s vySe zminénymi faktory vykondva CCN2 kritickou roli
ve vyvoji, udrzbé a regeneraci chrupavky (Kubota and Takigawa, 2011). Protein je
exprimovan hlavné¢ chondrocyty prehypertrofické a hypertrofické vrstvy riistové
ploténky. Také bylo ukazano, ze ,,up-stream” region genu CCN2 obsahuje vice nez
ctyficet 5'-ATTA/TAAT- motivl, které jiz byly dfive identifikovany jako cilové
sekvence pro SHOX (Rao et al., 2001; Decker et al., 2011). Protein SHOX se vaze na
vysoce konzervovanou oblast genu CTGF (Beiser et al., 2014). Fyziologicky vyznam
interakce SHOX-CTGF/CTGF potvrzuje ko-exprese proteint v zon¢ hypertrofickych
chondrocytli. CCN2 se ucastni mnoha biologickych procest, ale vliv SHOX na expresi

CCN2 v téchto procesech ziistdva neodhaleny.

Protein SHOX také interaguje se zastupci rodiny transkripénich faktorih SOX
(,,.SRY-box transcription factor). Tato rodina je rozdélena do nékolika skupin (A-H) na
zaklade jejich homologie v rdmci domény HMG (,,high mobility group®), coz je vysoce
konzervovana DNA-vazajici doména. SOX9 (SoxE) je nezbytny pro udrzeni a
diferenciaci chondrocytli, exprimuje se ve vSech chondro-progenitorovych buiikach a
chondrocytech, ale exprese je zruSena v hypertrofickych chondrocytech ristové
ploténky (Wright et al., 1995; Ng et al., 1997). SOX9 funguje ve spolupraci se SOXS5
(SoxD) a SOX6 (SoxD) a spolu jsou hlavnimi reguldtory diferenciace chondrocytl
(Ikeda et al., 2004). Imunoprecipitacni testy potvrdily interakci SHOX/SOXS5 a
SHOX/SOX6 v lidskych bunikach, zatimco imunohistochemické analyzy prokazaly ko-
expresi téchto proteint v ristovych plotenkéach lidskych embryi v 18. a 32. gesta¢nim
tydnu (Aza-Carmona et al., 2011). SHOX navic reguluje transkripci SOX5 a SOX6
(Hoffmann et al., 2021). Vysledky studie Aza-Carmona et al. (2011) ukazuji, ze SHOX
interaguje se SOXS5, SOX6 a SOX9 pfi aktivaci ,,up-stream* zesilovace genu ACAN, a
Zze mutace genu SHOX tuto aktivaci inhibuje. Z toho vyplyva, Ze interakce SHOX s
trojici SOX ovlivituje expresi ACAN. Produkt toho genu — protein aggrecan je dilezitou
slozkou extracelularni matrix v chrupavce, vaze fibrily kolagenu II. typu a udrzuje
vodu. Homozygotni mutace vtomto genu zpusobuje tézkou skeletdlni dysplazii

(Tompson et al., 2009).

Biologicka role proteinu SHOX a s nim souvisejicich drah v ristové ploténce se
ma za prokdzanou. Pfitomnost SHOX v rstové ploténce, a to zejména v hypertrofické

oblasti, kde chondrocyty podlehaji apoptdze naznacuje, ze absence funkéniho proteinu
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SHOX nejspiSe podporuje atypickou proliferaci a patologickou diferenciaci
chondrocytl. Zména rovnovahy mezi obéma procesy by mohla vést k patologickému

rustu kosti do délky, coz vysvétluje fenotypy pacientli s nizkym vzristem.

1.2.4 Regula¢ni mechanismy SHOX

Regulace exprese homeoboxového genu SHOX - je dilezitym prvkem pro
pochopeni jeho funkce a hlavné pro objasnéni etiologie onemocnéni spojenych
s patologii SHOX na riiznych trovnich. Exprese SHOX je omezena na urcité casti téla
béhem specifickych fazi vyvoje, coz znamena pfisnou c¢asoprostorovou regulaci.
Mechanismy regulace SHOX na transkripéni a post-transkripéni urovni zahrnuji:
alternativni promotory, cis-regula¢ni sekvence (enhancery neboli zesilovade) a

alternativni exony.

Diive jiz bylo popsano, Ze dva alternativni promotory, P1 a P2, fidi expresi SHOX
na transkripéni Grovni. Tyto dva promotory generuji dvé tiidy mRNA, které koduji
identické proteiny, které se 1isi pouze ve své 5" neptekladané oblasti (UTR), pritomnosti
sedmi kodoni AUG ,,up-stream* od otevien¢ho ¢teciho ramce SHOX. 5 -UTR oblast
mRNA transkribované z genu SHOX se skladd ze dvou exont (I a II) a jeji délka ma
694 nukleotidii. Promotor P1 se nachazi pred prvnim exonem, P2 sidli uvnitf exonu 2
promotoru P1 a obsahujici sedm kodonlit AUG podIéhaji translaci se sniZenou G¢innosti,
a tim poskytuji zajimavy mechanismus regulace hladiny proteinu SHOX nejenom na
transkripcni, ale 1 transla¢ni Urovni (Blaschke et al., 2003). (Obr. 4). Promotor P2
odpovidd za tvorbu transkriptu s vysokou translaéni Uc€innosti, coz by mohlo
pravdépodobné znamenat, ze P2 je aktivni pfi okamzité potiebé vysokych hladin
proteinu SHOX. Ale pficiny, kvili kterym je jeden promotor upiednostiiovan pred
druhym, a molekularni mechanismy fidici jejich individudlni aktivitu zatim nejsou

prozkoumany.

21



P1 P2

- exon 1 4-

¢ AUG

mMRNA2 AVAV AV T Vo
vysoka translaéni acinnost

uAUG uAUG uAUG uAUG
mRNA1 AVAYAVAV Vo

nizka translaéni uéinnost

exon2 ——

Obrazek 4: Model regulace aktivity genu SHOX (Marchini et al., 2016),
upraveno. Transkripce je regulovana dvema promotory Pl a P2, které generuji riizné
transkripty: mRNAI s nizkou ucinnosti translace kviili pritomnosti sedmi kodonui AUG,

mRNA2 s vysokou ucinnosti translace.

Kromé sekvenci koédujicich proteiny obsahuje lidsky genom znacné mnozstvi
regulacni DNA. Konzervované nekodujici oblasti (,,conserved non-coding element® —
CNE; ,.evolutionary conserved sequence® — ECS; ,,evolutionary conserved region® —
ECR) se casto nachazeji v blizkosti genti podilejicich se na vyvoji jedince, zejména
transkripcnich faktorii, coz znamena, ze tyto prvky maji zadsadni regulacni roli ve vyvoji
jedince. CNE také koncepcné souvisi s ,,cis-regulacnimi moduly* neboli CRM, které¢
jsou definovany jako regulacni prvky, které interaguji s transkripénimi faktory za
ucelem nastaveni tkanove specifické genové exprese (Howard a Davidson, 2004).
Obecné také plati, ze tyto regulacni prvky se zachovaly béhem evoluce, kvili jejich

zasadni roli v regulaci transkripce gentl.

Funk¢ni studie ukdzaly, Ze CNE plisobi jako zesilovace aktivity promotoru genu
SHOX v lidskych bunkéach (Benito-Sanz et al., 2012; Fukami et al., 2006). Z toho
vyplyva, Ze konzervované nekddujici oblasti patii k dal§im regulaénim prvkim SHOX a
obklopuji jeho kodujici ¢ast z obou stran: CNE-5, CNE-3 a CNE-2 nachazejici se ,,up-
stream* a CNE2, CNE3, CNE4, CNES, CNE6, CNE7/ECR1, CNE8 a CNE9/ECS4
lezici ,,down-stream‘ (Obr. 5), z nichZ transkripéné aktivni jsou pouze CNE4, CNES,
CNE7/ECR1 a CNE9/ECS4 (Benito-Sanz et al., 2012; Chen et al., 2009; Fukami et al.,
(Marchini et al., 2016). Studie Sabherwal et al. (2007) potvrdila, ze promotor P1

interaguje s CNE9; néasledné¢ pomoci tvorby chromatinové smycky CNE9 zvysuje
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expresi proteinu SHOX. Nové identifikovanym cis-regulacnim prvkem SHOX je ZED
(,,Zeugopodal Enhancer Downstream of SHOX™), lokalizovany 7 kb ,,up-stream‘ od
CNE9 (Skuplik et al., 2018). N¢ekteré studie tvadi, ze dalsim regionem obsahujici
potencialni regulacni prvek SHOX, miize byt oblast X : 917,000 — 1,029,000 ,,down-
stream* od CNE9 (Bunyan et al., 2014; Tsuchiya et al., 2014), jelikoz delece v tomto

regionu byly identifikované u jedincti s normalnim a LWD fenotypem.
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Obrazek 5: Konzervované nekodujici elementy (CNE) obklopujici gen SHOX.
Cernd barva zndzoriuje transkripéné aktivni CNE: CNE-5, CNE-3, CNE-2 v, up-
stream* oblasti; CNE4, CNES5, CNE7/ECRI1, CNE9/ECS4 v ,,down-stream* oblasti.
Sedd — neaktivni CNE, bez zndmé regulacni funkce (CNE2, CNE3, CNE6, CNES).
Autorka.

Durand et al. (2011) shrnuji zékladni regulacni mechanismy SHOX nésledovné:
Zaprvé, SHOX méa dva rizné promotory, které generuji transkripty s identickou
kédovaci kapacitou, ale lisi se v 5'UTR, coz vede k rtzné translacni ucCinnosti
transkriptu. Zadruhé, je znamo, Ze proteinova izoforma SHOXb postradda OAR
transaktivacni doménu, a proto neni schopna aktivovat transkripci, coz vede k tomu, ze
SHOXDb nejspiS pusobi jako negativni regulator SHOXa, anebo jako modulator jeho
aktivity. Zatfeti, nové alternativni izoformy, které byly popsané v kapitole o expresi

SHOJX, patrn¢ ptispivaji k jemné regulaci exprese (Durand et al., 2011).

Fosforylace proteinu SHOX se také jevi jako jeden zregulacnich mechanisma.
Biochemicka studie skupiny Marchini et al. (2006) prokazala, ze in vivo je SHOX

fosforylovan vyhradné na pozici Ser106 (serin). Behem fosforylace hraje nejspiSe
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dilezitou roli kaseinkinaza II (CKII), protoze dokédze fosforylovat SHOX in vitro a
inhibitory CKII siln¢ snizuji fosforylace SHOX in vivo. Pfedpoklada se, ze fosforylace
moduluje biologické funkce SHOX, protoze protein s mutaci SI06A (serin na pozici
106 nahrazen alaninem), ktery mé defekt ve fosforylaci, neni schopen aktivovat
transkripci, 1 kdyz si zachovava jadernou lokalizaci a schopnost vazby na DNA

(Marchini et al., 2006).

1.2.5 Mutace genu SHOX

Mutace postihujici SHOX ¢i jeho regulacni oblasti jsou velice variabilni jak na
urovni genetické, tak fenotypové. Fenotypy jedincti nesoucich zmény v genu SHOX se
li$1 v zavislosti na typu mutace a na tom, zda je mutace ptitomna v jedné ¢i obou alelach
genu. Haploinsuficience SHOX - ztrata jedné funkéni alely genu, je zodpovédna za
ptiblizn€ 5 % ptipadl idiopatického nizkého vzristu (ISS; OMIM 300582) a 70 — 90 %
ptipadd syndromu Léri-Weill (LWD; OMIM 127300) (Benito-Sanz et al., 2012; Rosilio
et al., 2012; Schneider et al., 2005). Kompletni delece jedné¢ kopie SHOX je také
souCasti Turnerova syndromu, kdy pacienti postradaji chromosom X a jednim
z fenotypovych znaki toho syndromu je nizky vzrist. Homozygotni ztrata SHOX ma za
duplikace celého genu SHOX u jedinct s trizomii pohlavnich chromosomii (47, XXX
47, XXY; 47, XYY) je spojena s normalnim az vysokym vzrastem (Bunyan et al., 2013;
Thomas et al., 2009), a to v disledku nadmérné exprese SHOX (Adamson et al., 2002).
Je tfeba poznamenat, Ze duplikace SHOX je vétSinou spojend s vysokym vzrlstem,
nicméné jsou popsané piipady kompletni a ¢aste€né duplikace 1 u jedincii s LWD a ISS
(Benito-Sanz et al., 2011). Celkove¢, Ize predpokladat, Ze genotyp-fenotypova korelace
v ptipad¢ duplikace zalezi na tom, zda-li zahrnuje regulacni sekvence SHOX a v jakém
rozsahu (Fukami et al., 2015; Thomas et al., 2009). Bodové mutace (mutace v rozsahu
jednoho nukleotidu) se v genu SHOX ¢i jeho regulacnich sekvencich také vyskytuji
(Cormier-Daire et al., 1999; Huber et al., 2006; Sabherwal et al., 2004). V rdmci téchto
mutaci mtizeme hovofit o deleci jednoho nukleotidu, inzerci ¢i substituci (tranzici nebo
transverzi). Nejcastéji je ovlivnén bodovymi mutacemi exon 3, ktery koduje veétsi ¢ast

homeodomény (Marchini et al., 2007; Shears et al., 1998;).
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1.3 Lériho-Weillova dyschondrosteoza

Jak jiz bylo zminéno vyse, Lériho-Weillova dyschondrostedza anebo syndrom
Léri-Weill (LWS) — je vzacnd pseudoautosomdlné¢ dominantni geneticka porucha,
vyskytujici se v disledku mutaci postihujicich gen SHOX. André Léri a Jean A. Weill
byli francouzsti 1€kafi, kteti v roce 1929 poprvé popsali LWD na zaklad¢ rozdilného
fenotypu pacienta, jenz se odliSoval od jiz znamych diagnoz, jako jsou achondroplazie a
chondroektodermalni dysplazie. Hlavnim rozdilem bylo mesomelické zkraceni
koncetin, coz znamena zkracovani stiedniho segmentu dlouhych kosti, a to vcetné

ptilehlych kosti (Mohan et al., 1988).

Obrazek 6: Rentgenové snimky Madelungovy deformity (A, B) a zdravého
zapesti (C) (Farr et al., 2012), upraveno. A. Predozadni snimek Madelungovy deformity
ukazujici V-tvar radiokarpdlniho kloubu. B. Lateralni snimek; Hlava ulny vycniva
dorzalne, celé zapésti vykazuje palmarni subluxaci. C. Predozadni snimek normalniho

zZdpésti.

Dyschondrostedza Léri-Weill pfedstavuje syndrom nizkého vzristu doprovazeny
mesomelickym zkracenim piedlokti a bérce, bilateralni Madelungovou deformitou a
obcas skoliozou. Madelungova deformita ptedlokti se vyznacuje zakiivenim a

zkracenim radia s dorzalni subluxaci distalni Casti ulny, jez mé za nasledek vklinéni a
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deformaci karpélnich kosti (Obr. 6) (Suzuki et al., 2014). Tato deformita je casto
doprovazena bolestivou a omezenou pohyblivosti zapésti. Skupina Suzuki et al. (2014)
navrhla hypotézu, ze ztrata jedné funkcni alely SHOX vede k predcasné fuzi epifyz na
distalnim konci radia, a to naruSenim programované bunécné smrti chondrocyti
v hypertrofické zon¢€ rastové ploténky. Naruseni fyziologického riistu radia v dasledku
casné fuze epifyz, a to v kombinaci s normalnim rstem ulny, je nejspi§ zakladem

deformity.

