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Abstrakt

Gen SHOX (,,Short Stature Homeobox-containing Gene“) byl objeven pfi zkoumani genotypo-
fenotypovych korelaci u divek s Turnerovym syndromem. Pravé absence jedné
z alel tohoto genu byla pfi¢inou malého vzriistu takto postizenych divek. Kratce poté byly
mutace genu SHOX nalezeny i u jedincl s Léri-Weillovym a Langerovym syndromem, tedy
u jedincu také vykazujicich fenotyp malého vzristu a skeletalnich deformaci.

Odhaduje se, Ze mutace genu SHOX ¢i mutace v jeho regulacnich oblastech postihuji zhruba
jedno ztisice Zivé narozenych déti. Porucha tohoto genu je tedy jedna z nejcastéjsich
genetickych pricin vedoucich k fenotypu malého vzristu.

PfestoZe jesté neni zcela objasnéna role genu SHOX pfirastu a vyvoji kosti, je dulezité se
problematikou genu SHOX zabyvat a pokusit se odhalit mechanismy plsobeni kddovaného

proteinu na molekuldrni drovni.
Klicova slova

Homeoboxové geny, gen SHOX (,Short Stature Homeobox-containing gene”),
Léri-Weilldv syndrom (dyschondrostedza), Langerlv syndrom, idiopaticky maly vzrust,

Madelungova deformita, mezomélie

Abstract

The SHOX gene (,,Short Stature Homeobox-containing Gene“) was identified during research
of genotype-phenotype corelations in patiens with Turner Syndrome. Absence one alele of
this gene was the cause of short stature in these girls. Shortly after, mutations in SHOX gene
were identified in patients with Léri-Weill and Langer syndrom, thus in patients with growth
failure and skeletal deformities.

It is estimated that mutations in SHOX gene or mutations in SHOX regulatory regions affect
one in thousand of new born children. Mutations in this gene are one of the most common
genetic causation leading to growth failure phenotype.

However, the exact role of SHOX gene in bone growth and development is still unknown,
therefore it is importnant to study problems with SHOX gene and try to discover mechanism

of SHOX protein activity on molecular levels.
Keywords

Homeobox genes, SHOX gene (,Short stature homeobox containing gene”), Léri-Weill
syndrom (dyschondrosteosis), Langer syndrom, idiopatic short stature, Madelung deformity,

mesomelia
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1. Uvod

Vyska postavy je komplexni znak podminény nejen genetickou predispozici, ale
i faktory vnéjsiho prostredi. Celosvétové se rodi zhruba 2 - 3 % déti, které jsou (at uzZ ze
znamého ¢i neznamého dlvodu) postizené malym vzristem (Rao et al. 2001; Rappold et al.
2007), coZz mnohym z nich vyrazné snizuje kvalitu jejich Zivota. Defekt v genu SHOX je pfitom
Casto oznacovan za pric¢inou malého vzrlstu a skeletalnich deformaci pravé u téchto jedinc(
(Rappold et al. 2007).

U vysky postavy nelze uréit pevnou hranici, od které by bylo moino ¢lovéka
klasifikovat jako ,,malého”. VZdy zalezi na véku jedince, pohlavi, genetické vybavé v ramci
rodiny, ale i na etnické prislusnosti. Obecné Ize ale Fici, Ze mala postava je definovana jako
(< -2 SDS)* narodnich vyskovych standard(i; co? znamena, Ze jedinec je malé postavy tehdy,
pokud jeho vyskové SDS v ramci téchto standardl klesne pod -2 SD. Jako jedince s malou
postavou muzZzeme také nazvat ¢lovéka, ktery svou vyskou leZi pod tfetim (respektive nékdy
uvadéno az pod druhym) percentilem v porovndni s ostatnimi jedinci svého chronologického
véku (Ranke 1994 in Marchini et al. 2007).

Cilem této prace je shrnuti zdkladnich poznatkl o genu SHOX, zdokumentovani
mutaci a poruch s nim souvisejicich, nastinéni lékarské diagnostiky a v neposledni radé

i problematiky terapie u pacientl s deficienci genu SHOX.

2. Homeoboxové geny

Jako homeoboxové geny oznacCujeme ty geny, které obsahuji tzv. homeobox, neboli
specifickou sekvenci DNA, ktera se nachazi na okraji nékterych gen(. Tato sekvence byva
dlouhd 180 nukleovych bazi - kdduje tedy 60 aminokyselin. Homeobox je po své translaci do
60 aminokyselinového Useku proteinu (tzv. homeodoména) schopen navazat se na DNA
a pUsobit jako transkrip¢ni faktor. Homeodoména je tedy oznaceni pro DNA-vazebny motiv
eukaryotickych transkrip¢nich faktor( (Gehring et al. 1994 in Hintz 2002).

Homeoboxové geny hraji stézejni roli v asném stadiu embryogeneze a v regulaci
rastu a vyvoje obecné. Urcuji formovani mnoha télnich struktur a podileji se na uréeni dorzo-
ventrdlni polarity embrya. Homeoboxové proteiny dokazi pozitivné i negativné regulovat

bunécnou proliferaci a Zivotaschopnost bunék; jejich exprese je rozdilnd — kolisa v Case

' Pro uréeni miry extrémnich odchylek od normy nam muze poslouzit SDS (,,standard deviation score”) neboli
Z-skore. Vypocet SDS byl zaveden pro porovnavani kvantitativnich biomedicinskych hodnot. SDS Ize spocitat
napf. pro vysku, vahu, délku koncetin, obvod hlavy apod. Ve vypocitané hodnoté SDS se
odrazi nejen pohlavi a vék, ale i median a variacni koeficient. Napt. dité s hodnotou SDS vysky rovno -2,0 je
na dolni hranici $irsi normy. SDS kalkulator je k dispozici na http://www.phsim.man.ac.uk/SDSCalculator/
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i v prostoru a mnohé homeoboxové proteiny mohou dokonce kompetovat o vazebnd mista
na DNA (Gehring et al. 1994 in Hintz 2002).
Gen SHOX patfi pravé do této rozsahlé rodiny homeoboxovych gen(. Hraje dileZitou

roli pfedevsim pfi rlstu, vyvoji a maturaci kosti hornich i dolnich koncetin.

3. Gen SHOX

3.1 Historie

Uvahy o existenci genu, ktery by mél vliv na vy$ku postavy a zarovefi se nachazel na
chromozomu X, se poprvé objevily vsouvislosti s Turnerovym syndromem a dalSimi
X-chromozomalnimi vadami, které koreluji s vySkou postavy. Na zacatku stala prosta otazka
— proc€ jsou Zeny s chybéjicim chromozomem X malého vzristu? Byla vyslovena hypotéza, Ze
na chromozomu X se musi nachazet néjaky gen fungujici jako regulator rlstu. Pfi zkoumani
genotypo-fenotypovych korelaci u postizenych jedincd byl jako kriticky region oznacen
distalni konec kratkého raménka chromozomu X. Tento hypoteticky gen byl poté roku 1997
popsan takrka zaroven dvéma nezavislymi skupinami. Rao et al. v Némecku pojmenovali gen
SHOX (,,short stature homeobox-containing gene”) (Rao et al. 1997), zatimco Ellison et al. ve
Spojenych statech, ktefi svou praci publikovali pozdéji, jej pojmenovali PHOG
(,,pseudoautosomal homeobox-containing gene”) (Ellison et al. 1997). Nazev PHOG zavedeny
Ellisonem et al. se jiz dale nepouzival.

Vliv genu SHOX na regulaci ristu dokazovalo nékolik skute¢nosti (Hintz 2002):

unikd lyonizaci, proto je u zdravych Zen i muzi exprimovan ze dvou kopii

- jeho exprimace béhem fetalniho vyvoje koresponduje s ristem plodu

- sekvence genu je vysoce konzervovana napfic rznymi druhy organismu

- ztrdta genu ¢i jeho mutace je spojena s malym vzrlistem (napf. Turnerlv
syndrom, Léri-WeillGv syndrom)

- nadbytek kopii genu je asociovan s vyssim vzristem (napt. Klinefelterlv syndrom)

3.2 Lokalizace

Gen SHOX se nachazi v pseudoautozomalni oblasti PAR1 na kratkych raménkach
lidskych pohlavnich chromozom{ X a Y, konkrétné v oblastech Xp22.3 a Yp11.3 (Obr. 1).
Geny lokalizované v této oblasti PAR1 nepodléhaji lyonizaci; obé dvé kopie genu SHOX jsou
tudiz exprimovany u Zen stejné tak jako u muzd. Neni tedy Zadny funkéni rozdil mezi SHOX
(X) a SHOX (Y). Diploidni sada homolognich genl v oblastiPAR1 obou pohlavnich

chromozoml je nezbytnd pro normalni lidsky vyvoj.
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Obr. 1: Chromozomova lokalizace genu SHOX (prevzato z Binder 2011).

Na distalnich koncich ramének pohlavnich chromozomd X a Y mGZzeme kromé PAR1
oblasti nalézt i oblast PAR2. Obé tyto oblasti reprezentuji homologni regiony — oblasti
identickych sekvenci sdilené pohlavnimi chromozomy, avsak obé oblasti se znacné odlisuiji.
Oblast PAR1 je vétsi; zaujima rozlohu okolo 2,7 Mb, obsahuje 24 genl a nachdzi se na konci
kratkych ramének. Oblast PAR2 tvofi mensi Usek — pouze okolo 0,33 Mb, zahrnuje 5 gena
a naléza se na konci dlouhych ramének. Oblast PAR1 je charakteristicka zvySenym obsahem
CG parQ a repetitivnich sekvenci, a proto i zna¢nou rekombinacni frekvenci a ztoho
plynoucim rychlejsim evolu¢nim tempem. Naopak PAR2 nevykazuje tak velkou rekombinaéni
frekvenci (Blaschke and Rappold 2006). Zatimco oblast PAR1 ma své homologni protéjsky
u mnoha druha Zivocich(, oblast PAR2 ma kratkou evoluéni historii a je specifickd pouze pro
Clovéka (Charchar et al. 2003 in Blaschke and Rappold 2006).

Diky témto dvéma oblastem mohou mezi sebou vytvofit pohlavni chromozomy
béhem meidzy homologni par stejné jako autozomy. Nutno jesté podotknout, Ze za ono
parovani je zodpovédnda predevsim oblast PAR1, a to pravé diky své vétsi rozloze (Helena
Mangs and Morris 2007).

Béhem meidzy dochazi pfi pdrovani pohlavnich chromozom( k rekombinaci, tzv.
crossing-overu. Rekombinacni frekvence v oblasti PAR1 je mnohem vyssi u muzid neZli u Zen.
Zaroven PAR1 oblast reprezentuje misto s nejvétsi rekombinacni frekvenci v genomu;
rekombinaéni frekvence u muzl je zde aZ dvacetinasobné vyssi nez je prlmérna
rekombinacni frekvence genomu (Schmitt et al. 1994 in Kant et al. 2011). Bylo prokazano, zZe
vétsina zdédénych deleci detekovanych v genu SHOX byla prenesena paternalné zdédénou
alelou. Spekuluje se, Ze pravé vyssi rekombinacni frekvence u muzi béhem meidzy by mohla

byt zodpovédna za tento fenomén (Lien et al. 2000 in Rappold et al. 2007).



Cim blize je gen z oblasti PAR1 k telomere, tim vétsi je pravdépodobnost, Ze bude
béhem meidzy procesem crossing-over prenesen na alternativni pohlavni chromozom.
Proces crossing-over tedy nepostihne geny nachdzejici se v blizkosti centromery, avsak velmi
pravdépodobné postihne geny lokalizované na koncich chromozomu u telomerickych oblasti
(Evers et al. 2011). Region SHOX umistény v oblasti PAR1 (tedy na konci chromozomu) se
tedy stava tzv. ,,horkym mistem” (,hotspot”) s vysokou frekvenci rekombinace mezi X a Y
chromozomem.

PfestoZe jsou geny oblasti PAR1 lokalizovany na pohlavnich chromozomech, tak
mohou segregovat nezavisle na pohlavi, a to pravé diky své poloze a tim i velmi casté
rekombinaci. Vysledkem je, Ze mutované geny zoblasti PAR1 mohou byt preneseny
z chromozomu X na chromozom Y a opacné. Zda se, Ze pravdépodobnost crossing-overu
neni zavislda na typu mutaci v PAR1 oblasti (Kant et al. 2011). Byly popsany prenosy
mutovaného genu jak maternalni, z matky na dceru i na syna, tak paternalni, z otce na syna
i na dceru (Schiller et al. 2000). Kupftikladu Evers et al. ve své studii prezentuji rodinu s LWS,
kde plvodné Y-lokalizovany deletovany gen SHOX byl pfenesen z otce na dceru i na syna.
Z tohoto divodu mlZeme hovorit o tzv. pseudoautozomalné dominantni formé dédi¢nosti
(Evers et al. 2011).

Obecné, pokud je Zena nositelkou heterozygotni mutace v genu lokalizovaném na
jejim X chromozomu, kazdé jeji dité ma 50% Sanci, Ze zdédi tuto mutaci. Jeji potomci
(zenského i muiského pohlavi) maji stejnou Sanci na zdédéni mutace. Pokud je muz
nositelem mutace v pseudoautozomalnim genu na jeho X nebo Y chromozomu, segregace
bude zaviset na rekombinacni frekvenci mezi lokusy pseudoautozomalnich gent. Obecné je
rekombinaéni frekvence v PAR1 oblasti u muza priblizné 50 %. Z toho vyplyva, Ze polovina
muzskych potomkd bude nositeli rekombinaéni oblasti PAR1 na jejich Y chromozomech.
Konkrétné bylo stanoveno, Ze lokus genu SHOX se naléza pfiblizné 10 cM? od telomerického
konce pseudoautozomalni oblasti a zhruba 40 cM od proximalniho okraje
pseudoautozomalni oblasti (,,pseudoautosomal boundary”, PAB). Pokud dojde k rekombinaci
v oblasti PAR1, pravdépodobnost, Ze bude gen SHOX prenesen na alternativni pohlavni
chromozom je tudiz pfiblizné 80 %. ProtozZe je rekombinacni pomér v oblasti PAR1 zhruba
50 % a protoze zhruba 80 % rekombinaci postihuje gen SHOX, je rekombinacni frekvence
mezi SHOX a PAB2 ~40 % v pfipadé meiozy u muzského pohlavi. To znamen3, Ze deletovany
gen SHOX lokalizovany na Y chromozomu ma Sanci cca 40 %, Ze bude pfenesen na
chromozom X (na potencialni dceru) a Sanci cca 60 %, Ze zlstane na chromozomu Y (a bude

tedy predan na syna) (Evers et al. 2011).

2 CentiMorgan (cM) je jednotkou urcujici relativni vzdalenost mezi geny. Jeden cM je roven 1%
pravdépodobnosti rekombinace mezi uréitymi oblastmi chromozomu béhem procesu crossing-over.
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3.3 Struktura

Gen SHOX zahrnuje oblast o velikosti pfiblizné 40 kb z celkové genomické DNA.
Sklada se ze sedmi exon( - jednoho nekddujiciho a Sesti kddujicich exon@ (Obr. 2). Sesty
exon pritom podléhd alternativnimu sestfihu - mize mit tedy dvé varianty — 6a, 6b (Rao et
al. 1997).