Pohlavi jedince, vék a faze pubertalniho vyvoje maji vliv na zdvaznost deformity,
ale nikoliv na jeji pocate¢ni vyvoj. Prevalence vzniku nemoci u zen je Ctyfikrat vyssi
nez u muza (Lichtenstein et al., 1980), proto se dyschondroste6za diive povazovala za
X-véazanou dominantni chorobu. Zeny jsou exponovany u¢inkim gonadélnich estrogent

od relativné raného v€ku v porovnani s muzi. Proto se diskutuje, Zze vyssi hladina

wewvr
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nasledné diivéjsi fuzi rastovych plotének. Tim padem se da predpokladat, ze gonadalni
estrogeny zpusobuji predCasnou skeletdlni maturaci v souladu s haploinsuficienci

SHOX.

Nizky vzrist u pacientll s dyschondrostedézou je velmi variabilni; u dospélych
jedinct kolisé od 135 cm do normalni primérné vysky dané populace. Vyska postavy je
povazovana za nizkou v ptipade, kdy odpovida < -2 SDS (skore smérodatné odchylky)
pro dany v&k, pohlavi, populaci anebo se extrémné vychyluje z pasma genetického
rustového potencialu jedince. Skupina Ross et al. (2001) zkoumala také potencialni vliv
pohlavi a v€ku na vysku pacientli s dyschondroste6zou, nakonec zadné vyznamné

ucinky nebyly prokézany.

Pro detekci dyschondrostedzy je zasadni identifikovat charakteristické kosterni
rysy. LWD se typicky vyviji u déti ve véku 6-11 let, ale téZce se vtomto véku
diagnostikuje, jelikoz specifické znaky této poruchy se objevuji az béhem druhé dekady
zivota. Casné a mirné znamky Madelungovy deformity je mozné rozpoznat pomoci
rentgenovych snimki ruky a zapésti, abnormality jsou viditelné mezi 2. a 5. rokem
zivota. Podle Ogata et al. (2001) se prvni zndmky deformity Casto projevuji metafyzarni

lucenci a epifyzarni hypoplazii medidlni strany distalni Casti radia u prepubertalnich
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pacienti a zmenSenim karpédlniho wthlu u pubertdlnich nebo dospélych pacienti.
Rappold et al. (2007) vyvinuli sviij fenotypovy skorovaci systém pro skrinink jedinct
s podezienim na deficienci SHOX pro odliSeni od pacientti ISS. Jako indikatory LWD
navrhli 8 klinickych znaka: pomér rozpéti pazi/vyska, pomér vyska/vyska vsed¢, index
télesné hmotnosti, cubitus valgus (deformita pii které je piedlokti pfi plném natazeni
odklonéno od téla do vétsi miry, nez je obvyklé), kratké a deformované predlokti,

svalova hypertrofie a dislokace ulny.

Jedinci nesouci zmény v oblasti genu SHOX vykazuji zna¢nou fenotypovou
heterogenitu a v nékterych ptipadech jsou probandi nesouci kauzativni varianty v genu
dokonce zcela asymptomaticti s normalni vyskou postavy (Babu et al., 2021). Naopak
jsou popsané ptipady, kdy jedinci vykazujici fenotyp LWD nemaji zadné zjevné mutace
SHOX a ptedpoklada se, Ze za patologicky fenotyp mohou byt zodpovédné zmény
v regulacnich oblastech anebo v jiném nezndmém genu. Naptiklad Schiller et al. (2000)
se zaméfili na fenotypovou a genetickou heterogenitu u rodin s LWS a detekovali
delece SHOX pouze u 10 z 18 zkoumanych rodin, pricemz velikost delece nekorelovala
se zavaznosti fenotypu. Fenomén heterogenity je u syndromi zpusobenych

haploinsuficienci pozorovan Casto.

1.3.1 Haploinsuficience SHOX

Haploinsuficience je stav, pifi kterém celkova hladina poduktu (proteinu)
exprimovaného konkretnim genem je sniZena pfiblizné o polovinu. Je to geneticky
fenomén, ktery nastavd, kdyz jedna kopie genu je inaktivovana ¢i deletovand, a
zbyvajici funkéni kopie genu neni postacujici k produkei potfebného mnoZstvi proteinu
a zachovani normélni funkce. Tento stav miize byt disledkem de novo nebo zdédéné
mutace. V podstaté se jedna o ztratu jedné alely genu a takova ztrita mulze byt
zpusobena fadou patologickych procesi. Pifi HI U¢inek mutantni alely neni
kompenzovan u¢inkem alely normalni. Spektrum mutaci vedoucich k haploinsuficienci
je Siroké: kompletni delece, mutace regulacni oblasti ovliviiujici aktivitu promotoru
nebo intragenové zmény vedouci ke zruSeni aktivity proteinu (Veitia, 2002). Pfesna
¢isla HI genti a HI nemoci u lidi nejsou znamé, kviili obtiZznosti systematického odliSeni
HI od jiné formy dominantni dédicnosti (Fuller et al., 2019), jelikoz oba stavy vznikaji
v disledku heterozygotni mutace. Metabolickd a molekularni databaze dédi¢nych

onemocnéni (,,The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease*) a OMIM
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(,,The Online Mendelian Inheritance in Man®) uvadi, ze 65 % mutaci v genech pro
transkripcni faktory vykazuji dominantni typ dédicnosti a existuje n€kolik studii, které
ukazuji, Ze tato dominance je zpusobena haploinsuficienci (Veitia, 2002). Navic HI
geny vykazuji vyssi hladiny exprese béhem raného vyvoje a vétsi tkanovou specifitu

(Huang et al., 2010).

Takova ztrata funkcni alely genu SHOX je piicinou vzniku LWD ve 70 - 90 %
ptipadi. Mnozstvi genového produktu (proteinu SHOX) neni postacujici pro normalni
funkci a vede k abnormdalnimu fenotypu pacienti s LWD. Haploinsuficience genu
SHOX narusuje normalni architekturu ristové ploténky (Munns et al., 2001) a vede k
pfedcasné fuzi rastovych plotének, predcasné skeletdlni maturaci a lokalizovanému
zastaveni kosterniho rustu (Ogata et al., 2001). Haploinsuficience SHOX je bézna pro
chromosomové aberace pohlavnich chromosomt asociovanych s terminélni deleci Xp a
Yp (Ogata et al., 2001). Dulezité¢ je, ze identickd mutace v SHOX oblasti (napf.
duplikace zahrnujici CNE9) muze zplsobit bud’ syndrom LWD nebo fenotyp ISS
(Bunyan et al., 2021; Sandoval et al., 2014), coz také naznacuje komplexni genetickou a

fenotypovou heterogenitu patologie tohoto genu.

1.3.2 Molekularni podstata syndromu Léri-Weill

V kapitole 1.2.5 bylo uvedeno, Ze gen SHOX muZe byt ovlivnén rliznymi typy
mutaci: delece, duplikace, bodové mutace. Pro pochopeni etiologie LWD je dulezité se
zaméfit nejenom na samotny typ mutace, ale 1 na jeji lokalizaci a rozsah. Genetické
defekty, jako jsou variace v poctu kopii (,,copy number variation®, CNV) a mutace,
které pfispivaji ke ztraté¢ jedné funkéni alely SHOX, se mohou vyskytovat nejenom
v kodujici Casti genu, ale 1 v jeho regulacnich elementech (Benito-Sanz et al., 2005;
Binder, 2011; Rappold et al., 2007). Je znamo, Ze takova ztrata funk¢ni alely je Castéji
zpiisobena varibilitou v poctu kopii (kterd se projevuje formou deleci a duplikaci), nez
bodovymi mutacemi (Benito-Sanz et al., 2005; Benito-Sanz et al., 2011; Fukami et al.,
2008). CNV zasahujici jeden nebo vice regulacnich prvkt SHOX, spolu s patogennimi
nukleotidovymi substitucemi a CNV ovliviiujicimi exony SHOX zodpovidaji za 70 az
90 % ptipadi LWD (Binder and Rappold, 2005; updated 2018). Nicmén¢, i pies tyto
znamé pfi¢iny vzniku LWD, zna¢né procento piipadii zatim zlstavd s nejasnou

etiologii.
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Delece celého genu ¢i mikrodelece zahrnujici exony SHOX 1-6a, b a/nebo jeho
regulacni elementy jsou nejcastéjSim typem mutace u pacientll s fenotypem LWD
(Benito-Sanz et al., 2005; Fukami et al., 2008; Sabherwal et al., 2007; Shears et al.,
1998). Ackoli velké delece v chromosomalni DNA jsou obecné vzacné, vysoky vyskyt
deleci SHOX je snadno pochopitelny kvili vySSimu obsahu tandemovych nebo
rozptylenych repetic v pseudoautosomalni oblasti, coz méa za nésledek vyssi vyskyt
stukturnich abnormalit. Zaroven velikost delece v kodujici oblasti genu muze byt
variabilni a nekoreluje se zdvaznosti fenotypovych projevii (Schiller et al., 2000). CNV
zasahujici do CNE obklopujici gen SHOX mohou vyvolat stejny efekt na fenotyp, jako
zmény v genu samotném. Je to dano tim, ze regulacni prvky SHOX jsou zodpovédné za
kontrolu exprese genu a chyba v sekvenci CNE mize vést k abnormélni funkci genu
SHOX. Ale skupina Rosilio et al. (2012) piedpoklada, ze CNV zahrnujici pouze ,,down-
stream® zesilovace vedou k mirnéj$im fenotypovym projeviim, nez mutace v kodujicim
regionu SHOX. Avsak v ptipadé ,,down-stream‘ abnormalit fenotypovy projev zase
zalezi na rozsahu a pfesné lokalizaci mutace. Tak kompletni 3" delece jednoho ¢i vice
CNE se projevuje stejné jako mutace kodujiciho regionu (Benito-Sanz et al., 2005;
Fukami et al, 2005), zatimco mikrodelece zahrnujici enhancer CNE7/ECRI1
(nachazejici se ,,down-stream®) vede k varibilnimu fenotypu (od asymptomatickych

jedincti po LWD) (Benito-Sanz et al., 2012).

Frekvence vyskytu CNV zahrnujicich aktivni regulac¢ni elementy lokalizované
LHup-stream® (CNE-5, CNE-3, CNE-2) a ,,down-stream‘ (CNE4, CNES5, CNE7/ECRI1,
CNEY/ECS4) je pravdépodobné odlisna. Variabilita v poctu kopii se ¢ast&ji vyskytuje v
»down-stream* regulacnich elementech a podle Chen et al. (2009) 1 Rosilio et al. (2012)
je ve vétsSingé pripadi zplsobena delecemi. AvSak zda abnormality vyskytujici se v
»down-stream* regulacnich prvcich jsou cast&ji predstaveny duplikacemi ¢i delecemi
zustava nejasné, jelikoZz nékolik studii naopak ukazuji vyssi frekvenci duplikaci v dané
oblasti, zvlasté u jedinct s fenotypem LWD (Fukami et al., 2016; Sandoval et al., 2014;
Shima et al., 2016). Delece vyskytujici se v ,,up-stream® regionu mohou zasahovat
s ISS (Benito-Sanz et al., 2012; Bunyan et al., 2021), coz naznacuje Ze tyto delece
mohou byt spojeny s mirnéj$im fenotypem, kdezto delece ,,down-stream* regionu jsou

asociovany s fenotypem LWD. Jedinci vykazujici fenotypové znamky Léri-Weill
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dyschondroste6zy mohou také mit CNV v ,,up-stream* regionu genu SHOX, nicmén¢ se

da predpokladat, Ze se jedna hlavné o duplikace (Bunyan et al., 2016).

Oproti delecim, ziistdva vyznam duplikaci v n¢kterych ptipadech kontroverzni.
Jak jiz bylo zminéno, fenotypy jedinct nesoucich duplikace v oblasti genu SHOX jsou
velmi variabilni a zahrnuji jedince s nizkym, normdlnim az vysokym vzrastem.
Duplikace v regionu SHOX byly popsany jak u pacientti s LWD, tak i ISS. Celkov¢ jsou
duplikace v CNE (,,down-stream‘ a ,,up-stream®) vzacné a jejich lokalizace a rozsah
jsou variabilni, coz komplikuje stanoveni genotyp-fenotypové korelace. Duplikace
lokalizované¢ v ,up-stream® regulacnich prvcich (CNE-5, CNE-3, CNE-2) byly
pozorovany jak u pacientd s Lériho-Weillovou dyschondrostedzou, tak u jedincid
s idiopaticky nizkym vzristem (Bunyan et al., 2014; Fukami et al., 2015; Sandoval et
al., 2014). Kdezto duplikace zahrnujici ,,down-stream regulacni elementy byly
popsany nejenom u pacienti s LWD a ISS fenotypem, ale i u zdravych jedinct
s normalni vyskou postavy (Gherlan et al., 2023; Hirschfeldova and Solc, 2017).
Vyznamné je, ze duplikace zahrnujici ,,down-stream® oblast CNE7 - CNEY, a to v¢etné
nedavno identifikovaného ZED a kandidatniho regionu X : 917,000 — 1,029,000, jsou
Castéji asociovany s pacienty LWD a ISS, nez se zdravymi jedinci (Bunyan et al., 2021;

Fanelli et al., 2022; Hirschfeldova and Solc, 2017).

Bodové mutace také prispivaji ke vzniku Lériho-Weillovy dyschondrosteozy.
Jednonukleotidové prestavby zasahuji do rtiznych exonti SHOX a zpiisobuji zdménu
aminokyseliny ¢i vznik stop-kodonu. LWD miize zputsobit naptiklad tranzice C/T v
exonu 4, ¢imZ dojde k zdméné aminokyseliny arginin na termina¢ni kodon a tim padem
se zkrati oba dva genové produkty ,,down-stream‘ od homeodomény proteinu (Cormier-
Daire et al., 1999). V jiné studii u pacienta s nizkym vzristem byla odhalena
nukleotidova substituce C/A v kodonu 35 v exonu 2, pfi které tyrosin se také méni na
terminac¢ni kodon, a dalSi substituce G/A byla pozorovana v exonu 3, coz vede k
zaméné aminokyseliny agrinin na histidin (Jorge et al., 2006). Krom¢ toho nebyly
pozorovany zadné fenotypové rozdily mezi pacienty s ,,missense* mutacemi a pacienty

s ,,nonsense mutacemi genu SHOX.
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1.4 Zmény metyla¢niho profilu genu SHOX

Geny lokalizované na chromosomu X se dé€li na tifi skupiny: geny, které
nepodléhaji inaktivaci, inaktivované geny, geny vykazujici variabilni inaktivaci.
(Tukiainen et al., 2018). SHOX patii do prvni skupiny, jelikoz je lokalizovan v regionu
PARI, ktery je dalezity pro spravnou segregaci X a Y chromosomu. Lyonizace jednoho
z chromosomti X ma tendenci ménit metylacni profil DNA cilovych genii. Inaktivni X
(Xi) vykazuje nizsi uroven metylace, nez aktivni X (Xa), a to v intragenovych a
intergenovych oblastech gentl, které prochazi procesem inaktivace (Cotton et al., 2011).
Promotory uml¢enych genti na Xi naopak maji zvySenou metylaci (Sharp et al., 2011).
Je to vsouladu stim, Ze CpG dinukleotidy v promotorech gent, které nepodléhaji
inaktivaci jsou hypometylované ve srovnani s CpG dinukleotidy genii inaktivovanych
(Cotton et al., 2015). Jednim z vysvétleni by mohl byt vyssi pocet CpG dinukleotidii
v promotorové oblasti, které jsou potencidlnimi cili metyltransferdaz. Je mozné to
zhodnotit tak, Ze za normalniho stavu geny, které nepodléhaji inaktivaci, maji nizsi
uroveil metylace promotorovych oblasti a zvySenou intragenovou metylaci. Inaktivace
X je spojend svysokym metylacnim indexem CpG dinukletidi na neaktivnim

chromosomu X, a to v mistech s vysokou denzitou CpG.

Jedna tfetina X-chromosomalnich genti ma bialelickou expresi, to znamena ze se
exprimuji z aktivniho 1 neaktivniho X chromosomu. Donedavna se ptedpokladalo, Ze
veskeré geny v PARI nepodléhaji inaktivaci a vykazuji bialelickou expresi v bunikach
obou pohlavi. Nicméné jsou piedpoklady, Ze intenzita exprese z Xa a Xi neni stejna.
Geny, které se vyhybaji inaktivaci, jsou exprimovany z Xi na Urovni, kterd odpovida 10
— 95 % exprese z aktivniho chromosomu X (Carrel and Willard, 2005; Balaton et al.,
2015). Skupina Tukiainen et al. (2018) prokazala, Ze geny pseuodoautosomdlniho
regionu 1 maji u muz vyssi hladiny exprese v riznych tkanich, coz naznacuje, ze
kombinovana exprese zXa a Xi u Zen nedosahuje stejné urovné exprese, jako
z chromosomti X a Y u muzi. Tyto vysledky demonstruji, Ze miizeme oc¢ekavat rozdilné
metylacni profily genli pseudoautosomélniho regionu 1 u muzi a zen. Avsak v ptipadé
genu SHOX byla také pozorovana ndhodna klonalni monoalelickd exprese (Garieri et
al., 2018), kdezto jiné geny PARI1 se exprimuji z obou alel. Je mozné, Ze tento jev
souvisi s evoluci genu SHOX. Podle evoluc¢nich studii se zda, ze gen SHOX byl ptiivodné
umistén na autosomu a teprve pozdéji v disledku nebalancované translokace premistén

na pohlavni chromosom (Graves et al., 1998). Je znamo, ze monoalelicka exprese
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(nebo-li genovy imprinting) je epigeneticky jev charakteristicky pro autosomalni
chromosomy a proto se diskutuje, ze SHOX mohl zachovat tyto vlastnosti vzhledem ke

svému puvodu.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, SHOX nepodléhd inaktivaci, takze se predpoklada, ze
CpG ostravky v blizkosti genu budou hypometylované, to znamenéa budou vykazovat
nizkou urovenn metylace. Potvrzuje to také studie Ogushi et al. (2019) ve které bylo
prokdzano, ze zdravi jedinci a jedinci nesouci zmény v genu SHOX a/nebo regulacnich
regionech maji podobny metyla¢ni profil. CpG ostrivky obklopujici SHOX byly
hypometylované u obou skupin. Na rozdil od toho skupina Suzuki et al. (2016) popsala
ptipad hypermetylace nékolika CpG dinukleotidii v CpG ostruvku v blizkosti SHOX, a

to u pacientky nesouci komplexni pfestavby na chromosomu X.
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2 CILE PRACE

Abychom rozsitili védomosti o stavu metylace DNA v oblasti genu SHOX u
pacientt s Lériho-Weillovou dyschondroste6zou, zaméfili jsme se na tfi CpG ostrivky
lokalizované v regionu SHOX. Tento vyzkum c¢éasteéné navazoval na publikaci Ogushi
et al. (2019), kde autofi zkoumali vliv CNV v regulacnich sekvencich SHOX na stav
metylace DNA u pacientii s Lériho-Weillovou dyschondroste6zou. V této diplomové
praci jsme se hlavné zaméfili na vliv duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX na
stav metylace DNA u pacientt s LWD. Tento piistup ndm umozni 1épe porozumét, jak
specifické¢ strukturdlni zmény v regula¢nich oblastech genu SHOX ovliviluji
epigenetické mechanismy regulace genové exprese. Analyza stavu metylace CpG
ostrivkil v oblasti genu SHOX u pacientdl s LWD bez strukturnich pfestaveb nebo
bodovych mutaci by také mohla vést k lepSimu pochopeni etiologie tohoto syndromu.

Na zékladé toho jsme definovali cile diplomové prace:

1) Ovérit teorii, ze pritomnost duplikaci v regula¢nich oblastech genu SHOX vede u
pacient s Lériho-Weillovou dyschondroste6zou ke zméndm v metylaci v rdmci
tohoto genu.

2) Zjistit, zda se mira metylace DNA v genu SHOX u pacientl s Lériho-Weillovou
dyschondroste6zou bez nalezu kauzélni strukturni nebo bodové mutace odlisuje

od zdravych jedinct.
Pro naplnéni cilti této prace jsme zformulovali dv€ pracovni hypotézy:

1) Mira metylace DNA ve vybranych CpG ostrivcich v genu SHOX se bude mezi
pacienty s duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX a zdravymi jedinci
signifikantné lisit.

2) Pacienti s Lériho-Weillovou dyschondrostedzou bez nalezu kauzalni strukturni
nebo bodové mutace se v mife metylace DNA ve vybranych CpG ostrivcich
v genu SHOX budou vii€i primeéru kontrolni skupiny zdravych jedinct odliSovat

alespon o dvojnasobek smérodatné odchylky.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Vyzkumny soubor

Vyzkumny soubor se skladal ze tii skupin jedinct: a) pacienti s Lériho-Weillovou
dyschondroste6zou a duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX (Obr. 7), b) pacienti
s Lériho-Weillovou dyschondroste6zou bez nalezu kauzalni strukturni nebo bodové

mutace, c) zdravi jedinci (Tab. 1).

Tabulka I: Osoby zarazené do studie

: 3 Pohlavi Vekovy Vékové
Skupina Pocet < prumér o
Zeny Muzi (v letech) rozpeti

a) 20 10 10 14,54 4-46
b) 30 14 16 12,6 3,3-41,5

) 23 15 8 27 18 —49

DNA od pacienti ze skupiny a) i b) byla vramci dlouhodobé spoluprace
poskytnuta Ustavem biologie a 1ékai'ské genetiky 1. lékaiské fakulty Univerzity Karlovy
a Vieobecné fakultni nemocnice v Praze a Ustavem lékaiské genetiky fakultni
nemocnice v Olomouci (DNA byla izolovana ze vzorku periferni krve standardni
vysolovaci metodou anebo za pouziti pfistroje na automatizovanou izolaci a purifikaci
nukleovych kyselin QIAcube Connect MDx; Qiagen). Vzorky krve od zdravych jedinct
byly vybrané z krevni banky na$i laboratote. Kontrolni soubor byl sestaven tak, aby
zahrnoval jedince riznych vékovych skupin, a to s cilem odstinit vliv véku na zmény

metylace DNA v oblasti genu SHOX.

U vSech vzorkid (a, b, c) byla vramci dfivéjSich studii provedena detekce
genovych pfestaveb metodou MLPA (,,Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification”) za pouziti nasledujicich komer¢nich kiti: PO18B SHOX, P018-D1
SHOX, P018-G1 SHOX (MRC Holland). Tato metoda umoznuje detekovat zmény v
poctu kopii sekvenci DNA. MLPA je obzvlasté uzitecnd pro identifikaci deleci nebo
duplikaci genti, které mohou byt pfili§ malé na to, aby byly detekovany pomoci

tradi¢nich cytogenetickych metod.
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Obrazek 7: Lokalizace duplikaci zasahujicich do regulacnich oblasti genu
SHOX u 20 pacientit s LWD (GRCh38/hg38.) CNE (vysoce konzervované nekodujici
DNA elementy) — cerna barva znazornuje transkripcné aktivni CNE (CNE-5, CNE-3,
CNE-2 v ,,up-stream* oblasti; CNE4, CNE5, CNE7/ECRI, CNEY9/ECS4 v ,,down-
stream* oblasti) Sedd — neaktivni CNE, bez znamé regulacni funkce (CNE2, CNE3,
CNE6, CNES), zelena — kandidatni regulacni region SHOX. Modré horizontalni boxy

predstavuji rozsah a umisténi duplikaci. Autorka.
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3.1.1 Izolace DNA
Izolace DNA u skupiny zdravych jedinct se provadéla ze vzorki zmrazené krve,
ktera byla uchovavana pti -20 °C po dobu n¢kolika let. Izolace byla provedena pomoci

komer¢niho kitu QIAamp DNA Blood Mini Kit; QiaGen.
Postup izolace DNA:

1. Do 1,5 ml zkumavky bylo ptidano 20 ul QIAGEN Proteazy a 200 pl krve.
Ke vzorku bylo ptidano 200 pl pufru AL.
Probéhla inkubace vzorku po dobu 10 minut pii 56 °C.

> b

Ke vzorku bylo ptidano 200 pl 96 % etanolu. Vzorek byl promichdn pomoci

vortex.

5. Obsah zkumavky byl ptepipetovan na kolonku QIAamp Mini nasazenou na 2 ml
sbéraci zkumavku. Probéhla centrifugace po dobu 1 minuty pfi 10 000 rpm
(,,round per minute”). Tekutina ze sbéraci zkumavky byla odstranéna.

6. Kolonka QIAamp Mini byla pfemisténa do nové sbéraci zkumavky. Na kolonku
bylo napipetovano 500 pl pufru AW1. Probéhla centrifugace po dobu 1 minuty
pti 10 000 rpm. Tekutina ze sbéraci zkumavky byla odstranéna.

7. Na kolonku bylo ptidano 500 ul pufru AW2. Probéhla centrifugace po dobu 3
minut pfi 14 000 rpm. Tekutina ze sbéraci zkumavky byla odstranéna.

8. Kolonka byla pfemisténa do nové 1,5 ml zkumavky Eppendorf, na kolonku bylo

napipetovano 200 pl destilované vody. Probéhla inkubace po dobu 5 minut pii

pokojové teploté. Dale vzorek byl centrifugovdn 1 minutu piti 8000 rpm pro
eluci DNA.

3.2 Bisulfitova konverze

Vzorky nejdifive podstoupily bisulfitovou konverzi za pouziti kitu EZ-DNA
Methylation-Lightning Kit; Zymo Research. Tato metoda se pouziva piianalyze
metylace DNA pro identifikaci metylovanych cytosinii v sekvenci DNA. Princip
bisulfitové konverze spociva ve vystaveni DNA tfistupiiové chemické reakci (sulfonace,
hydrolytickd deaminace, alkalickd desulfonace), béhem které se nemetylované cytosiny
konvertuji na uracil, zatimco metylované cytosiny zlstavaji nezménéné. Pti nasledné

polymerazové fetézové reakci se konvertované cytosiny amplifikuji jako thymin.
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Postup bisulfitové konverze:

1.

Do 0,2 ml PCR mikrozkumavky bylo pfidano 20 pl DNA (koncentrace
vstupni DNA 200 - 500 ng) a 130 pl Lightning Conversion Reagent.
Centrifugace probéhla po dobu 30 sekund pii 8000 rpm.

Vzorky byly pienesené do termocykleru. Teplotni profil: 98 °C — 8 min, 54
°C — 60 min, 4 °C — oo,

Na kolonku Zymo-Spin™ nasazenou na 2 ml sbéraci zkumavku bylo ptidano
600 ul M-Binding Buffer.

Vzorky z kroku ¢.2 byly piepipetovany na kolonku s pufrem.

Probéhla centrifugace po dobu 30 sekund pii 14 000 rpm. Filtrat byl
odstranén.

Na kolonku bylo pfiddno 100 pl M-Wash pufru. Probéhla centrifugace po
dobu 30 sekund pti 14 000 rpm. Filtrat byl odstranén.

Na kolonku bylo pfidano 200 pl L-Desulphonation pufru. Probéhla inkubace
po dobu 20 minut pii pokojové teploté. Nasledné byly vzorky zcentrifugovany
pfi 14 000 rpm.

Na kolonku bylo pfidano 200 pl M-Wash Buffer. Centrifugace probé&hla po
dobu 30 sekund pfi 14 000 rpm. Krok byl zopakovan dvakrat.

Kolonka byla vlozena do nové 1,5 ml zkumavky. Na kolonku bylo
pipetovano 12 ul ddH,0. Vzorek byl inkubovan po dobu 5 minut pii pokojové
teploté. Poté byl centrifugovan po dobu 45 sekund pii 14 000 rpm.

3.2.1 Méreni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla vzdycky zmétfena pied a po bisulfitové konverzi pomoci

pfistroje NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer. Pfed zahajenim méteni bylo nutné

vycistit optiku pfistroje pomoci destilované vody a zmé&fit absorbanci pozadi. Poté byl

vzorek v objemu 1 pl aplikovan na optiku pfistroje. Po kazdém méfeni byla optika

pfistroje dikladné ociSténa. Pfed konverzi byla koncentrace métfena jako dsDNA

(,,double-stranded DNA®), po bisulfitové konverzi jako ssDNA (,,single-stranded

DNA®), jelikoz po konverzi dochdzi k chemické modifikaci nékterych bazi, coz zplisobi

denaturaci dvojvldknové DNA.
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3.3 Polymerazova retézova reakce

Po provedeni bisulfitové konverze probcéhla amplifikace fragmentt tii CpG
ostrivkl lokalizovanych v regula¢ni oblasti genu SHOX (Tab. 2). Tato metoda
umoziuje vytvoreni velkého mnozstvi identickych kopii cilové sekvence DNA, a to
pomoci specifickych primerti, které se navdzou na koncové casti cilového useku.
Primery pak slouzi jako matrice pro DNA polymerazu, ktera kopiruje cilovy fragment
DNA. CpG ostrivky a sekvence primert pro dané useky byly zvolené dle publikace
Ogushi et al. (2019) (Tab. 3). Prvni ostrivek je lokalizovany ,up-stream* od
nekodujiciho exonu 1, ostrivek CpG 2 se nachazi piimo v exonu 1, tieti ostriivek
zahrnuje ¢ast kodujicitho exonu 2 genu SHOX. Velikost amplifikovanych fragmentl

CpG 1 — 153 bp (,,base pair®, part bazi), CpG 2 — 176 bp, CpG 3 — 134 bp.

Tabulka 2: Lokalizace CpG ostruvkii na chromosomu X a pocet jednotlivych
CpG dinukleotidii. (UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38)).

Lokalizace ostravki MnozZstvi CpG v ramci ostrivku
CpG island 1: chrX: 619,008 - 620,527 155
CpG island 2: chrX: 623,829 - 624,591 66
CpG island 3: chrX: 629,695 - 631,462 163
Lokalizace zkoumaného useku MnozZstvi CpG v ramci Gseku

CpG island 1: chrX: 620,234 - 620,387 13
CpG island 2: chrX: 624,445 - 624,621 6

CpG island 3: chrX: 630,608 - 630,742 7

Tabulka 3: Sekvence primeru pro CpG ostruvky (1, 2, 3) ziskané od autori
publikace Ogushi et al. (2019).