I Il vV Via

Obr. 2: Struktura genu SHOX (pfevzato z Blaschke and Rappold 2000).

Na genu SHOX mulZeme rozlisit nékolik dulezitych motivl. Prvnim je oblast
homeoboxu, ktery je tvoren sekvencemi exonu 3 a 4. Homeobox koduje proteinovou
homeodoménu skladajici se ze 60-ti aminokyselinové sekvence (Obr. 3), ktera umoznuje
specifickou vazbu na DNA a spole¢né s OAR doménou je zodpovédna za genovou
transaktivaci proteinu (zvySeni miry exprese proteinu) (Rao et al. 2001). Ddle pak je tato
proteinovd doména dulezitd pro dimerizaci proteinu SHOX (Schneider et al. 2005) a pro
jadernou translokaci (nasmérovani proteinu z cytoplazmy do mista jeho urceni, tedy do
jadra), nebot pravé na konci homeodomény se nachazi jaderny lokalizacni signal (,nuclear

III

localisation signal“, NLS) skladajici se ze sekvence péti aminokyselin — AKCRK na pozici 170-
174. Analyzy proteini SHOX mutovanych v této sekvenci AKCRK prokazaly, Ze protein neni
schopen transportu do jadra a zlstdva volné v cytoplazmé (Sabherwal et al. 2004).
Homeodoména se sklada ze tri helixl. Helix | a Il jsou navzajem v antiparalelni pozici. Helix II
spolec¢né s helixem Il tvofi motiv ,helix-turn-helix” (Gehring et al. 1994 in Marchini et al.
2007; Rao et al. 2001). Helix 1l je nazyvdn ,rozpozndvacim helixem“, protoZe pravé on
atakuje DNA v misté jejiho velkého Zlabku, zatimco N-terminalni ¢ast proteinu se vaze do
malého Zlabku DNA (Gehring et al. 1994 in Marchini et al. 2007; Wolberger 1996). Zajimavé
je, Zze pravé helix Ill ve své sekvenci obsahuje pétici aminokyselin AKCRK fungujicich jako
jaderny lokaliza¢ni signal (Sabherwal et al. 2004). Protein SHOX se prostfednictvim své
homeodomény preferencné vazie na palindromatické motivy typu 5 -TAAT(N),3ATTA-3’
(Marchini et al. 2007). Tak jako mnoho proteini obsahujicich homeodoménu dimerizuje
béhem své vazby na DNA, i protein SHOX vytvari homodimery a na DNA se preferenc¢né vaze
jako dimer (Rao et al. 2001). Jednonukleotidové substituce nalezeny u pacient s LWD a ISS
vedouci ke zméné aminokyseliny vFetézci voblasti homeodomény potlacily tuto
dimerizan¢ni schopnost a tim schopnost vazby proteinu na DNA. Pravé homeodoména bude

tedy pravdépodobné nezbytna pro dimerizaci proteinu (Schneider et al., 2005).
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Obr. 3: Aminokyselinova sekvence homeodomény genu SHOX. Cisla v prvnim fadku odpovidaji ¢&islovani
aminokyselin od zacatku proteinu SHOX, Cisla ve druhém radku odpovidaji ¢islovani od zacatku homeodomény
proteinu SHOX. V zeleném rdmecku zvyraznéna pétice aminokyselin oznacujicich jaderny lokalizaéni signal

(upraveno a prevzato z Schneider et al. 2005).

Druhym dulezitym motivem je doména OAR (otp, aristaless, rax; nazvy tfi genq,
u kterych byla tato doména poprvé popsana), ktera je lokalizovand na termindlnim C-konci
a je tvorena sekvenci 14 aminokyselin. OAR doménu mulzZeme nalézt pouze u proteinu
SHOXa (Obr. 4). Tato doména je dllezitd pro transkripéné-modulacni (transaktivacéni) aktivitu
proteinu SHOX (Rao et al. 2001). Na druhou stranu, transaktivac¢ni aktivita vyZaduje vazbu na
DNA, dimerizaci a jadernou translokaci a za tyto procesy je zodpovédnda homeodoména.
Nelze tedy tvrdit, Ze za transaktivaéni aktivitu je zodpovédnd pouze OAR doména (Schneider
et al. 2005). Zkracena verze proteinu SHOXb postrada informaci pro OAR doménu a z tohoto
dlvodu nemlzZe protein SHOXb fungovat jako transkrip¢ni aktivator (Rao et al. 1997). Na
druhou stranu se vSak SHOXb vaZze na stejné sekvence DNA jako SHOXa a dokonce mohou
tyto dva proteiny tvofit heterodimery. Je tedy mozné, ze SHOXb je jakymsi moduldtorem
aktivity SHOXa (Rao et al. 2001).

Exon 6a (pravdépodobné ale nikoliv exon 6b) obsahuje treti motiv a tim je
predpokladané, domnélé misto pro navazani domény SH3 (,Src homology 3“), Cili misto,
které by mohlo byt zprostfedkovatelem interakce sjinymi proteiny (Rao et al. 1997).
Vazebné domény SH3 jsou obecné nalézdny u protein(i interagujicich s jinymi proteiny
a zahrnutych v signalnich kaskadach (Koch et al. 1991 in Hintz 2002).



m -"- :.if ¥
51 T N SHOXa

L 'S?i:_f- SHOXb

homeodomena

Obr. 4: Struktura genu SHOX: homeodoména, OAR doména, umisténi jaderného lokalizaéniho signalu (,nuclear
localisation signal”, NLS) skladajiciho se z péti aminokyselin AKCRK, misto nejcastéjsi fosforylace - serin na pozici
106 (prevzato z Blaschke and Rappold 2006).

V roce 2011 vsSak doslo k prevratnému objevu skupiny Durand et al. tykajicimu se
struktury genu SHOX. Tato skupina identifikovala ¢tyfi nové exony genu SHOX (2a, 7-13, 7-2,
7-3), které vytvareji nové kddujici a neprekladané oblasti. VloZeni exonu 2a mezi exony 2 a 3
viak vede k predcasnému vzniku STOP kodonu v exonu 3, takZe vznikna zkraceny protein
(délka 124 aminokyselin), ktery postrdda homeodoménu. VétSinou vsak ktranslaci do
proteinu ani nedojde, protoZe tato mMRNA podléha degradaci v draze nesmysinych mRNA
obsahujicich predc¢asny STOP kodon (,,nonsense-mediated mRNA decay”). Pfesto byla tato
kratka mRNA detekovdna v nékolika fetdlnich a adultnich tkdnich s maximem exprese ve
fetdlnim mozku a oku a v adultni kostni dfeni a skeletalni svaloviné. Pridani novych exont 7
pfimo na 3" konec prodluzuje 3°-UTR oblast transkriptu SHOX. Exon 7-2 a exon
7-3 jsou navic pfipojeny prfimo za exon 5 a stdvaji se tak soucasti otevieného Cteciho ramce,
zatimco exon 6 chybi. Zajimavé je, Ze varianty exonu 7 nebyly exprimovany v zadné adultni
tkani, byly vSak exprimovany ve fetdlni neuralni tkdni, coz by mohlo znacit specifickou roli
téchto variant béhem c¢asného vyvoje mozku. Vétsina téchto novych sestfihovych variant je
exprimovana ve vétsiné tkani, avSak pouze velmi slabé (Durand et al. 2011). Jako zajimava se
také jevi myslenka, Ze tyto tfi nové exony 7 by mohly poskytovat nova vazebna mista pro
interakci s miRNA. Vétsina interakci mezi mRNA a miRNA se totiz odehrdva prostrednictvim
3’-UTR oblasti genu (Bartel 2004 in Durand et al. 2011). Skupina Durand et al. analyzovala
3’-UTR oblasti rliznych sestfihovych variant genu SHOX. Nejvice vazebnych mist pro miRNA
objevili v exonu 6a, ktery dava vznik zatim nejdelSi znamé 3’-UTR oblasti. Nejvétsi hustotu
vazebnych mist vSak detekovali vexonu 6b. Regulace pomoci miRNA bude tedy
pravdépodobné v nejvétsi mife provadéna pres exon 6a. Regulace prostrfednictvim
sestfihovych variant exonu 7 se zda tedy méné pravdépodobnd, nikoliv vS§ak nemoznd, nebot
bylo prokazano, Ze varianty exonu 7 jsou exprimovany ve fetalni neuralni tkani. Regulace
prostfednictvim exonu 7 by tak mohla byt tkanové specificka, fungujici jen béhem vyvoje
mozku. Casové a tkarové specificky sestfih by mohl byt zpGsoben piitomnosti rozdilnych