Sekvence 5°-3", F Sekvence 3'-5°, R
CpG 1 GGGAGGAAGGAGGTG- AAACCAAAAAAAAACA
AATTAGG -CACTTTACT
CpG2 AGAAATGGGAGGGTG- TTCCAAAACCCAACTC-
GATAG ACCAAACTCTA
CpG 3 GGAAGTTAAATAGTG- CCCCCATACCCTACCTA
ATGAAATGAGAAGAA -TCTAATACAAT

Po nékolika neuspésnych cyklech PCR bylo zjisténo, Ze sekvence primert ziskané

od autori publikace neodpovidaji piesné referencni sekvenci DNA. Kontrola pozice
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primertt byla provedena pomoci online programu MultAlin (,,Multiple sequence
alignment tool”). Nejdiive byly sekvence tfi CpG ostravkil stazené z webové stranky
UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38), néasledné byly pomoci programu
MultAlin sekvence primerti porovnany s referen¢nimi sekvencemi. Vysledkem bylo

zjisténi minimalné jedné chyby v kazdém péru primert (Tab. 4).

Tabulka 4: Upravené sekvence primeru pro CpG ostriwvky (1, 2, 3), které byly

pouiité pii PCR.
Sekvence 5°- 3° Sekvence 3'- 5"
CpG 1 GGGAGGAAGGTGGTG- AAACCAAAAAAAAA-
AATTAGG CACACTTTACT

CpG2 AGAAATGGGAGGGTG- TTCCAAAACCAAAC-
GATAG TCACCAAACTCTA

CpG3 GGATGTTAAATAGT- CCCCCATACACTACC-
GATGAAATGAGAAGAA TATCTAATACAAT

Pro zlepSeni vysledkid sekvenovani a zachyceni vSech CpG dinukleotidl v rdmci
amplifikovaného useku k primerim pro ostriivek CpG 3 byly pfidany sekvence pro
primery M13 (M13F, M13R). Tyto primery slouzi ke zjednoduSeni sekvenovani
produkti PCR a ke sniZeni ztraty bazi na 5' konci fetézce. Sekvence téchto primert se
pridava na konce specifickych primertt (F, R), coz pfi nasledném sekvenovani PCR

produktu prodluzuje samotné cteni. Sekvence M13 primeri:

MI13F 5 -GTA AAA CGA CGG CCA GT -3’

MI3R 5 - AAC AGC TAT GAC CATG -3

Reakéni smés pro kdzdy par primert byla stejna a jeji sloZeni bylo nasledujici:
12,5 pul Combi PPP Master Mixu; Top-Bio s.r.o, ktery obsahuje Taq DNA polymerazu,
jednotlivé nukleotidy (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), chlorid hotecnaty MgCl,, reakéni
pufr (pH 8,8) a také barviva a aditiva, kterd jsou nezbytnéa pro naslednou elektroforézu.
K master mixu se déle piidalo 0,7 pul 5 uM roztoku primert (F — ,forward“, R —

nreverse®), 0,9 ul PCR H,O (voda zbavena nukleaz) a 2 pul DNA po bisulfitové

konverzi. Finalni objem reakce €inil 25 pl.

PCR byla provedena za pouZiti termocykleru Tproffesional 96 Gradient;

Biometra. Termocykler umoziiuje cyklické fizeni teploty vzorku DNA, coz je nezbytné
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pro uspéSnou amplifikaci. Kazdy cyklus se sklada z tii teplotnich trovni: pii prvni
(denaturace) se rozstépi dvojvldknova DNA, pii druhé (,,annealing”) se na DNA
navazou primery a pii tfeti (extenze) se aktivuje Taqg DNA polymeraza. Teplota
nasedani primert se pro kazdy CpG ostravek lisila, jelikoz je zavisla na délce primerti a

poc¢tu GC part.
Nastaveni teplotniho profilu:

1) Pocate¢ni denaturace: 95 °C, 3 minuty;

2) Denaturace DNA: 95 °C, 20 sekund;

3) Nasednuti primert (,,annealing”): CpG 1 — 59 °C, 40 sekund; CpG 2 — 57,1 °C,
40 sekund; CpG 3 — 59 °C, 40 sekund;

4) Extenze: 72 °C, 1 minuta;

5) Finalni extenze: 72 °C, 5 minut;

6) Chlazeni: 4 °C, .

Celkovy pocet cykla (kroky 2 - 4): 40.

3.4 Gelova elektroforéza

Pro ovéteni pritbéhu PCR a Gspésnosti amplifikace chemicky modifikované DNA
s pouzitim specifickych primeri pro CpG ostrlivky byla pouzita elektroforeticka
separace nukleovych kyselin, tedy gelova elektroforéza. Princip teto metody spociva v
elektroforetické migraci nabitych molekul v gelu, ktery je pod vlivem elektrického pole.
V zavislosti na velikosti amplifikovaného fragmentu putuje negativné nabitd DNA k
pozitivné nabitému polu s rozdilnou rychlosti. Interkala¢ni barvivo se vaze mezi
jednotlivé baze v molekule DNA a po dokonceni elektroforézy umoziuje vizualizaci

DNA pod UV svétlem.

Pro elektroforézu byl pouzit 2% agarozovy gel, do kterého bylo ptidano
interkalacni barvivo GelRed Nucleic Acid Gel Stain; Biotium. Do prvni jamky na gelu
bylo napipetovano 1,25 pl ladderu (,,Jadder®, Zebticek — GeneRuler 100 bp; Thermo
Scientific) smichaného se 4 pl ddH,O a 1 pl nanédSeciho pufru (6x TriTrack DNA
Loading Dye; Thermo Scientific), do ostatnich jamek 5 pl produktu PCR. Napéti bylo
nastaveno na 95 V a migrace fragmentt probihala po dobu 75 minut. Po ukonceni byl
gel nasniman pomoci pfistroje Molecular Imager Gel Doc XR system a snimky byly

vyhodnoceny pomoci pocitacového programu ImageLab.
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3.5 Bisulfitova sekvenace

Pro analyzu metylace jednotlivych CpG dinukleotidi v rdmci CpG ostravkd, byly
produkty PCR osekvenovany (Sangerovo sekvenovani). Bisulfitovd sekvenace
umoziuje identifikovat metylované cytosiny v sekvenci DNA tim, Ze pii oSetfeni DNA
bisulfitem zlistanou metylované cytosiny nezménéné, zatimco nemetylované cytosiny se

konvertuji na uracil.

Produkty PCR pted sekvenaci byly nejdiive piecistény pomoci kitu SAP-Exo;
Biogen. Ke 5 ul PCR produktu bylo pfiddino 1 pl SAP-Exo mixu, vzorky byly
zvortexovany a vlozeny do termocykleru. Inkubace probihala po dobu 20 minut pfi
teploté 37 °C, 20 minut pii teploté 80 °C. Celkovy objem vzorku pro sekvenaéni reakci
¢inil 8 pl: 1 pl primeru R (ze 5 uM zdsobniho roztoku), DNA natedéné na koncentraci 5
ng/100 bp, zbytek byl doplnén ddH,O. Samotna sekvenace byla provedena v Laboratofi
sekvenace DNA biologické sekce PfF UK (BIOCEV) na genetickém analyzatoru ABI
3500 Life Technologies za pouziti BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kitu.

3.6 Zpracovani chromatogramu a vypocet Girovné metylace

Po ziskéani dat ze sekvenovani jednotlivé chromatogramy ve formatu (.abl) byly
zpracovany pomoci ABSP (,,Analysis of Bisulfite Sequencing PCR*) nastroje, coZ je
softwarovy balicek, ktery funguje pomoci programovaciho jazyka R (Denoulet et al.,
2023). Tento nastroj provadi analyzu metylace jednotlivych CpG dinukleotidli za

pouziti dat ziskanych béhem bisulfitového sekvenovani produkti PCR.

Prvnim krokem pti zhodnoceni urovné metylace je porovnani sekvence ziskané po
sekvenaci s referen¢ni sekvenci, kterd se do programu vkldda manualné. Tento krok je
nutny k ziskani informace o lokalizaci viech CpG mist v rdmci zkoumané sekvence
DNA. Pfi tomto porovnani také probih4 ofezadvani sekvencniho ¢teni na zakladé kvality.
Minimalni procento identity zarovnani sekvenci bylo stanoveno na hodnotu 80 %. Dale
nasledovala analyza G¢innosti bisulfitové konverze, ktera vypovida o efektivité¢ ptemeny
cytosinil na uracil (a pozd¢ji na thymin pii PCR) v sekvenci DNA béhem procesu
bisulfitové konverze. Sekvence, vykazujici uCinnost konverze niz§i 90 % byly

vylouceny z analyzy anebo reanalyzovany.

Dal8im parametrem pouzitym pro stanoveni kvality sekvence bylo Phred quality

score, coZz je méfitko kvality identifikace bazi generovanych DNA sekvenovanim.
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Hodnota Phred score byla nastavena na 30, coz znamend, ze moznost zafazeni chybné

baze je 1:1000.

Poslednim krokem byl samotny vypocet tirovné metylace. Jak jiz bylo zminéno
bisulfitova konverze nechavd metylované cytosiny v fetézci beze zmén, proto
cytosinovy signal v CpG dinukletotidu bude odrazet urovein metylace cytosinu v tomto
misté. Naopak, thyminovy signal odrdzi mnozstvi cytosinu (jelikozZ béhem konverze
nemetylované cytosiny se preménuji na uracil, ktery se nasledné amplifikuje jako
thymin). Relativni velikost téchto piki bude tmérna celkovému procentu metylovanych
cytosini. Urovent metylace pro kazdy CpG dinukleotid v DNA amplikonu lze tedy
kvantifikovat méfenim poméru mezi vyskami piku cytosinu a thyminu v piipadé
sekvenace s pfimym primerem (prvni vzorec) anebo mezi vySkami piku adeninu a

guaninu v piipadé prace se zpétnym primerem (druhy vzorec) (Parrish et al., 2012) :

vySka piku C
% metylace = — - — - X 100%
(vyska piku C + vySka piku T)

vySka piku G
% metylace = — - — - X 100%
(vyska piku G + vySka piku A)

Sekvenace byla provedena ve tfech opakovanich pro kazdou hladinu metylace.
Hodnoty metylace pro jednotlivy CpG dinukleotid byly nasledné spocitany jako primér

ze tf1 hodnot.

3.7 Ovéreni presnosti bisulfitové sekvenace

Pro ovéfeni presnosti a spravnosti bisulfitového sekvenovani byla pouzita
komeréni 100% metylovana lidskd celogenomova DNA a 0% metylovana lidska
celogenomova DNA (Human Methylated & Non-Methylated (WGA) DNA Set;
ZymoResearch). Z téchto vzorkii byla ptipravena fedici fada od 0% do 100% metylace
v krocich po 25%. Takto natedénd DNA proSla celym protokolem, od bisulfitové
konverze az po vyhodnoceni urovné metylace, a to za pouziti primerd pro jednotlivé

CpG ostriivky.
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Tento postup je dulezity pro adekvatni vyhodnoceni experimentalnich dat (Parrish
et al., 2012), proto pro kazdy amplifikovany tsek (CpG 1 a CpG 3) byla odvozena
standardni kiivka vytvofena za pouziti metyla¢nich dat ziskanych po bisulfitové

sekvenaci komer¢nich DNA standardi (0%, 25%, 50%, 75%, 100%).
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4 VYSLEDKY

V ramci této prace byly nakonec analyzovany pouze dva CpG ostrivky genu
SHOX (CpG 1 a CpG 3). Ostriivek CpG 2 se do analyzy nepodafilo zafadit z
technickych davodu. Jiz ve fazi optimalizace podminek PCR dochézelo k chybam, kdy
se pi1 gelové elektroforéze objevovaly nespecifické produkty. Navzdory opakovanym
pokusiim o optimalizaci, zahrnujicim zmeénu primerd, teplotnich profili a sloZeni
reak¢ni smési, se nepodaftilo ziskat specifické a spolehlivé vysledky pro tento ostriivek.

Proto byla dal$i analyza tohoto ostrivku z experimentu vynechéna.

4.1 Srovnani urovné metylace DNA u ostritvku CpG 1

Pro ovéfeni predpokladu, Ze duplikace v regulacnich oblastech genu SHOX u
jedincti se syndromem Léri-Weill vedou ke zménam ve stavu metylace DNA v ramci
tohoto genu, bylo nejdifive provedeno srovnani primérné hodnoty metylace za cely
ostrivek CpG 1 mezi skupinou pacientl s duplikaci a zdravymi jedinci. Hodnoty
metylace pro jednotlivé CpG dinukleotidy v ramci amplifikovaného useku byly
spocitany jako primér ze tii hodnot ziskanych z nezavislych opakovani sekvenacni

reakce (vzdy se zpétnym primerem).

Ke statistickému zpracovani dat byl pouzit program GraphPad Prism 8. V prvni
fadé¢ bylo provedeno testovani normdlniho rozlozeni dat (Anderson-Darling,
D’Agostino-Pearson,  Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov). Nasledné¢ pomoci
neparoveho t-testu jsme provedli srovnani primérné metylace u ostrivku CpG 1 mezi
skupinou pacientd s duplikaci a kontrolni skupinou zdravych jedinct. Rozdil v Grovni

metylace za cely ostriivek nebyl statisticky vyznamny (p = 0,4224) (Graf 1).
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Graf 1: Srovndni prumérné metylace DNA u ostrivku CpG 1 mezi pacienty
s duplikaci a zdravymi jedinci. Cerveny sloupec reprezentuje pacienty s LWD a
duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX, zeleny sloupec reprezentuje zdravé
Jjedince. Hranice boxu predstavuji primer, chybové usecky znazornuji smeérodatnou
odchylku, ns — nesignifikantni. Hodnoty sloupcii: Duplikace: prumér 8,652. Kontrola:
primer 8,953; P = 0,4224.

4.1.1 Srovnani urovné metylace jednotlivych CpG dinukleotidii v CpG 1 ostriavku

Porovnani stavu metylace na trovni jednotlivych CpG dinukleotidii v ramci
ostrivku CpG 1 bylo provedeno mezi skupinou pacienti s duplikaci v regulacnich
oblastech genu SHOX a zdravymi jedinci, kde kazdd hodnota metylace (%) u
jednotlivého pacienta/jedince byla vypocitana jako primérna hodnota ze tii opakovani
sekvenace. Celkem je v amplifikovaném useku 13 CpG dinukleotidi, pficemz ¢islovani
zacina od 90. CpG a kon¢i 102. CpG dinukleotidem, coz je dano realnym umisténim
dinukleotida v ostrivku CpGl (Grafy 2 - 5).

Pfed samotnym porovnanim byl vZdy proveden test normalniho rozdé¢leni dat
(Anderson-Darling, D’Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov) a také
test identifikace odlehlych pozorovani (ROUT (Q = 1 %)). V piipadé kdy data
vykazovala normalni rozdéléni byl proveden neparovy t-test, v opacném piipadé Mann-
Whitneyho U test. Statisticky vyznamny rozdil v urovni metylace mezi skupinou
pacientt s duplikaci a zdravymi jedinci byl pozorovan pouze u 5 CpG dinukleotidi: 90.
CpG (p=0,0261), 93. CpG (p < 0,0001), 96. CpG (p = 0,0078), 100. CpG (p < 0,0001),
102. CpG (p = 0,0048).
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A. 90 CpG dinukleotid B. 91 CpG dinukleotid
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Graf 2: Srovnani stavu metylace 90 CpG (A), 91 CpG (B), 92 CpG (C) a 93 CpG
(D) dinukleotidit mezi pacienty s duplikaci a zdravymi jedinci (kontrola). Cervené
body reprezentuji pacienty s duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX, zelené body
reprezentuji zdravé jedince. Hvezdicky nahore zndzornuji statisticky vyznamny rozdil,
ns — nesignifikantni rozdil.

A.  Horizontalni ¢ary uprostred predstavuji median, chybové usecky predstavuji
rozptyl. Hodnoty plotii: Duplikace: median 3,850; Kontrola: median 5,12; P = 0,0261.
B. Horizontalni cary uprostred predstavuji prumér, chybové usecky predstavuji
smeérodatnou odchylku. Hodnoty plotu: Duplikace: prumer 10,37, Kontrola: primeér
9,924; P = 0,5128. C. Horizontalni ¢ary uprostied predstavuji median, chybove usecky
predstavuji rozptyl. Hodnoty plotii: Duplikace: median 11,06, Kontrola: median 10,52;
P = 0,4012. D. Horizontalni cary uprostied predstavuji medidan, chybové usecky
predstavuji rozptyl. Hodnoty ploti: Duplikace: median 9,535, Kontrola: medidn 5,940;
P <0,0001.
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A. 94 CpG dinukleotid B. 95 CpG dinukleotid

30+ 154 ns
i
£ 204 £ 104
L) @
Q Q .
= = ™ an®
g £ S
10+ 5
= = it T,
- LT
0 T T 0 I I
1] N 2 2
& c*"c} « &"&
!}Q +° \}Q *_0
Q Q
C. . D. .
96 CpG dinukleotid 97 CpG dinukleotid
* % ns
15 —_ 159 |
104
e 2 10
a @ -
w o
s 5+ s
0—----;—--
-5 T T 0 I I
P > 2 >
& 6"'& & &"&
!}Q +0 \}Q *_0
9 Y]

Graf 3: Srovnani stavu metylace 94 CpG (A), 95 CpG (B), 96 CpG (C) a 97 CpG
(D) dinukleotidit mezi pacienty s duplikaci a zdravymi jedinci (kontrola). Cervené
body reprezentuji pacienty s duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX, zelené body
reprezentuji zdravé jedince. Hvezdicky nahore znazornuji statisticky vyznamny rozdil,
ns — nesignifikantni rozdil.

A.  Horizontdlni cary uprostred predstavuji median, chybové usecky predstavuji
rozptyl. Hodnoty plotii: Duplikace: median 17,8; Kontrola: median 18,76, P = 0,3012.
B. Horizontdalni cary uprostred predstavuji primer, chybové usecky predstavuji
smeérodatnou odchylku. Hodnoty plotu: Duplikace: prumer 4,906, Kontrola: primeér
4,989, P = 0,8455. C. Horizontalni cary uprostied predstavuji median, chybové usecky
predstavuji rozptyl. Hodnoty plotii: Duplikace: median 0,00, Kontrola: median 0,09, P
= 0,0078. D. Horizontdlni cary uprostied predstavuji median, chybové usecky
predstavuji rozptyl. Hodnoty plotii: Duplikace: median 6,725; Kontrola: median 7,130,
P =0,1435.
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A. 98 CpG dinukleotid B. 99 CpG dinukleotid
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Graf 4: Srovnani stavu metylace 98 CpG (A), 99 CpG (B), 100 CpG (C) a 101
CpG (D) dinukleotidii mezi pacienty s duplikaci a zdravymi jedinci (kontrola).
Cervené body reprezentuji pacienty s duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX,
zelené body reprezentuji zdravé jedince. Hveézdicky nahore zndzornuji statisticky
vyznamny rozdil, ns — nesignifikantni rozdil.

A.  Horizontdlni ¢ary uprostred predstavuji median, chybové usecky predstavuji
rozptyl. Hodnoty plotu: Duplikace: median 2,870; Kontrola: median 0,890, P =
0,9345. B. Horizontalni cary uprostied predstavuji median, chybové usecky predstavuji
rozptyl. Hodnoty plotu: Duplikace: median 13,02; Kontrola: median 11,22; P =
0,3157. C. Horizontdlni cary uprostied predstavuji median, chybové usecky predstavuji
rozptyl. Hodnoty plotii: Duplikace: median 12,44, Kontrola: median 16,03; P <
0,0001. D. Horizontalni cary uprostied predstavuji median, chybové usecky predstavuji
rozptyl. Hodnoty plotu: Duplikace: median 8,660; Kontrola: median 6,850, P =
0,0684.
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Graf 5: Srovndani stavu metylace 102 CpG dinukleotidu mezi pacienty
s duplikaci a zdravymi jedinci (kontrola). Cervené body reprezentuji pacienty
s duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX, zelené body reprezentuji zdravé
jedince. Hveézdicky nahore zndzornuji statisticky vyznamny rozdil. Horizontdlni cary
uprostred predstavuji median, chybové usecky predstavuji rozptyl. Hodnoty ploti:
Duplikace: median 9,190, Kontrola: median 12,12; P = 0,0048.

4.2 Srovnani urovné metylace DNA u ostrivku CpG 3

Pro porovnani stavu metylace DNA mezi pacienty s duplikaci v regulacnich
oblastech genu SHOX a zdravymi jedinci v ramci ostrivku CpG 3 byla provedena stejna
analyza jako u ostriivku CpG 1 (test odlehlych pozorovani, test normality dat, Mann-
Whitneyho U test). Na zacatku bylo provedeno srovndni primérné metylace za cely
ostrivek mezi dvéma skupinami jedincii, kde jsme pozorovali statisticky vyznamny
rozdil v hladin€ metylace. Zdravi jedinci vykazovali vy$si miru metylace ve srovnani s

pacienty s duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX (p < 0,0001) (Graf 6).
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Graf 6: Srovndni priumérné metylace DNA u ostrivku CpG 3 mezi pacienty
s duplikaci a zdravymi jedinci (kontrola). Cerveny sloupec reprezentuje pacienty
s LWD a duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX, zeleny sloupec reprezentuje
zdravé jedince. Hranice boxu predstavuji median, chybové usecky zndzornuji rozptyl.
Hveézdicky nahore znazornuji statisticky vyznamny rozdil. Hodnoty sloupcii: Duplikace:

median 5,410; Kontrola: median 6,950; P < 0,0001.

4.2.1 Srovnani urovné metylace jednotlivych CpG dinukleotidi v CpG 3 ostrivku
Porovnani stavu metylace CpG dinukleotidd, kterych bylo v ramci

amplifikovaného useku sedm, mezi skupinou pacientl s duplikaci a kontrolni skupinou

zdravych jedinci bylo provedeno stejné jako u ostrivku CpG 1 (Test odlehlych

pozorovani, test normality dat, neparovy t-test anebo Mann-Whitneyho U test).

Vysledky statistické analyzy odhalily vyznamné rozdily v trovni metylace
jednotlivych CpG dinukleotidii mezi skupinou pacientd s duplikaci a zdravymi jedinci
(Graty 7 — 8). Ze sedmi zkoumanych CpG dinukleotidl Sest vykazovalo statisticky
vyznamny rozdil v mife metylace. U péti CpG dinukleotidli byla pozorovana vyssi
uroven metylace u zdravych jedincti: 89. CpG (p = 0,0027), 91. CpG (p = 0,0003), 92.
CpG (p = 0,0034), 93. CpG (p = 0,0001), 95. CpG (p = 0,0031). Naopak, pouze u
jednoho CpG dinukleotidu byla pozorovana vyS$i hladina metylace u pacienta
nesoucich duplikaci v regula¢ni oblasti, a tento rozdil byl také statisticky vyznamny (94.

CpG; p=10,0191).
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Graf 7: Srovnani stavu metylace 89 CpG (A), 90 CpG (B), 91 CpG (C) a 92 CpG
(D) dinukleotidii mezi pacienty s duplikaci a zdravymi jedinci (kontrola). Cervené
body reprezentuji pacienty s duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX, zelené body
reprezentuji zdravé jedince. Hvezdicky nahore zndzornuji statisticky vyznamny rozdil,
ns — nesignifikantni. A. Horizontdlni cary uprostred predstavuji priimer, chybové usecky
predstavuji  smérodatnou odchylku. Hodnoty plotii: Duplikace: primér 4,804,
Kontrola: primer 8,249; P = 0,0027. B. Horizontdlni cary uprostied predstavuji
median, chyboveé usecky predstavuji rozptyl. Hodnoty plotii: Duplikace: median 2,040;
Kontrola: median 2,230; P = 0,3360. C. Horizontalni cary uprostied predstavuji
median, chyboveé usecky predstavuji rozptyl. Hodnoty ploti: Duplikace: median 4,800,
Kontrola: median 7,260; P = 0,0003. D. Horizontdlni cary uprostied predstavuji
priamer, chybové usecky predstavuji smeérodatnou odchylku. Hodnoty plotii: Duplikace:
prumer 7,455; Kontrola: prumer 10,06, P = 0,0034.
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Graf 8: Srovndni stavu metylace 93 CpG (A), 94 CpG (B), 95 CpG (C)
dinukleotidit mezi pacienty s duplikaci a zdravymi jedinci (kontrola). Cervené body
reprezentuji pacienty s duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX, zelené body
reprezentuji zdravé jedince. Hvezdicky nahore zndzornuji statisticky vyznamny rozdil,
ns — nesignifikantni. A. Horizontdlni cary uprostied predstavuji priimeér, chybové usecky
predstavuji  smeérodatnou odchylku. Hodnoty plotii:  Duplikace: primer 10,71;
Kontrola: primer 13,59; P = 0,0001. B. Horizontdlni cary uprostied predstavuji
median, chyboveé usecky predstavuji rozptyl. Hodnoty ploti: Duplikace: median 2,485,
Kontrola: median 0,000. P = 0,0191. C. Horizontdalni cary uprostred predstavuji
median, chybové usecky predstavuji rozptyl. Hodnoty plotii: Duplikace: median 5,410;
Kontrola: 6,080; P = 0,0031.
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4.3 Metyla¢ni profilovani u pacientii bez kauzalni strukturni nebo

bodové mutace v genu SHOX

Pro posouzeni ptedpokladu, zda se mira metylace DNA v genu SHOX u pacientd
s LWD bez nalezu kauzalni strukturni nebo bodové mutace bude odliSovat od zdravych
jedinctl, bylo provedeno metylac¢ni profilovani 30 pacientii, u nichz pfiina vyskytu
onemocnéni neni zndma. Metylaéni profilovani, tedy posouzeni stavu metylace (%)
jednotlivych CpG dinukleotidt, bylo provedeno zvlast’ u ostrivkt CpG 1 a CpG 3 (Tab.
5 a Tab. 6). Tato analyza zahrnovala porovnani urovné metylace pacientii s LWD (n =

30) a prumérnou metylaci zdravych jedinct (n = 23).

Pokud od hodnoty metylace pacienta odecteme primérnou metylaci zdravych
jedinci a tuto hodnotu vydélime smeérodatnou odchylkou, ziskdme tzv.
standardizovanou odchylku. Tento ukazatel ndm poskytuje informaci o tom, jak moc se
dand hodnota metylace pacienta odchyluje od priméru zdravych jedinct, vyjadienou
v ndsobcich smérodatné odchylky. Vypocet standardizované odchylky u jednotlivého

pacienta:

% metylace u pacienta — pramérné % metylace kontrol
y p p y

smérodatna odchylka (o)

Tento ukazatel ndm umoziuje kvantifikovat, jak moc se dana hodnota metylace
1i81 od priméru zdravych jedincti, a to ve standardizovanych jednotkéach, coz usnadiiuje
porovnavani mezi jednotlivymi pacienty. Pokud je odchylka kladnd, znamend to, ze
hodnota metylace pacienta je nad prumérem zdravych jedincli, a naopak, pokud je
zaporna, znamena to, ze hodnota metylace pacienta je pod primérem zdravych jedinct.
Zbarveni buniek v tabulce odpovida mife této odliSnosti. Svétle riizové buniky znaci, ze
hodnota metylace pacienta se v daném misté (CpG) 1isi od priméru zdravych kontrol
minimaln€ o 2 SD smérem k vy$§im hodnotdm, tmavée rdzové buiiky znac¢i odchylku od
praméru vétsi nez 3 SD. Naopak, svétle modré buiiky indikuji, Ze hodnota metylace je
alesponi 0 2 SD pod priimérem zdravych jedincli, tmaveé modré buniky oznacuji odchylku
od priméru smérem dold vétsi nez 3 SD. Tento barevny kdéd umozniuje rychle a snadno
vizualizovat velikosti a sméru odchylek metylacnich profild pacienti ve srovnani se

zdravymi jedinci.
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CpG 1 ostruvku (Pacienti

Y ramci

4

90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 primér

Kontrolalprimérné % metylacqd 4,952 9,924 10,228 5,652 18,586 4,989 1,684 7,587 2,909 11,773 16,496 7,325 14,290 8,953
n =23 |smérodatna odchylkd 1,380 1,634 3,456 2,910 3,118 1,590 2,141 2,001 3,206 3,394 2,901 2,952 6,252 0,877
Pacient 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 pramér
1 % metylace 4,550 10,080 9,550 6,990 18,790 4,860 5,190 6,200 7,180 8,160 9,640 5,440 8,170| 8,062
odchylka -0,291 0,095 -0,196 0,460 0,065 -0,081 1,638 -0,693 1,332 -1,065 -2,363 -0,639 -obwow -1,017

2 % metylace 14,67 21,03 19,01 16,47 32,29 3,09 11,76 9,29 0 2595 42,37 50,84 9,581 19,719
odchylka 7,042 6,797 2,541 3,718 4,395 -1,194 4,706 0,851 -0,907 4,177 8,919 14,741 -o‘wmwﬂu.mhwm

3 % metylace 4,36 11,19 48 6,81 18,23 4,68 0 5,21 0 10,31 9 6,85 7,16] 6,815
odchylka -0,429 0,775 -1,571 0,398 -0,114 -0,194 -0,787 -1,188 -0,907 -0,431 -2,584 -0,161 -tho‘ -2,438

4 % metylace 4,74 1136 9,71 7,09 17,94 431 7,42 10,07 12,43 13,86 15,17 9,34 12,91 10,488
odchylka -0,154 0,879 -0,150 0,494 -0,207 -0,427 2,679 1,241 2,970 0,615 -0,457 0,683 -0,222 f 1,749

5 % metylace 3,58 361 936 764 1735 4,26 5,05 4,71 0 14,45 14,01 17,14 10,23| 8,568
odchylka -0,994 -3,864 -0,251 0,683 -0,396 -0,458 1,572 -1,438 -0,907 0,789 -0,857 3,325 -o‘mhow -0,439

6 % metylace 3,67 10,6 10,56 6,48 16,14 4,01 5,13 557 6,19 8,73 10,03 4,32 8,63 7,697
odchylka -0,929 0,414 0,096 0,285 -0,784 -0,616 1,610 -1,008 1,023 -0,897 -2,229 -1,018 -o‘momw -1,433