regulacné-sestrihovych faktor(, které funguji jako transkripcni faktory regulujici expresi genu

* sekvence izoformy proteinu SHOX obsahujici exon 7-1 je identicka se sekvenci proteinu SHOXa.
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pomoci alternativniho sestfihu pre-mRNA. Alternativni sestfih se tak mize podilet na ¢asové
a tkanoveé specifické regulaci exprese genu SHOX a stejné tak uziti rozdilnych 3°-UTR oblasti
(Durand et al. 2011).

Dulezitou aminokyselinou ve strukture proteinu je serin na pozici 106, ktery se stava
dilezitym fosforylacnim mistem (Marchini et al. 2006). Dale také arginin na pozici 147, ktery
je vysoce konzervovan napfi¢ mnoha rlznymi druhy a je lokalizovdan do oblasti
homeodomeény. Navic se pravdépodobné ucastni formovani sekundarni struktury proteinu
a ma podil i na vazbé k DNA (Jorge et al. 2007).

3.4 Exprese

Gen SHOX podléhd alternativnimu sestfihu, ¢imZz mohou vznikat dva rGzné
transkripty: SHOXa (4559 bp) a SHOXb (1952 bp). Tyto dvé odliSné mRNA jsou nasledné
translatovany do rozdilnych proteini o velikostech 292 aminokyselin a 225 aminokyselin
(Rao et al. 1997). Oba proteiny se shoduji v prvnich 211 aminokyselinach. Prvni exon je sice
soucasti mRNA, ale je nekddujici, neni tedy prekladan do proteinu (Obr. 5). Samotna
translace zacind az zhruba v poloviné exonu 2. Alternativni sestfih se pfitom tykd pouze
exonu 6 (varianty 6a a 6b), transkripty ostatnich péti exon( jsou identické. Exony 6a a 6b
maji jind fosforylaéni mista. Proteiny SHOXa a SHOXb se tedy shoduji na 5 konci, ale lisi

v C-termindlni doméné na 3" konci (Rao et al. 1997; Hintz 2002).

(T T — = ETTTIITITIN  SHOXa
ATG TGA

I Il 1l IV Vv Via

(LTI T —— -l - AT SHOXb
ATG TGA
I Il 1l IV A Vib

Obr. 5: Zobrazeni exonl: nekddujici exony vyznaceny pruhované, exony prekladané do proteinu vyznaceny

Sedé. Homeodoména zvyraznéna Cervené (prevzato z Marchini et al. 2007).

Protein SHOX vznikly expresi genu SHOX je lokalizovan v jadre, specificky se vaze na
DNA, funguje jako transkripéni regulator (konkrétné aktivator) a ma tak schopnost ovliviiovat
specifické, cilové geny (Rao et al. 2001). Bylo prokazano, Zze delece C-terminalni casti
proteinu SHOX vedou ke vzniku zkraceného proteinu, ktery jiz nefunguje jako transkripéni

aktivator (Rao et al. 2001). Vzhledem ke znacné fenotypové heterogenité pacientl



s deficienci SHOX Rao et al. rovnéz navrhli, Ze by aktivitu proteinu SHOX mohly regulovat
tkanové ¢i bunécné specifické kofaktory (Rao et al. 2001).

Exprese genu SHOX zacina jiz vrané fazi vyvoje, detekovat ji Ize jiz 33. den po
oplodnéni (Clement-Jones et al. 2000; Binder 2011). Studium lidské fetdlni tkané v Sestém
tydnu gestace ukazalo expresi tohoto genu v ¢asné se formujicich koncetinach (v distalni
Casti kosti pazni, kosti vietenni, kosti loketni, v zapésti) a v prvnim a druhém faryngedlnim
oblouku (Clement-Jones et al. 2000). V malé mire byla exprese detekovana i u dospélych lidi,
a to predevsim v organech jako jsou ledviny, jatra, plice a skeletalni svalovina (Rao et al.
1997).

Podrobnéjsi expresni analyzy u déti ukazaly expresi tohoto genu ve stfednich ¢astech
paznich kosti, v okoli distalnich koncl (rdstové ploténky) kosti pazni, vieteni a loketni a také
v nékolika kostech zapésti. Pravé exprese genu SHOX odhalena v lokti a koleni by mohla
vysvétlovat vybouleni a zkraceni predlokti a lytek u pacientl s Léri-Weillovym syndromem
(LWS), stejné tak jako vboceny loket charakteristicky pro pacientky s Turnerovym
syndromem. Madelungova deformita pozorovana u LWS muze byt vysledkem nedostatecné
¢i chybéjici exprese v distalni ¢asti kosti loketni a vieteni. Zaroven nedostatecna exprese
tohoto genu vprvnim a druhém faryngeadlnim oblouku by mohla pfrispivat k vytvoreni
fenotypu charakteristického pro divky s TS — mala az chybéjici brada a vysoce klenuté patro
(Clement-Jones et al. 2000).

Rozdil v expresi dvou variant proteinu je zavisly vyvojové a rovnéz i tkanové. Obé
izoformy vykazuji rozdilné expresni vzorce. Obecné je SHOXa exprimovan ve vice typech
tkani nez SHOXb. Nejvétsi mira exprese byla vSak u obou nalezena ve fibroblastech kostni
drené (Rao et al. 1997). Zatimco SHOXa je také exprimovan v dalSich tkdnich jako napf.
svalovina, placenta, pankreas a srdce, exprese SHOXb je omezena na fetdlni ledviny
a C¢astecné také svalovinu (Marchini et al. 2007).

Durand et al. analyzovali expresni vzorce genu SHOX pomoci RT-PCR ve 48 rlznych
lidskych tkani (3 embryonalnich, 18 fetalnich, 27 adultnich) a ¢tyfech bunécnych liniich.
Kromé toho, Ze ovéfili expresi genu SHOX v tkanich ucastnicich se télesného rlstu (jako napfr.
chondrocyty v rlstové chrupavce), prokazali expresi genu SHOX také v fadé dalSich tkani —
napf. v rliznych oblastech fetdlniho a adultniho mozku (napf. cerebellum, thalamus, bazalni
ganglia). To mlzZe poukazovat na dalsi, dosud nepopsanou funkci genu SHOX béhem
fetdlniho vyvoje mozku a také na to, Zze gen SHOX m{iZze obecné podporovat vyvoj mozkovych
funkci (Durand et al. 2011). Kromé toho, ndpadné malformace mozku nebo kognitivni
vyvojové opozdéni nebyly popsany u pacientli s LWS, Turnerovym a Langerovym syndromem
¢i u pacientl s ISS vykazujicich haploinsuficienci genu SHOX. Durand et al. se domnivaji, Ze
gen SHOX2, vysoce pfibuzny paralog genu SHOX, ktery je také exprimovan v mozku, mize

Castecné prebirat funkci genu SHOX ve vyvoji mozkové tkané u téchto pacientl. Podpora pro
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jejich hypotézu vychazi z expresnich vzorcl téchto dvou genl v oblastech mozku kurat, kde
jsou (podobné jako u clovéka) oba geny exprimovany. Expresni vzorce lidskych gent SHOX a
SHOX2 a kurecich gen(i Shox a Shox2 se prekryvaji jen ¢astecné ve vyvoji koncetin; oblast
exprese genu Shox je kompletné pokryta SirSim expresnim vzorcem Shox2 ve vyvoji kufeciho
mozku (Durand et al. 2011). Expresni vzorce genu SHOX2 u clovéka se tedy také
pravdépodobné prekryvaji sexpresi genu SHOX, a to nejen casoveé, ale
i prostorove, tkanoveé (Clement-Jones et al. 2000).

Pro presnéjsi zdokumentovani ulohy genu SHOX ve vyvoji kostni hmoty byly
provedeny imunohistochemické analyzy lidské fetalni a pubertalni ristové ploténky. Analyzy
pubertalni rlstové ploténky detekovaly protein SHOX vtermindlné diferencovanych
hypertrofickych chondrocytech, tedy v takovych burikach, kterym je preduréeno podstoupit
apoptdzu, zatimco ve fetdIni rdstové ploténce byl protein SHOX lokalizovan nejen
v hypertrofickych chondrocytech ale vmensi mife i v nediferencovanych zasobnich
chondrocytech a proliferujicich chondrocytech. Marchini et al. spekuluji, Ze protein SHOX
mulze byt v proliferujicich chondrocytech fetalni ristové ploténky pritomen v inaktivnim
stavu, popripadé Ze pozorovany rozdil ve fetalni a pubertalni chrupavce muze byt vysledkem
odlisné distribuce proteinu SHOX v rliznych stadiich vyvoje ¢lovéka (Marchini et al. 2004).

Béhem chondrogeneze je dllezité koordinovat proliferaci, hypertrofii a apoptdzu
chondrocytll, nebot pravé presna regulace téchto procest vede ke spravnému formovani
chrupavky, ktera je nasledné jakymsi ,templatem” pro osteogenezi. Bylo zjisténo, Ze exprese
genu SHOX vede kinhibici bunécného rlstu a také kapoptdze: vyzkumy potvrzuji, Ze
primarni fibroblasty (které se mohou preménit mj. na chondrocyty — burky chrupavky, ¢i na
osteoblasty — kostni buriky) exprimujici protein SHOX jsou ve svém vyvoji zastaveny v G; fazi
bunécného cyklu. Navic analyzy ukazaly, Ze burnky ve vSech zkoumanych bunécnych
systémech fibroblastl i chondrocytl s prodlouzenou expresi genu SHOX podléhaly apoptdze.
Zajimavé je, Zze tyto bunky navic zaroven vykazovaly zvySené koncentrace proteinu p53
(Marchini et al. 2004). Je znamo, Ze protein p53 hraje dlleZitou roli v regulaci bunécného
rastu a apoptozy a jeho exprese je aktivovana sérii stresovych signal(, jako je napfr.
poskozeni DNA, aktivace onkogenl a deregulace normalniho bunééného rlstu (Ryan et al.
2001 in Marchini et al. 2004). Marchini et al. tedy navrhuji, Ze gen SHOX (i spiSe jeho produkt
mlzZe byt zahrnut do komplexu mechanismi, které reguluji diferenciaci a apoptdzu
chondrocytl uvnité rGstové ploténky. Naopak exprese genu SHOX nebyla detekovana
v ostatnich bunécénych typech rlistové ploténky, jako jsou napt. osteoblasty a osteoklasty. To
by mohlo znamenat, Ze vtéchto bunéénych typech nehraje roli, ale spiSe se podili na
diferenciaci a maturaci chondrocytl (Marchini et al., 2004).

Podobné vysledky svého vyzkumu publikovali ve stejném roce (2004) i Munns et al. Ti

detekovali expresi genu SHOX v chondrocytech ridstové ploténky od 12. tydne gestace aZz do
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pozdniho détstvi. Spekuluji, Ze produkt genu SHOX mUZe hrat roli v seskupovani chondrocytu
(,chondrocyte stacking”) uvniti proliferacni zony a také v jejich diferenciaci. Nepritomnost
funkcniho genu SHOX a tim i sprdvného proteinu mizZe mit za nasledek atypickou proliferaci
chondrocytll, jejich defektni diferenciaci i jejich abnormalni uspofddani, ¢imz dochazi
k disorganizaci v rlistové ploténce. To mlze vést ke zpomaleni podélného rlstu kosti, coz by
vysvétlovalo fenotyp malého vzristu (Munns et al. 2004).

Je tedy nanejvys ziejmé, Ze gen SHOX hraje roli v regulaci bunécného cyklu a jeho
exprese je spojena s apoptdzou chondrocytd uvnitt rlistové ploténky a s poklesem bunécné

proliferace (Marchini et al. 2004).

3.5 Regulace exprese

O presné regulaci exprese genu SHOX toho zatim moc znamo neni. Prestoze
variabilita ve fenotypovém projevu je klinicky velmi dobfe zdokumentovana, mechanismy na
molekuldrni Grovni zUstavaji neznamé. Bylo identifikovano nékolik faktorl, avsak jejich
presny mechanismus plsobeni zatim zUstava zahadou. Analyzy vSak potvrzuji model
existence transkripcnich a translac¢nich kontrolnich mechanism(, které reguluji Uroven
exprese genu SHOX a syntézy proteinu SHOX (Blaschke et al. 2003).

Blaschke et al. provéfili strukturni a funkéni vlastnosti 5'-UTR neprekladané oblasti
MRNA transkribované podle genu SHOX. 5°-UTR oblast obsahuje 694 nukleotid( a sklada se
zexonu 1 a Casti exonu 2. Analyzy in vitro a bunécnych kultur odhalily alternativni
intragenovy promotor (oznacovany P,) uvnitf exonu 2 genu SHOX. Tato struktura dudlniho
promotoru vede k alternativnim mRNA s odliSnymi 5° pocatky (Obr. 6). Alternativni uZiti
dvou rtznych promotorl (jeden sidli pred exonem 1 a druhy na zacatku exonu 2) tak vede ke
dvéma rdznym mRNA lisicich se v 5’-UTR neprekladané oblasti, avSak generujici identické
proteiny. Navic 5°-UTR oblast mRNA vzniklé z prvniho promotoru obsahuje zna¢né mnozstvi
AUG kodonU a ma stabilni sekundarni strukturu, coZ by naznacovalo, Ze pravé tato oblast by
mohla kontrolovat expresi genu SHOX na urovni translace. Oba transkripty vykazuji znacné
rozdily vtranslaCni aktivité. Promotor P, generuje mRNA s vysokou ucinnosti translace,
a proto je tento promotor pravdépodobné vyuzivan pfi okamzité potrebé vysokych
koncentraci proteinu SHOX. Naopak mRNA typu 1 vznika transkripci z promotoru P;, ma
nizkou ucinnost translace a tak se pravdépodobné podili na jemném vylad'ovani koncentrace
proteinu (Blaschke et al. 2003).
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Obr. 6: Model regulace exprese genu SHOX — transkripce genu SHOX je regulovana uzitim dvou alternativnich
promotord generujicich dva typy transkriptl s identickou kédujici kapacitou avsak rozdilnymi 5°-UTR oblastmi.
Tyto 5-UTR oblasti vykazuji zna¢né rozdily v translacni aktivité. Transkript typu 1 obsahuje sedm AUG kodon(

a ma nizkou ucinnost translace (pfevzato z Blaschke et al. 2003).