7 % metylace 43 1062 923 705 19,75 492 539 6,14 656 8,11 9,72 4,52 8,08| 8,030
odchylka -0,472 0426 -0,289 0,480 0,373 -0,043 1,731 -0,723 1,139 -1,079 -2,336 -0,950 -o‘mmww -1,053

8 % metylace 3,76 12,53 11,88 6,47 17,15 3,25 36 558 7,73 11,45 12,57 9,22 10,04| 8,864
odchylka -0,864 1,595 0478 0,281 -0,461 -1,094 0,895 -1,003 1,504 -0,095 -1,353 0,642 -o‘mwOw -0,102

9 % metylace 1,84 529 534 5,45 11,19 3,33 0,32 2,49 o 7,71 691 595 3,24] 4,543
odchylka -2,255 -2,836 -1,414 -0,069 -2,372 -1,043 -0,637 -2,547 -0,907 -1,197|-3,304 -0,466 -H‘wmw‘ -5,029

10 % metylace 509 12,85 8,76 7,19 18,67 41 528 653 667 769 783 522 7,1 7,922
odchylka 0,100 1,791 -0,425 0,529 0,027 -0,559 1,680 -0,528 1,173 -1,203 -2,987 -0,713 -HhmOw -1,177

11 % metylace 4,17 10,77 10,03 6,79 17,58 4,09 4,40 5,88 6,03 7,24 7,64 4,41 6,79 7,371
odchylka -0,567 0,518 -0,057 0,391 -0,323 -0,565 1,269 -0,853 0,973 -1,336 -3,053 -0,987 -H‘NOOw -1,805

12 % metylace 1,63 857 639 457 1034 3,89 0,44 2,83 0 7,3 956 4,59 4,611 4,978
odchylka -2,407 -0,829 -1,111 -0,372 -2,645 -0,691 -0,581 -2,377 -0,907 -1,318 -2,391 -0,926 -H‘whmw -4,532

13 % metylace 494 11,82 11,18 6,8 19,28 39 456 491 545 6,09 699 4,25 5,73\ 7,377
odchylka -0,009 1,160 0,275 0,395 0,223 -0,685 1,343 -1,338 0,793 -1,674 -3,277 -1,042 -1,369 [ -1,798

14 % metylace 15,33 26,27 17,72 23,35 40,88 11,31 0 0 29,83 33,9 59,18 49,28 9,86| 24,378
odchylka 7,520 10,004 2,168 6,082 7,150 3,975 -0,787 -3,792 8,397 6,519 14,714 14,212 -o‘uoowu.w.mmu

15 % metylace 1,72 6,21 595 493 1009 1,33 1,02 291 4 9,7 9,79 4,66 3,87] 5,091
odchylka -2,342 -2,273 -1,238 -0,248 -2,725 -2,301 -0,310 -2,337 0,340 -0,611 -2,312 -0,903 -H\mmw‘ -4,404
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90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102|pramér

Kontrola|priimérné % metylacd 4,952 9,924 10,228 5,652 18,586 4,989 1,684 7,587 2,909 11,773 16,496 7,325 14,290| 8,953
n =23 |smérodatna odchylkd 1,380 1,634 3,456 2,910 3,118 1,590 2,141 2,001 3,206 3,394 2,901 2,952 6,252 0,877
Pacient 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102|pramér
16 % metylace 4,78 15,7 882 785 1739 7,48 1,02 10,1 16,24 12,73 13,64 7,14 11,59| 10,345
odchylka -0,125 3,535 -0,407 0,755 -0,384 1,567 -0,310 1,256 4,158 0,282 -0,984 -0,063 -0,432] 1,586

17 % metylace 4,02 11,7 8,61 657 17,67 4,23 0 659 5,96 6,74 7,9 4,5 6,77 7,020
odchylka -0,675 1,087 -0,468 0,315 -0,294 -0,477 -0,787 -0,498 0,952 -1,483 -2,963 -0,957 -1,203]| -2,205

18 % metylace 3,79 10,51 842 532 17,44 455 052 5,71 8,72 13,63 1396 9,21 10,65| 8,648
odchylka -0,842 0,359 -0,523 -0,114 -0,368 -0,276 -0,544 -0,938 1,813 0,547 -0,874 0,639 -0,582| -0,348

19 % metylace 363 11,53 8,88 395 19,18 4,16 0 568 8,05 1514 14,9 9,3 10,72| 8,855
odchylka -0,958 0,983 -0,390 -0,585 0,191 -0,521 -0,787 -0,953 1,604 0,992 -0,550 0,669 -0,571] -0,112

20 % metylace 4,32 12,87 8,85 58 18,08 508 2,58 5,85 11,63 16,8 12,69 9,42 11,13] 9,623
odchylka -0,458 1,803 -0,399 0,051 -0,162 0,057 0,418 -0,868 2,720 1,481 -1,312 0,710 -0,505 f 0,764

21 % metylace 4,3 8,43 8,74 4,25 13,39 4,4 2,81 0 721 582 14,7 7,69 4,84 6,660
odchylka -0,472 -0,914 -0,431 -0,482 -1,666 -0,370 0,526/-3,792 1,342 -1,754 -0,619 0,124 -1,512 i -2,615

22 % metylace 4,56 8,21 1167 7,88 18,81 5,83 o 773 8,78 12,36 14,21 7,54 10,31 9,068
odchylka -0,284 -1,049 0,417 0,766 0,072 0,529 -0,787 0,071 1,831 0,173 -0,788 0,073 -o.mww‘ 0,131

23 % metylace 13,16 15,42 1,44 23,02 22,6 21,75 0 9,96 0 27,17 39,96 25,21 18,13] 16,755
odchylka 5,948 3,364 -2,543 5,968 1,287 10,542 -0,787 1,186 -0,907 4,537 8,088 6,059 0,614 f 8,896

24 % metylace 3,58 20,62 22,88 30,77 49,13 13,94 15,2 58 16,01 22,64 44,98 35,76 12,36| 22,590
odchylka -0,994 6,546 3,661 8,632 09,796 5,630 6,313 -0,893 4,086 3,202 9,819 9,632 -0,309 f 15,549

25 % metylace 2,88 567 839 6,13 1854 13,38 6,39 11,43 0 9,6 24,12 14,7 10,79| 10,155
odchylka -1,501 -2,603 -0,532 0,164 -0,015 5,277 2,198 1,921 -0,907 -0,640 2,628 2,498 -0,560 f 1,370

26 % metylace 5,47 4,11 11,22 59 13,44 9,14 6,15 3,36 0 10,14 22,1 535 7,16 7,965
odchylka 0,375 -3,558 0,287 0,085 -1,650 2,611 2,086 -2,112 -0,907 -0,481 1,932 -0,669 .H.HbOw -1,128

27 % metylace 3,87 8,71 10,1 12,45 24,74 3,48 0 52 3,45 10,59 12,46 14,62 5,35 8,848
odchylka -0,784 -0,743 -0,037 2,336 1,974 -0,949 -0,787 -1,193 0,169 -0,349 -1,391 2,471 -H\hwoﬂ -0,121

28 % metylace 3,92 865 9,18 6,28 16,97 4,14 0,44 7,79 6,01 6,35 8,33 3,69 5,731 6,729
odchylka -0,748 -0,780 -0,303 0,216 -0,518 -0,534 -0,581 0,101 0,967 -1,598 -2,815 -1,231 -1,369 f -2,536

29 % metylace 4,24 11,67 19,2 8,82 13,63 12,82 0 585 6,17 8,58 20,55 13,52 10,73] 10,445
odchylka -0,516 1,069 2,596 1,089 -1,589 4,925 -0,787 -0,868 1,017 -0,941 1,397 2,099 -o‘mm.m~ 1,700

30 % metylace 4,04 11,81 968 7,02 1981 7,11 44 9,01 994 11,09 13,5 14,98 18,76] 10,858
odchylka -0,661 1,154 -0,159 0,470 0,393 1,334 1,269 0,711 2,193 -0,201 -1,033 2,593 0,715] 2,171
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Tabulka 6: Metylaéni profily pacientii s LWD a hodnoty standardizované
odchylky pro jednotlivé CpG dinukleotidy v ramci CpG 3 ostritvku (Pacienti 1 — 20).

89 920 91 92 93 94 95| pramér

Kontrola| primérné % metylace 8,248 2,102 7,632 10,055 13,592 1,128 7,638 7,199
n=23 |smérodatna odchylka(c) 4,372 0,906 2,234 3,048 2,531 1,756 3,360 1,583
Pacient 89 90 91 92 93 94 95| priimér
1 % metylace 4,300 2,430 4,780 6,790 9,080 4,330 6,690 5,486
odchylka -0,903 0,362 -1,277 -1,071 -1,783 1,823 -0,282| -1,082

2 % metylace 4,370 2,950 4,140 4,300 10,020 6,190 7,330 5,614
odchylka -0,887 0,936 -1,563 -1,888 -1,411 2,883 -0,092] -1,001

3 % metylace 5600 4,110 7,370 9,910 13,580 0,000 6,610 6,740
odchylka -0,606 2,216 -0,117 -0,048 -0,005 -0,642 -0,306| -0,290

4 % metylace 2,430 1,640 6,740 12,160 14,050 0,000 7,060 6,297
odchylka -1,331 -0,510 -0,399 0,691 0,181 -0,642 -0,172] -0,570

5 % metylace 4,430 3,500 9,220 11,060 13,650 1,950 7,900 7,387
odchylka -0,873 1,543 0,711 0,330 0,023 0,468 0,078 0,119

6 % metylace 3,760 2,430 7,910 10,970 12,740 2,610 6,950 6,767
odchylka -1,027 0,362 0,124 0,300 -0,337 0,844 -0,205| -0,273

7 % metylace 13,500 0,000 11,030 16,180 14,330 0,000 8,430 9,067
odchylka 1,201 -2,320 1,521 2,010 0,292 -0,642 0,236] 1,180

8 % metylace 14,480 1,340 9,450 19,440 13,560 0,000 7,120 9,341
odchylka 1,425 -0,841 0,814 3,079 -0,013 -0,642 -0,154] 1,353

9 % metylace 5830 0,000 6,390 6,460 6,190 0,000 3,810 4,097
odchylka -0,553 -2,320 -0,556 -1,179 -2,925 -0,642 -1,139] -1,960

10 % metylace 16,480 0,000 8,780 11,280 14,120 0,000 4,100, 7,823
odchylka 1,883 -2,320 0,514 0,402 0,209 -0,642 -1,053] 0,394

11 % metylace 19,290 4,120 5,770 8,330 15,200 1,210 7,520 8,777
odchylka 2,526 2,227 -0,833 -0,566 0,635 0,047 -0,035| 0,997

12 % metylace 4,640 2,240 8,180 10,800 16,310 2,010 8,770 7,564
odchylka -0,825 0,152 0,245 0,244 1,074 0,502 0,337] 0,231

13 % metylace 4,300 0,180 7,870 10,280 11,670 1,900 9,900 6,586
odchylka -0,903 -2,121 0,107 0,074 -0,759 0,440 0,673 -0,388

14 % metylace 11,490 3,930 10,690 10,490 15,050 1,970 5,870 8,499
odchylka 0,742 2,018 1,369 0,143 0,576 0,479 -0,526] 0,821

15 % metylace 7,150 0,000 9,800 6,870 12,660 2,000 6,240 6,389
odchylka -0,251 -2,320 0,970 -1,045 -0,368 0,497 -0,416] -0,512

16 % metylace 11,100 0,000 18,330 19,790 22,450 1,450 19,530' 13,236
odchylka 0,652 -2,320 4,789 3,194 3,500 0,183 3,539] 3,813

17 % metylace 5990 5,110 16,900 8,310 16,170 0,000 13,320' 9,400
odchylka -0,516 3,320 4,149 -0,573 1,019 -0,642 1,691 1,390

18 % metylace 11,580 0,100 13,470 24,540 28,390 2,630 15,620' 13,761
odchylka 0,762 -2,210 2,613 4,752 5,847 0,855 2,376] 4,145

19 % metylace 12,750 0,000 13,210 22,750 0,000 0,810 23,540' 10,437,
odchylka 1,030 -2,320 2,497 4,165 -5,370 -0,181 4,733] 2,045

20 % metylace 7,010 3,900 0,300 6,090 28,230 1,490 17,350' 9,196
odchylka -0,283 1,985 -3,282 -1,301 5,783 0,206 2,890] 1,261
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Tabulka 6: Metylaéni profily pacientii s LWD a hodnoty standardizované
odchylky pro jednotlivé CpG dinukleotidy v ramci CpG 3 ostritvku (Pacienti 21 — 30).

89 90 91 92 93 94 95| primér

Kontrola| primérné % metylace 8,248 2,102 7,632 10,055 13,592 1,128 7,638 7,199
n=23 |smérodatnaodchylka(c) 4,372 0,906 2,234 3,048 2,531 1,756 3,360 1,583
Pacient 89 20 91 92 93 94 95| prliimér
21 % metylace 15,500 0,000 20,100 25,390 29,590 0,000 20,350 15,847
odchylka 1,659 -2,320 5,581 5,031 6,321 -0,642 3,783r 5,463

22 % metylace 10,020 3,120 5,200 9,430 18,700 1,110 4,780 7,480,
odchylka 0,405 1,124 -1,089 -0,205 2,018 -0,010 —0,851r 0,177

23 % metylace 9,920 4,720 4,120 10,490 12,540 0,000 5,280 6,724
odchylka 0,382 2,890 -1,572 0,143 -0,416 -0,642 -0,702' -0,300

24 % metylace 9,050 2,290 0,000 5,440 15,020 0,000 6,260 5,437
odchylka 0,183 0,208 -3,416 -1,514 0,564 -0,642 —0,410'r -1,113

25 % metylace 11,390 2,410 5,260 7,690 7,670 0,000 5,730 5,736
odchylka 0,719 0,340 -1,062 -0,776 -2,340 -0,642 —0,568r -0,925

26 % metylace 13,370 2,700 6,440 8,330 10,950 0,000 6,190 6,854
odchylka 1,172 0,660 -0,534 -0,566 -1,044 -0,642 _0,431.- -0,218

27 % metylace 13,320 2,010 5,520 11,370 11,380 0,000 6,420 7,146
odchylka 1,160 -0,102 -0,945 0,431 -0,874 -0,642 -0,363r -0,034

28 % metylace 9,230 1,700 7,860 6,530 11,170 2,470 10,460 7,060
odchylka 0,225 -0,444 0,102 -1,156 -0,957 0,764 0,840' -0,088

29 % metylace 6,680 0,440 7,560 6,910 14,610 0,000 6,560 6,109
odchylka -0,359 -1,834 -0,032 -1,032 0,402 -0,642 —0,321'r -0,689

30 % metylace 8,500 2,110 7,050 9,190 14,650 5,300 11,540 8,334
odchylka 0,058 0,009 -0,261 -0,284 0,418 2,376 1,161 0,717

4.4 Ovéreni presnosti bisulfitové sekvenace

Pfi nezavislé kontrole jednotlivych primert pro ostriivek CpG 1 a ostriivek CpG 3
za pouziti metylacnich standardii (Human Methylated & Non-Methylated (WGA) DNA
Set; ZymoResearch) se ndm podafilo prokazat linedrni vztah mezi ocekdvanou a
skutecnou urovni metylace (Graf 9). Skutecnd metylace (%) v tomto piipadé byla

vypocitana jako prameér za cely ostriivek pro kazdou hladinu metylace (0% - 100%).