Na obou stranach (,5° upstream”, ,3° downstream“) od regionu genu SHOX bylo
nékolika nezavislymi skupinami postupné identifikovano nékolik jeho regulacnich oblasti
(,conserved non-coding elements”, CNEs) — ,enhancer(”, neboli zesilovacl transkripce
(Obr. 7) (Benito-Sanz et al. 2005; Sabherwal et al. 2007; Chen et al. 2009; Durand et al.
2010). Tyto elementy, nachazejici se ¢asto ve znacné vzdalenosti (az stovky kilobazi) od genu
samotného, jsou pravdépodobné dulezité pro casovou a tkanové specifickou modulaci
exprese. Bylo prokazano, ze enhancery sidlici pred i za genem SHOX jsou aktivni pfi vyvoiji
koncetinovych pupent plodu (Sabherwal et al. 2007; Durand et al. 2010). Déle nékolik studii
nezavisle na sobé potvrdilo, Ze enhancer s oznacenim CNE9 nachazejici se za genem SHOX
pravdépodobné reprezentuje nejdilezitéjsi regulacni element v proximalni oblasti genu
SHOX, nebot pravé mutace vtomto elementu CNE9 byly nej¢astéji nalézany u pacientd
sLWD i ISS (Sabherwal et al. 2007). U pacientd s ISS byly rovnéZ detekovany delece
v enhancerech CNE8 a CNE7, tyto enhancery se nachazi rovnéz ,downstream” od genu SHOX
(Benito-Sanz et al. 2005; Chen et al. 2009). Neni pravdou, Ze delece v regulacnich oblastech
maji pouze maly efekt na fenotyp, jak se mnozi mylné domnivaji. Fenotypovy projev je vsak
velmi variabilni — mezi pacienty vykazujicimi deleci v regulacni oblasti najdeme jedince
s normalni vySkou postavy i jedince s typickym fenotypem deficience genu SHOX (Chen et al.
20009).
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Obr. 7: Prehled nejdulezitéjsich dosud identifikovanych regulacnich oblasti (,,conserved non-coding elements”,

CNEs), u kterych byla prokazana ,,enhancerova” aktivita (prevzato z Funari et al. 2012).

Delece v regulacnich oblastech nachazejicich se ,,downstream” od genu SHOX byly jiz
prokazany u pacientd s LWS a zdaji se byt celkem casté (Chen et al. 2009). Durand et al. ve
své studii zahrnujici 60 pacientl s LWS provéfrili také oblast ,,upstream” od genu SHOX, ve
které se nachazeji tfi jimi objevené regula¢ni elementy — CNE2, CNE3, CNE5 (,conserved
non-coding elements”, CNEs). Prekvapivé vSak nenalezli Zddnou mutaci vtomto intervalu
(Durand et al. 2010). Durand et al. predkladaji dvé mozna vysvétleni. Za prvé, oblasti
Lupstream” a ,downstream” od genu SHOX se znacné strukturné odliSuji: oblast
,downstream” od genu SHOX ma vétsi frekvenci repetitivnich sekvenci, coz mize vést ke
zvySenému mnozstvi deleci v této oblasti. Navic tato oblast obsahuje znaéné mnozstvi AT
sekvenci, které snadno denaturuji a tvori rlzné sekundarni struktury, protoze maji nizsi
teplotu tani. Za druhé je také mozné, fenotyp jedincl vykazujicich mutaci v ,upstream”
regulac¢ni oblasti se muze liSit od fenotypu pacientd majicich mutaci uvnitf genu Cci
v ,downstream” regulacni oblasti. Tito jedinci by tak nevykazovali béZzny fenotyp pozorovany
u pacientll s LWS, proto by také nebyli jako LWS diagnostikovani, a tudiZ nejsou vibec
soucasti studii. Je tedy mozné, ze fenotyp pacientl s mutaci v ,,upstream” regulacni oblasti
se mUze odliSovat od fenotypu zplUsobeného mutaci v genu samotném (Durand et al. 2010).
Podporu pro svou hypotézu nalézaji ve studii Bleyl et al., ktefi prezentuji pacienta, jehoz
Lupstream” regulacni oblast se translokovala na jiny chromozom a tudiz byla oddélena od
SHOX genu. Fenotyp tohoto pacienta byl ¢astecné shodny sfenotypem pacientl s LWS,
avsak v mnohém se odliSoval (Bleyl et al. 2007 in Durand et al. 2010).

Durand et al. predpokladaji, Ze také alternativni sestfih poskytuje mozZnost, jak
regulovat genovou expresi (Durand et al. 2011). Nové identifikované izoformy proteinu
SHOX by mohly byt pravdépodobné vsechny zahrnuty do jemného vyladovani regulace
exprese genu SHOX. Navic tyto nové izoformy obsahujici exony 7-2 nebo 7-3 nemaji kddovaci
kapacitu pro OAR doménu, a proto mohou mit regulacni roli pfi modulovani SHOXa aktivity
(Durand et al. 2011). Déle je také znamo, Ze izoforma SHOXa obsahuje OAR doménu
pravdépodobné z velké ¢asti zodpovédnou za transaktivacni funkci. Transkript SHOXb vsak
tuto doménu neobsahuje, a proto by mohl fungovat jako regulacni modulator aktivity SHOXa
(Rao et al. 2001).
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Regulace aktivity vS8ak mUZe probihat i na Urovni proteinu, a to predevsim fosforylaci.
Fosforylace proteinu muzZe ovlivnit jeho stabilitu, lokalizaci, afinitu k DNA i transaktivacni
potencial. Biochemické studie ukazaly, Ze protein SHOX je multi-fosforylovan in vivo na
serinovych zbytcich. V bunce tak vedle sebe mohou koexistovat r(izné fosforylované
izoformy proteinu. Pfedevsim pak ale serin na pozici 106 je hlavnim fosforyla¢nim mistem
(Marchini et al. 2006). Dulezitou roli pfi fosforylaci hraje enzym kasein kinaza Il (CKIl) — pravé
ta fosforyluje serin 106. Podporou pro hypotézu, Ze fosforylace serinu moduluje funkci
proteinu SHOX, jsou mutantni proteiny SHOX, kde je serin na pozici 106 nahrazen alaninem
(S106A). Takto defektni protein neni fosforylovan a je neschopny aktivovat transkripci,
prestoZe si stale zachovavd jadernou lokalizaci a schopnost vazby na DNA. Jaderna
translokace (nasmérovani proteinu z cytoplazmy do jadra) proteinu SHOX tedy neni zavisla
na fosforylaci serinu 106, avSak pro jeho sprdavnou funkci bude fosforylace pravdépodobné
nezbytna (Marchini et al. 2006).

Exprese genu SHOX tedy mlZe byt regulovana na urovni transkripce uZitim dvou
rdznych promotord (Blaschke et al. 2003), ,enhancerovymi“ oblastmi sidlicimi na obou
stranach (,upstream, downstream®) od genu (Fukami et al. 2006; Durand et al. 2010),
alternativnim sestfihem spfazenym s degradacni drahou nesmysinych mRNA (Durand et al.
2011) a na urovni translace fosforylaci aminokyselin v proteinu (Marchini et al. 2006).

Gen SHOX, respektive protein SHOX, vSak sam pusobi jako regulator a svym
pusobenim ovliviiuje expresi jinych, cilovych gend. Do dnesnich dni je znamo nékolik jeho
transkripc¢nich cild. Prvnim popsanym byl gen NPPB (,natriuretic peptide precursor B“), ktery
kdduje peptid BNP (,brain natriuretic peptide”). Imunohistochemické analyzy potvrdily
spole¢nou ko-expresi genid SHOX a BNP vrustové chrupavce, konkrétné v pozdné
proliferacni, prehypertrofické a hypertrofické oblasti (Marchini et al. 2007). Rappold et al.
navic prokazali, Ze BNP je proteinem SHOX regulovan pozitivné (Rappold et al. 2012). Bylo
prokazano, ze se protein SHOX mUze navdzat do 5 oblasti vedle genu NPPB a aktivovat tak
promotor NPPB. Analyza odhalila i domnélé vazebné misto pro protein SHOX,
palindromatickou sekvenci 5°-TAATGATAATTA-3’. Tato data potvrzuji, Ze proteiny SHOX
a BNP mohou pUsobit na stejné draze v maturaci chondrocytll a tim pfimo ovliviiovat vyvoj
kosti (Marchini et al. 2007).

Dalsimi identifikovanymi cily proteinu SHOX byly transkripcni faktory SOX5 a SOX6
(Aza-Carmona et al. 2011). Bylo zjiSténo, Ze protein SHOX interaguje pomoci své
homeodomény s doménou HMG nalézajici se ve strukture proteind SOX5 (SHOX-SOX5
interakce) i SOX6 (SHOX-SOX6 interakce). Nelze vsak také vyloucit, Ze i N- ¢i C-konec proteinu
SHOX reaguje s témito proteiny, coZz by mohlo pfispivat ke stabilité téchto protein-
proteinovych interakci. Mutace v genu SHOX nalezené u pacientld s LWS a ISS narusily
interakce s proteiny SOX5 i SOX6. Transkrip¢ni faktory SOX5 a SOX6 stejné jako SHOX jsou
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u Clovéka exprimovdny v hypertrofickych chondrocytech fetdlni rlstové ploténky (Aza-
Carmona et al. 2011). Bylo prokazano, ze SHOX kooperuje s témito dvéma transkripcnimi
faktory. SOX5 a SOX6 spolecné s transkripénim faktorem SOX9 tvofi tzv. ,SOX trio” (lkeda et
al. 2004 in Aza-Carmona et al. 2011) a v kooperaci s proteinem SHOX pfimo aktivuji
enhancer Agcl, ktery pozitivné reguluje expresi ,agrekanu” (coZ je chondroitin sulfat
navazany na proteoglykany), nezbytné extracelularni slozky chrupavky, ¢imZ se podili na
chondrogenezi (Aza-Carmona et al. 2011).

Zatim poslednim nové identifikovanym transkripcnim cilem je gen FGFR3 (,fibroblast
growth factor receptor gene 3“), respektive jeho promotor. Bylo prokdzano, Ze protein SHOX
pozitivné reguluje expresi FGFR3 v lidskych fibroblastech; umi se navazat a na rozlehly
promotorovy region genu FGFR3 a tim ho aktivovat. V kurecich embryich vsak protein Shox
negativné reguluje expresi genu Fgfr3. Decker et al. spekuluji, Ze protein SHOX mlzZe mit
pozitivni i negativni regulacni Uc¢inek na expresi genu FGFR3, a to v zavislosti na bunécném
prostredi, dostupnosti zatim neznamych kofaktor( ¢i pritomnosti specifickych vazebnych
sekvenci (Decker et al. 2011). Je pfitom znamo, Ze gen FGFR3 hraje dllezZitou roli ve vyvoji
koncetin a jeho poruchy jsou spojeny s achondroplazii, nejcastéjsi formou nizkého vzrlstu
a disproporéné kratkych koncetin (Horton et al. 2007 in Decker et al. 2011). Zatimco gen
SHOX ma obecné pozitivni ucinek na rlst kosti, poruchy spojené s mutaci genu FGFR3 jsou
disledkem zvySené exprese genu FGFR3. Deficience SHOX by tedy mohla zpUsobit relativni
vzestup exprese genu FGFR3 v kostech koncetin, coz by mohlo urychlit fuzi rlstové ploténky
a tim zpUsobit pred¢asné zastaveni ristu téchto kosti (Decker et al. 2011). Decker et al. navic
ukazali, Ze blizce pribuzny gen SHOX2 (,,short stature homeobox 2“) neni schopny regulovat
gen FGFR3 (Decker et al. 2011).

Porozumét presnému mechanismu regulace exprese genu SHOX tak bude
pravdépodobné klicem k vysvétleni fenotypu typického pro deficienci genu SHOX a s nim

spojené znacné fenotypové heterogenity.

4. Homology genu SHOX

Homology genu SHOX muZeme najit jak v lidském genomu, tak napfi¢ rznymi druhy
obratlovcld. Gen SHOX je napfiklad vysoce konzervovdn u ryb a slepic, ale nebyl nalezen
u zab, kralik(i a hlodavcl (Clement-Jones et al. 2000). Z tohoto divodu také jako modelovy
organismus problematiky spojené s genem SHOX slouZi kufeci embrya, jelikoZ kureci protein
Shox sdili 94 % homologie s lidskym proteinem SHOX (Obr. 8) a navic vSechny dilezité
funkcéni domény jsou na 100 % identické (Decker et al. 2011)
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Obr. 8: Porovnani sekvence lidského proteinu SHOX (SHOXa) a kufeciho proteinu Shox. Hvézdicky znaci
homologii aminokyselin. Homeobox vyznacen cervené, predpokldadana SH3 vazebna doména zelené, OAR
doména modfre (prevzato z Tiecke et al. 2006).

Uzce pfibuzny lidsky homolog genu SHOX nese nazev SHOX2 (neboli SHOT ¢&i také
0G12X) a nalézad se voblasti 3g25-26. Analyzy ukazuji, Ze oba tyto geny i jejich dalsi
homology se objevily poprvé u obratlovcli (Blaschke et al. 1998; Semina et al. 1998).
Sekvence homeodomény u genu SHOX je ze 100 % identickda se homeodoménou genu
SHOX2. Geny homologni se SHOX2 byly nalezeny u vétsiny obratlovcld. Geny SHOX a SHOX2
jsou shodné exprimovany v koncetindch a faryngealnich obloucich. Diky své vzajemné
strukturni i expresni podobnosti mohou tyto geny mezi sebou soutézit o vazbu na DNA
a také castecné kompenzovat relativni ¢i absolutni deficit toho druhého (Blaschke et al.
1998; Hintz 2002). Je znamo, Ze jedinci s mutaci v genu SHOX nejsou postizeni mentalni
retardaci. Ma se za to, Ze pravé gen SHOX2 kompenzuje nedostatecnou expresi genu SHOX
v mozkové tkani (Durand et al. 2011). Navic kéduji geny SHOX i SHOX2 identickou
homeodoménu a tudiz by méla byt teoreticky shodna i afinita kddovanych proteini k DNA
(Clement-Jones et al. 2000).

Semina et al. zastavaji nazor, Ze mysi gen Ogl2x je pravdépodobné homologem
lidského genu OG12X (SHOX2), ktery je také ¢lenem rodiny homeobox gen(. Jejich vyzkumy
totiz ukazuji, Ze lidsky protein 0G12X je ze 100 % identicky s izoformou b myssiho proteinu
Ogl2x, zatimco protein SHOX sdili pouze 86 % identity s timto proteinem Ogl2x (Obr. 9).
Navic byl lidsky OG12X zamapovan na chromozom 3g22-26 a mysi Og12x na chromozom 3p
(Semina et al. 1998). Zajimavé je, Zze mira homologie aminokyselin mezi 0G12X (SHOX2)

a Ogl2x je 99%, coz je vyrazné vice neZli homologie mezi proteiny SHOX a SHOX2, kterd ¢ini
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»pouze” 83% (Hintz 2002). Konzervace lidského a mysiho 0G12X/0g12x je znamenim vysoké
miry evolucni dlleZitosti tohoto proteinu. Navic silnd konzervace mezi geny 0G12X a SHOX
by mohla ukazovat na jejich spolecny ptivod neddvnym procesem duplikace a nasledné na

kratky cas jejich divergence (Semina et al. 1998).