Vysledky ukazuji, Ze ptimé bisulfitové sekvenovani je vysoce piesné pii méteni
metylace DNA, jelikoZz skutecné hodnoty metylace jsou ve shod€ s ocekdvanymi
hodnotami. Vysoky korelacni koeficient (r = 0,99 pro CpG 1; r = 0,99 pro CpG3)
naznacuje pozitivni linearni korelaci, coz potvrzuje spolehlivost bisulfitového
sekvenovani pro kvantifikaci urovné metylace DNA. P-hodnoty (p < 0,01) potvrzuji

statistickou vyznamnost korelacniho koeficientu.
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Skutecnd metylace (%) pro jednotlivé CpG dinukleotidy v ramci ostritvklt CpG 1

a CpG 3 také potvrzuje presnost bisulfitové sekvenace (Graf 10 a 11).
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Graf 9: Presnost bisulfitového sekvenovdni u ostrivkiu CpG 1 a CpG 3. Grafy
znazornuji vztah mezi skutecnou prumeérnou metylaci ziskanou za pouziti komercnich
metylacnich standardii (Human Methylated & Non-Methylated (WGA) DNA Set;
ZymoResearch) a ocekdavanou metylaci. P < 0,01 plati pro oba grafy.
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Graf 10: Hodnoty metylace pro jednotlivée CpG dinukleotidy (90. aZ 102.)
v ramci CpG 1 ostriuvku zobrazené pro kaZdou hladinu ocekdavané metylace (0 % —

100 %).
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CpG 3 ostrivek
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Graf 11: Hodnoty metylace pro jednotlivé CpG dinukleotidy (89. aZ 95.) v ramci

CpG 3 ostriivku zobrazené pro kaZdou hladinu ocekdavané metylace (0 % — 100 %).
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5 DISKUZE

Inaktivace chromosomu X je asociovana s hypermetylaci promotorovych oblasti
umlcenych genii (Cotton et al., 2011). Geny lokalizované v oblasti PARI unikaji
lyonizaci a jsou exprimovany z aktivniho i neaktivniho chromosomu X (Carrel and
Willard, 2005; Prothero et al., 2009). Za normélniho stavu CpG ostrivky obklopujici
gen SHOX vykazuji snizenou hladinu metylace, coz odpovida skutecnosti, ze SHOX
nepodléha inaktivaci (Rao et al., 1997). Haploinsuficience SHOX je asociovdna s
fenotypem LWD/ISS a ve vétsiné ptipadi je zptisobena CNV zahrnujicimi exony SHOX
a/nebo jeho regulacni elementy (Chen et al., 2009; Rosilio et al., 2012), nicmén¢
ptiblizn¢ u 30 % ptipadi pficina patologického fenotypu zistava neodhalend. Duplikace
zahrnujici regulacni prvky SHOX jsou vzéacné a jejich vliv na fenotyp je variabilni.
Mechanismus skrz ktery duplikace v regulacnich oblastech genu SHOX vedou k

porucham jeho exprese zatim neni jednoznacné interpretovany.

Jednim z cilt této prace bylo posoudit vliv duplikaci lokalizovanych v regula¢nich
oblastech genu SHOX na stav metylace DNA u jedinct s fenotypem LWD. Ov¢ftit, zda
tyto duplikace mohou byt zodpovédné za takové zmény v metylaci DNA, které
ovliviiuji regulaci exprese tohoto genu. Pomoci pfimého bisulfitového sekvenovani
vzorkli DNA jsme zjistili, Ze pacienti s duplikaci v regulacnich oblastech genu SHOX
vykazuji niz§i primérnou Uroven metylace v piipadé ostrivku CpG 3, nez zdravi
jedinci, a ten rozdil je vysoce signifikantni (p < 0,0001). Pfi srovnani metyla¢niho
vzorce pacientll a zdravych jedinct s indexy metylacnich standardii, mizeme fici, Ze se
v ptipadé obou skupin jedna o nizkou troven metylace, tudiz o hypometylaci ostrivku
CpG 3. Metylacni indexy jednotlivych CpG dinukleotidit u obou skupin jedincl
(duplikace a kontrola) se v ramci ostrivku 3 pohybuji na hladiné 0 % - 25 %, podle
metylacénich profili komercnich standardd. U ostrivku CpG 1 nebyl pozorovan
statisticky vyznamny rozdil v urovni metylace mezi pacienty a zdravymi jedinci (p =
0,4224). Zajimavé je, Ze na urovni jednotlivych CpG dinukleotidli v rdmci ostrivku
CpG 1 byly zaznamenany rozdily v hladiné¢ metylace mezi dvéma skupinami. Tak 7 ze
13 CpG dinukleotidl, coz ¢ini 53,84 %, vykazovaly vyssi hladinu metylace u zdravych
jedinct oproti pacientim s duplikaci, ovSem pouze u ¢ty CpG byl rozdil statisticky
signifikantni (90. CpG, p = 0,0261; 96. CpG, p = 0,0078; 100. CpG, p < 0,0001; 102.
CpG, p =0,0048).
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Vysledky této analyzy naznaCuji, Ze ackoli statisticky vyznamny rozdil byl
pozorovan pouze u ostrivku CpG 3, trend k mirnému snizeni Grovné metylace u
pacientt s duplikaci v regulacnich oblastech byl patrny i u ostrivku CpG 1. Tato zjisténi
indikuji, Zze duplikace v regulacnich oblastech pravdépodobné¢ mohou vést k mirnému
snizeni metylace DNA v oblasti genu SHOX. V souhrnu jsme pozorovali hypometylaci
DNA u obou ostrivki (CpG 1 a CpG 3), a to jak u pacientli s duplikaci v regulacnich
oblastech, tak u zdravych jedinci. U kontrolni skupiny je takova hladina metylace
v souladu se zjisténim Cotton et al. (2011) a Tukiainen et al. (2018), které¢ naznacuji, ze
za normalniho stavu geny nepodléhajici lyonizaci maji nizkou uroven metylace DNA
v CpG ostriveich. Dale je dilezité zminit, ze hypometylace CpG ostrivkl u pacientti
nesoucich duplikace v regulaénich oblastech genu SHOX by se mohla ¢aste¢né shodovat
s vysledky Ogushi et al. (2019), které naznacuji, Ze CpG ostrivky v oblasti genu SHOX
zustavaji hypometylované u pacientd s prestavbami v regulacnich oblastech, stejné jak u
zdravych jedincti. Jejich soubor pacienti ovSem zahrnoval 1 jedince s deleci

v regulacnich oblastech.

V souvislosti s tim jsme se dale zaméfili na rozdil v urovni metylace u pacientli
s duplikaci s ohledem na lokalizaci duplikovaného useku. Je znamo, ze duplikace
zahrnujici ,,up-stream* regulacni prvky byly popsany u jedinci s fenotypem LWD a ISS
(Bunyan et al., 2016; Shima et al., 2016), kdezto duplikace zahrnujici ,,down-stream*
regulacni prvky jsou asociovany jak s patologickym, tak 1 s normalnim fenotypem
(Benito-Sanz et al., 2012; Fukami et al., 2015). Pfi porovnani trovné¢ metylace DNA
pacientl v zavislosti na lokalizaci duplikaci jsme zaznamenali tendenci k vyraznéjSimu
snizeni trovn€ metylace u pacientii s duplikaci ,,up-stream®, nezli u pacientt s duplikaci
,down-stream*®, ve srovnani se zdravymi kontrolami, a to u obou ostravkd, tento rozdil
ovSem nebyl statisticky vyznamny (Pfiloha 1). Pro pochopeni, zda tyto rozdily mohou
mit patologicky efekt, bude nutné v budoucnu porovnat stav metylace DNA u pacientli
s fenotypem LWD a fenotypov€ zdravymi jedinci s analogickou duplikaci. Jednd se
zejména o duplikaci zahrnujici regulacni prvek CNE-9 a ,,down-stream® kandidatni
regulacni region X: 917,000, jelikoz duplikace zahrnujici tyto oblasti byly opakované
zaznamenany u jedinct s odliSnym fenotypem (Bunyan et al.,, 2014; Bunyan et al.,

2021; Hirschfeldova and Solc, 2017).

Na zaklad€¢ vysledkil této analyzy je obtizné vyvodit jednoznacny zavér a

zhodnotit, zda tak malé odliSnosti v irovni metylace u pacientll s duplikaci zahrnujici
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regulacni elementy mohou byt zodpovédné za patologicky fenotyp u téchto jedinci,
pfestoze jsou statisticky signifikantni. Rozsah primérné metylace CpG 1 ostrivku u
pacientl s duplikaci se pohyboval mezi 6,66 % a 12,03 %, zatimco u kontrolni skupiny
¢inil 7,41 % az 10,60 %. V CpG 3 ostrivku byl rozsah primérné metylace u pacienti s
duplikaci stanoven na 3,51 % az 7,56 %, zatimco u zdravych jedinci 5,05 % - 11,82 %.
I kdyz v CpG 3 ostrivku byl zaznamenan vysoce signifikantni rozdil v primérné
metylaci mezi skupinou pacientli s duplikaci a kontrolni skupinou (p < 0,0001), stale se
jedna o rozdily v fadu jednotek procentnich bodii. V CpG 1 ostrivku jsou hodnoty
primérmé metylace o nékolik jednotek procentnich bodl vyssi oproti ostrivku CpG 3,
avsak rozdil mezi skupinou pacientd a zdravymi jedinci nebyl statisticky vyznamny. U
ostrivku CpG 1 byl nejvétsi rozdil v metylaci (%) mezi pacienty a zdravymi jedinci
pozorovan v dinukleotidu ¢. 100. Median miry metylace u pacientl v tomto misté Cinil
12,44 %, zatimco u kontrolni skupiny 16,03 %, coz piedstavuje rozdil 3,59 procentnich
bodul. V ostrivku CpG 3 byl pozorovan nejvétsi rozdil v metylaci (%) mezi pacienty a
zdravymi jedinci v dinukleotidu ¢. 89. Primérnd Uroven metylace u pacientll byla
v tomto misté stanovena na 4,805 %, u zdravych jedinct na 8,249 %, coz predstavuje
rozdil pouze 3,445 procentnich bodi. Tyto vysledky naznacuji, ze i pfi pritomnosti
signifikantnich rozdilti v metylaci mezi pacienty a zdravymi jedinci, jedna se o relativné
malé rozdily, které mohou byt ovlivnény nejspiSe biologickou variabilitou. Né&které
studie predpokladaji, Ze duplikace zahrnujici kodujici region genu SHOX a nécktery
z jeho regula¢nich prvki mohou narusit expresi zménou vzdalenosti mezi promotorem
SHOX a jeho enhancery (Fukami et al., 2015). Takova zména vzdalenosti by mohla
narusit jejich interakci, coz ve vysledku mize vést k zablokovani transkripce,
nedostate¢né aktivaci genu, nespravnému sestfihu mRNA nebo chybnému skladani
polypeptidovych fetézcti (Marchini et al., 2016). OvSem, umlceni transkripce byva ¢asto
asociovano s hypermetylaci promotoru. VanderKraats et al. (2013) uvadi, Ze
charakterizovat promotory jednoduSe jako ,metylované* ¢i ,,nemetylované” je
nedostatecné, jelikoz existuji rizné metylacni vzorce, které koreluji se zménou exprese.
Jinymi slovy, korelace mezi hypermetylovanym promotorem a narusenim genové
exprese neni absolutni. Tak naptiklad Brenet et al. (2011) naznacuji, Ze metylace DNA
,down-stream* od mista zacatku trankripce v oblasti prvniho exonu je mnohem vice
asociovana s uml¢enim transkripce, nez metylace v ,,up-stream‘ promotorové oblasti.
Ovéfeni stavu metylace v dalSich CpG ostriveich v oblasti SHOX by mohlo poskytnout

dalezit¢ informace pro pochopeni mechanismu regulace exprese tohoto genu.
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Represivni u¢inky metylace se mohou §ifit na ptilehlé oblasti, a to v zavislosti na poctu
metylovanych CpG dinukleotidd (Curradi et al., 2002). Vzhledem k tomu, ze aktudlni
analyza byla zaméiena pouze na dva CpG ostriivky, je mozné, ze dalsi potencialné
vyznamné oblasti nebyly zachyceny. Podrobna analyza metylace v dalSich Castech genu
SHOX by mohla odhalit klicové aspekty epigenetické regulace a pfispét k lepSimu
porozuméni genotyp-fenotypové korelace v ptipad¢ duplikaci zahrnujici regulaéni

elmenty SHOX.

V této praci jsme se také zaméfili na zmény ve stavu metylace DNA v genu
SHOX jako jednu z dalSich moznych pfi¢in vyskytu Lériho-Weillovy dyschondrosteozy,
a to u pacienti bez nalezené mutace v kodujici casti genu ¢i jeho regulacnich
elementech. Jako opora pro tuto hypotézu slouzi zejména umisténi genu SHOX v oblasti
PARI, a s tim spojené mozné zmény v metylaci DNA. Pro ovéteni tohoto pfedpokladu
bylo provedeno metylacni profilovani dvou CpG ostriivkd v oblasti genu SHOX u 30
pacientt s fenotypem LWD/ISS, u nichZ nebyla detekovéana Zadna potencialné kauzalni

strukturni ani bodova mutace v kodujici ¢asti genu ¢i jeho regulacnich prvceich.

Vysledky znazornéné v tabulkdch 5 — 6 umoziuji detailni analyzu metylacnich
profilti pacientd. Tak 26 ze 30 pacientil bez mutaci, coz ¢ini 86,6 %, se odliSovalo
v urovni metylace alespont o dvojnasobek smérodatné odchylky vici priméru skupiny
zdravych jedincl vramci ostrivku CpG 1. Tento rozdil v metylaci byl ovSem
pozorovan pouze u jednotlivych CpG dinukleotidli, nikoliv na vSech CpG mistech v
ostrivku. Primérnd metylace za cely ostrivek CpG 1 se u pacienti pohybovala
v rozsahu 0 % az 25 %, coZ se vyznamné neodliSuje od kontrolni skupiny. Podle Li et
al. (2014) se za metylovany dinukleotid povazuje takovy, jehoZz hladina metylace se
pohybuje mezi 70 - 100 %. Je nutné zdiraznit, ze u nékterych pacientll se odchylky od
pruméru zdravych jedinci projevovaly téméf na kazdém CpG misté v ramci
sledovaného ostrivku, a to u pacientl P2, P14, P23, P24 (Tab. 5). Pacienti P2, P14 a
P24 jsou muzi s fenotypem ISS, kdezto P23 je zena s fenotypem LWD (Pfiloha 2, Tab.
1). Hladina metylace u téchto pacienti byla na nékterych mistech vyrazné vyssi, nez
pramér skupiny zdravych jedinct. Tak naptiklad, uroven metylace CpG dinukleotidu €.
100 u P14 stanovi 59,18 %, kdezto primér kontrolni skupiny na stejnem misté Cini
16,49 % (jedna se tedy o rozdil o téméef 15 SD). Pfi srovnani primérné metylace v
ramci celého ostrivku mezi pacienty P2 (19,719 %), P14 (24,378 %), P23 (16,755 %),
P24 (22,590 %) a kontrolni skupinou (8,953 %), jsme pozorovali n€kolikanasobné
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rozdily. Pfesto nemizeme s jistotou tvrdit, Ze tyto rozdily maji biologicky vyznam,
nebot’ hladiny metylace se stale nachazeji na relativné nizké tirovni. Stadler et al. (2011)
uvadi, ze piiblizn¢ jeden z deseti CpG dinukleotidli mé stfedni iroven metylace, mezi
10 % az 70 %, coz podle Sheffield et al. (2017) a Schwartzman et al. (2015) odrazi bud’
mezibunéénou heterogenitu anebo epigenomickou a transkripéni heterogenitu.
Metyla¢ni indexy pacienti P9 (M, LWD), P12 (Z, LWD) a P15 (M, ISS) naopak
vykazuji niz§i hodnoty metylace vii¢i praméru skupiny zdravych jedinct, a to na vétSim
poctu CpG mist vramci sledovaného useku. Tyto vysledky jsou ve shod¢ s nasi

ptedchozi analyzou.

Vysledky metylacniho profilovani ostrivku CpG 3 u pacienti s fenotypem
LWD/ISS bez detekovanych mutaci v oblasti genu SHOX naznacuji, ze 70 % jedincti se
minimalné v jednom CpG misté odliSovali alespont o dvojnasobek smérodatné odchylky
viuci pruméru kontrolni skupiny. U &Etyf pacientd (P16, P18, P19, P21) (Tab. 6) jsme
zaznamenali odchylky v hladiné metylace téméf u vSech CpG dinukleotidti. Ukazalo se,
ze u téchto pacienti byla mira metylace CpG dinukleotidu ¢. 92 téméf dvojndsobné
vys$si oproti pruméru kontrolni skupiny na stejném misté (P16 — 19,79 %, P18 — 24,54
%, P19 — 22,750 %, P21 — 25,390 %, prumér kontrolni skupiny — 10, 055 %). Hodnota
primérmné metylace za cely ostrivek se u P16, P18, P19 a P21 ovSem jen mirné
odlisovala od prameru skupiny zdravych jedinct (P16 — 13,236 %, P18 — 13,761 %,
P19 — 10,437 %, P21 — 15,847 %, primer kontrolni skupiny — 7,199 %). I ptesto se
ukdzalo, Ze metylacni indexy téchto pacientl a také primér kontrolni skupiny zdravych

jedinct zGstavaji na relativné nizké Grovni ve srovnani s komer¢nimi standardy.

Hladina metylace u 30 sledovanych pacientil se na nékterych mistech skutecné
odlisovala od priméru zdravych jedinci v ramci ostrivku CpG 3. Zatimco jsme
pozorovali tendenci ke sniZeni metylace u 90. CpG dinukleotidu, na ostatnich mistech
byly rozdily spiSe ndhodné a nemély zadny systematicky vzorec. Celkové metylacni
profilovani CpG 3 ostrivku tedy ukézalo, Ze rozdily v metylaci nejsou vyrazné a
pravdépodobné jsou zplsobeny biologickou variabilitou. Podobné metylacni profily
byly zaznamenany pouze u Ctyf pacientl (P16, P18, P19, P21). U zbyvajicich pacientl
se metylacni indexy bud’ viibec nelisily od priméru kontrolni skupiny, nebo vykazovaly
odchylky pouze v jednom az dvou dinukleotidech, coz mize odpovidat pfirozené

heterogenité.
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Existuje jen nékolik praci, které se zabyvaly vlivem zmén v metylaénim profilu
genu na vyskyt genetického onemocnéni. V jedné z téchto studii bylo stanoveno, Ze
zmény v metylaci DNA v oblasti promotoru skute¢né maji vliv na vyskyt onemocnéni,
avsSak tyto zmény byly vyrazné vétsi nez ty, které jsme pozorovali béhem nasi analyzy.
Zorzo et al. (2023) ve své studii analyzovali metyla¢ni profily dvou CpG ostravki
v promotorech genu LDLR (,,Low Density Lipoprotein Receptor) u jedincii s familiarni
hypercholesterolemii (FH) bez detekovanych mutaci v genech asociovanych s touto
nemoci. Pro stanoveni rovné metylace autofi pouzili metodu MS-HRM (,,Methylation-
Sensitive High-Resolution Melting™) a PCR. Teplota tani (T,,) kdzdého vzorkd byla
analyzovéana srovnanim relativni polohy T, vzorkd mezi pfisluSnymi T,, metylacnich
standardii (0 % a 100 %). Teplota tani dvouietézcové DNA slouZzi jako parametr, ktery
pfimo souvisi se stavem metylace vzorku, coz umoziluje stanovit procento metylace.
Vysledky prace naznacuji, ze pacienti s fenotypem FH bez detekovanych mutaci a
mirou metylace, kterd odpovida Ty, > 90 % (a to pouze v jednom ze dvou promotorti),
v tomto promotoru. Déle také studie Xiao et al. (2014) a Akika et al. (2017) naznacuji,
ze vysledky analyzy stavu metylace provedené metodou MS-HRM jsou konzistentni s
vysledky ziskanymi pomoci pifimého bisulfitového sekvenovani. Na zakladé
predkladanych praci Ize zhodnotit vysledky naSich pozorovani tak, ze rozdily v Grovni
metylace, které jsme pozorovali u pacientil s fenotypem LWD/ISS bez detekovanych
mutaci v regionu SHOX, pravdépodobné nejsou piimo zodpovédné za vznik

patologického fenotypu u téchto jedinci.
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6 ZAVER

V této préci jsme se zamétili na zmény ve stavu metylace DNA v oblasti genu

SHOX u pacientt s fenotypem LWD a duplikaci zahrnujici regulacni elementy genu a u

pacientli s fenotypem LWD/ISS bez detekovanych strukturnich ani bodovych mutaci

v oblasti SHOX. Srovnali jsme miru metylace DNA u pacientli s patologickym

fenotypem a duplikaci v regulacnich sekvencich a u zdravych kontrol, a to ve dvou CpG

ostrivcich genu SHOX. Dale jsme také porovnali zmény v mife metylace DNA u

pacientli s duplikaci s ohledem na lokalizaci duplikovaného tuseku ,,up-stream® ci

»down-stream* od kdodujici oblasti SHOX. Ptimé bisulfitové sekvenovani ndm umoznilo

hodnoceni miry metylace na arovni jednotlivych CpG dinukleotidii u pacientii bez

detekovanych mutaci v regionu SHOX.

Na zékladé ziskanych vysledkl jsme dospéli k nasledujicim zavéram:

>

Duplikace v regulacnich oblastech genu SHOX u pacientl s fenotypem LWD
vedou ke statisticky vyznamnému snizeni hladiny metylace DNA v ostravku
CpG 3.

Rozdil v trovni metylace DNA mezi pacienty s duplikaci a zdravymi jedinci
v ostrivku CpG 1 neni signifikantni. Pfesto byl u téchto pacientli rovnéz
pozorovan trend k mirnému snizeni hladiny metylace.

Biologicky efekt pozorovaného rozdilu v pfipadé obou ostrivkid bude
pravdépodobné nevyznamny vzhledem k obecné velmi nizké mife metylace.
Pozorovali jsme tendenci k vy$s$i mife metylace DNA u pacientt s duplikaci
zahrnujici ,,down-stream‘ regulacni elementy oproti pacientiim nesoucim
,up-stream* duplikace, rozdil vSak neni statisticky signifikantni.

Pro stanoveni biologického vyznamu pozorovanych zmén bude nutné provést
roz$iten&j$i analyzu, kterd bude zahrnovat vet$si pocet CpG ostrivkl
v regionu SHOX. Dale je dulezité¢ se zaméfit na konkretni duplikace, které
mayji variabilni fenotypovy projev.

Metylacni indexy pacientil s fenotypem LWD/ISS bez detekovanych mutaci
v regionu SHOX se skute¢né odlisuji od priméru skupiny zdravych jedinct,
nicméné jednd se o rozdily v jednotkach procentnich bodu.

Za patologické fenotypy LWD/ISS u pacientii bez detekovanych mutaci
pravdépodobné budou zodpoveédné jiné molekularné-genetické mechanismy,
nez zmény v urovni metylace DNA.
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SEZNAM ZKRATEK
5'UTR

ACAN
AMK
BNP
bp
cDNA
CK 1I
CNE
CNP
CNV
CpG
CRM

CTGF/CCN2

DNA
Dnmt
dsDNA
ECR
ECS
FGF
FGFR3

HI

5" neptekladana oblast

Gen kodujici protein agrecan

Aminokyselina

B-type natriuretic peptide

Komplementarni pary bazi

Komplementarni DNA

Enzym kaseinkinaza I1

Conserved non-coding element

C-type natriuretic peptid

Copy number variation
Cytosine-phosphate-Guanin

Cis-regula¢ni moduly

Gen kodujici connective tissue growth factor,
dalsi nazev cellular communication network factor 2
Deoxyribonukleova kyselina
DNA-metyltransferaza

Dvouvldknova DNA

Evolutionary conserved region

Evolutionary conserved sequence
Fibroblastovy riistovy faktor

Gen kodujici fibroblast growth factor receptor 3

Haploinsuficience
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HMG

ISS

LWD

LWS

MLPA

mRNA

NAHR

NHEJ

NLS

NPPB

NPR

OAR

OMIM

Pl

P2

PARI1

PAR2

PCR

RNA

RT-PCR

SAM

SDS

Ser

High mobility group

Idiopathic short stature
Lériho-Weillova dyschondrostedza
Syndrom Leri-Weill

Multiplex ligation probe amplification
Messenger RNA

Nealelicka homologni rekombinace
Nehomologni spojovani koncli
Jaderny lokaliza¢ni signal

Gen kodujici natriureticky peptid B
Natriuretic peptide receptor
Transaktiva¢ni doména

The Online Mendelian Inheritance in Man
Promotor 1 genu SHOX

Promotor 2 genu SHOX
Pseudoautosomalni region 1
Pseudoautosomalni region 2
Polymerazova fetézova reakce
Ribonukleova kyselina

PCR spojena s reverzni transkripci
S-Adenosyl-L-methionin

Skore smérodatné odchylky

Aminokyselina serin
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SHOX

SOX

SPRY3

ssDNA

SYBLI

Xi

Short stature homeobox-containing gene
SRY-box transckrip¢ni faktor

Gen kodujici protein sprouty homolog 3
Jednovlaknova DNA

Gen kodujici synaptobrevin-like protein 1
Aktivni X chromosom

Inaktivni X chromosom
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Piiloha 1 — Porovnani urovné metylace na zakladé lokalizace duplikaci
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Graf 1: Srovndni urovné metylace mezi zdravymi jedinci a pacienty na zakladé
lokalizace duplikace ,,up-stream* Ci ,,down-stream* od kodujici oblasti genu SHOX
vostrivku CpG 1. Cerveny sloupec reprezentuje pacienty s LWD a duplikaci
v regulacnich oblastech genu SHOX, zeleny sloupec reprezentuje zdravé jedince.

Hvézdicka nahore znazornuje statisticky vyznamny rozdil, ns — nesignifikantni rozdil.

A.  Hranice boxu predstavuji median, chybové usecky predstavuji rozptyl.
Hodnoty sloupcii: Up-stream: median 7,880, Kontrola: median 8,920; P = 0,0273. B.
Hranice boxu predstavuji prumeér, chybové usecky predstavuji smeérodatnou odchylku.
Hodnoty sloupcu: Down-stream: prumer 9,188; Kontrola: prumer 8,953, P = 0,6007.
C. Hranice boxu predstavuji median, chybové usecky predstavuji rozptyl. Hodnoty
sloupcii: Up-stream: median 7,880, Down-stream: median 9,150; P = 0,2290.
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Graf 2: Srovndni urovné metylace mezi zdravymi jedinci a pacienty na zdakladé
lokalizace duplikace ,,up-stream* Ci ,,down-stream“ od kodujici oblasti genu SHOX
vostrivku CpG 3. Cerveny sloupec reprezentuje pacienty s LWD a duplikaci
v regulacnich oblastech genu SHOX, zeleny sloupec reprezentuje zdravé jedince.

Hveézdicka nahore znazornuje statisticky vyznamny rozdil, ns — nesignifikantni rozdil.

A.  Hranice boxu predstavuji median, chybové usecky predstavuji rozptyl.
Hodnoty sloupcii: Up-stream: median 4,540, Kontrola: median 6,950, P = 0,0002. B.
Hranice boxu predstavuji median, chybové usecky predstavuji rozptyl. Hodnoty
sloupcii: Down-stream: median 5,510; Kontrola: median 6,950, P = 0,0008. C.
Hranice boxu predstavuji priimeér, chybové usecky predstavuji smerodatnou odchylku.

Hodnoty sloupcu: Up-stream: primer 4,844, Down-stream: prumeér 5,567, P = 0,1157.
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Ptiloha 2 — Charakteristika pacientii bez detekovanych mutaci

Tabulka 1: Klinicky profil pacientit bez detekovanych mutaci v regionu SHOX

Vvék
Pacient | Pohlavi | Fenotyp | Vyska mé"r;ené SD P Ol:\l/lsl':: oxX M::fc::;?::’a
vysky

P1 y4 LWD 142,8 12,7 -2,5 negativni ANO
P2 M ISS 128,6 11,0 -2,6 negativni NE
P3 M LWD ? ? ? dell5101 ANO
P4 YA LWD 139,6 20,5 -4,5 negativni ANO
P5 y4 LWD 133,5 12,0 -2,6 negativni NE
P6 VA ISS ? 13,0 -3,0 negativni NE
P7 M LWD ? 16,7 -2,8 negativni NE
P8 yA LWD 100,20 5,8 2,5 negativni ANO
P9 M LWD 91,00 4,5 -2,5 negativni ANO
P10 M LWD ? 14,9 -3,7 negativni NE
P11 YA LWD ? 9,2 -2,6 negativni NE
P12 YA LWD 100,00 5,3 ? negativni ANO
P13 VA LWD 146,00 14,5 -2,5 negativni ANO
P14 M ISS 114,9 9,4 <-2,5 negativni NE
P15 M 1SS 111,50 8,0 2,5 negativni NE
P16 YA LWD 151,00 41,5 ? negativni ANO
P17 VA LWD 129,00 11,5 -2,2 negativni NE
P18 M LWD 128,0 12,5 <-2,5 negativni NE
P19 M LWD 104,0 6,0 -1,8 negativni NE
P20 M ISS ? 11,5 -2,5 negativni NE
P21 M ISS 137,8 12,0 ? negativni NE
P22 M ISS 127,00 13,5 -4,0 negativni NE
P23 Z LWD 133,30 12,7 -2,0 negativni NE
P24 M ISS 110,00 6,9 ? negativni NE
P25 VA LWD 109,00 7,8 -2,6 negativni ANO
P26 M LWD 115,00 8,2 -2,1 negativni ANO
P27 M LWD 134,00 12,7 -1,4 negativni NE
P28 VA LWD 115,50 9,3 -2,5 negativni NE
P29 M LWD 84,00 3,3 -1,6 negativni NE
P30 YA LWD 151,00 39,5 ? negativni ANO
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