1 15 16 30 31 45 46 60 61 75 76 90
OGL2X=D =—smmmmmmmmmmee mmem e R i 0
ogl2x-b e s i e 2 B e 0
ogl2x-a | OF VEERREATTYREVLE BGPLABAKEPCCVEP BRDDRSSPAVRALGE GGGAGGGGGEGGGEE GGAGGGGAGGGAGGE 90
SHOX-a | DESLODITEGGGHCP &7
EHOX-b | DSSLODITEGGGHCP &7
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0G12X=b ===== P 51
Ogl2X-b ———mmm————— 51

Ogl2x-a RSPVRELDMGARERS

SHOX-a
SHOX-b i

181 135 196 210 211 225 226 240 241 255 256 270
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EBOX-a WABYIMFEPPERGLE' TASTAF-S!

BHOX=b == ——

292

Obr. 9: Usporadani aminokyselin v lidském proteinu OG12X ve srovnani s ostatnimi proteiny ze stejné rodiny
homeobox genli — mysim Ogl2x izoformy a, b a lidskym SHOX izoformy a, b. Aminokyseliny sdilené pouze
0G12X a Ogl2x jsou vyznaceny modre, odliSna sekvence proteinu SHOX zluté, oblasti identity 0G12X, Ogl2x

a SHOX zelené (prevzato z Semina et al. 1998).

5. Patologie genu SHOX

5.1 Typy mutaci

Byla nalezena celd skala mutaci, které mohou postihovat nejen samotny gen, ale
i jeho regulacni oblasti. Zajimavé je, Ze vétSina nalezenych bodovych mutaci je soustfedéna
do oblasti homeodomény, ktera je vysoce konzervovana (Obr. 10) (Marchini et al. 2007).

Nejcastéji nalézanymi mutacemi postihujicimi gen SHOX jsou delece, at uz mensiho i
rozsahlejSiho charakteru (Schiller et al. 2000; Rappold et al. 2002). Predispozice k delecim
plyne pfedevsim zjeho lokalizace — gen se totiz rozklada v regionu s velkym vyskytem

repetitivnich sekvenci a je nachylny krekombinaci (Rappold 1993). Delece jsou pfitom
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nalézany zhruba u dvou tretin vSech pfipadu deficience produktu genu SHOX (Rappold et al.
2007). Velikost deleci pritom nekoreluje se zavaznosti fenotypu (Schiller et al. 2000). Vétsina
»de novo” deleci genu SHOX vznikd v prlibéhu meidzy, nikoli mitdzy, proto neni pfilis casta
mozaika somatickych bunék (Evers et al. 2011).

Gen vsak mohou postihnout i bodové mutace, z nichz nejasnéjsim typem jsou

»,missense” mutace (Obr. 10), tedy takové mutace, kde dojde k zaméné jednoho nukleotidu

za jiny.
304
25 "missense” mutace
B "nonsense" mutace
20- o ¥ x
O posun éteciho rdmce
G
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1—'
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Obr. 10: Cetnost a typy bodovych mutaci detekovanych v kédujicich exonech genu SHOX (pievzato z Marchini
et al. 2007).

Zaména jednoho nukleotidu za druhy muiZe, ale nemusi, znamenat zménu
aminokyseliny. Takova substituce nukleotid( (tedy zaména jednoho nukleotid( za jiny), ktera
vede k zméné aminokyseliny, méni sekundarni strukturu proteinu a tim m{Ze naruSovat
vazbu na DNA (Ross et al. 2001), snizovat dimerizacni schopnost proteinu SHOX ¢i zhorSovat
jeho transport do jadra (Schneider et al. 2005). ,Nonsense” mutace a mutace posunujici
Cteci rdmec (,frameshift“ mutace) zpusobuji pred¢asnou terminaci translace a tim vznik
zkraceného, nefunkiéniho proteinu. Nebyl nalezen Zadny rozdil ve fenotypu pacient(

v zavislosti na tom, jaky typ mutace vykazuji (Rappold et al. 2007).
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Nejen mutace uvnitf genu SHOX, ale i mutace vjeho regulaénich oblastech®
nachazejicich se v okoli, mohou vést kfenotypu nizkého vzristu. Regulacni elementy
(pfedevsim ,enhancery”) mohou byt funkéni pouze v nékterych bunécnych typech. Delece
v regulacnich oblastech byly odhaleny ¢astéji u pacientl s LWS v porovnani s pacienty s ISS.
Je tedy moiné, Ze delece venhancerovych regulacnich oblastech mohou vést ke
zfetelnéjSimu fenotypu. Pfikladem muze byt pravé zdvazinéjsi fenotyp u LWS (Chen et al.
2009).

Byla zaloZena i databaze lidského genu SHOX, aby poskytla |ékafim a védclm rychly
ptistup k hlavnim informacim o viech jeho zndmych mutacich’ asociovanych s malym
vzristem (Niesler et al. 2002). Tato databaze je pro vSechny zdjemce on-line pfistupna na

www.shox.uni-hd.de a lze v ni najit nejen sumarni tabulky vSech detekovanych mutaci, ale

i alelické varianty tohoto genu vcetné jednonukleotidovych polymorfismi bez efektu na

fenotyp a dale i charakteristiky poruch spojenych s deficienci genu SHOX.

5.2 Fenotyp asociovany s deficienci genu SHOX

Klinické projevy deficience proteinového produktu genu SHOX vykazuji znacnou
fenotypovou variabilitu. U rdznych jedincl se fenotyp projevuje rGznymi zpUsoby a v rlizné
mife, a to dokonce i mezi postizenymi ¢leny jedné rodiny, ktefi sdileji identicky molekuldarni
defekt (Jorge et al. 2007). Vysvétleni tohoto fenoménu muizeme hledat v modifikaci gend,
v alternativnich sekvencnich variantach genu, v regulaci na dlouhé vzdalenosti (,long-range
effect”), v epistdzi, v epigenetickych interakcich, v regulacnim efektu pohlavnich hormon(
a stochastickém efektu (Schiller et al. 2000). Je zajimavé, Ze na rozdil od ostatnich poruch
vzristu (jako je napr. nedostatek rdstového hormonu) postihuje deficience genu SHOX ve
vétsi mife Zeny nez muze. Navic jsou skeletdlni defekty u Zen mnohem zavainéjsi a jeSté maji
tendenci se zhorSovat s ndstupem puberty (Ogata et al. 2001). Otdzkou z(stava, pro¢ tomu
tak je. Existuje nékolik hypotéz, avSak uspokojivé vysvétleni zatim nebylo predlozeno.

Prvni hypotéza vysvétluje tento fakt vétSi koncentraci estrogenu u Zen. Zda se, zZe
u zdravych Zen produkty genu SHOX funguji jako antagonisté estrogenu (Ogata et al. 2001).
Navic bylo prokazano, Ze estrogen urychluje programované starnuti ristové ploténky, coz
ma za nasledek jeji predéasnou fuzi a tim ukonceni rlistu (Weise et al. 2001 in Ross et al.
2001).

Druhd hypotéza pro Castéjsi postizeni Zen zohledriuje genetické hledisko. Delece

SHOX (X) jsou popisovany mnohem castéji nez delece SHOX (Y), coz mlze znamenat, Ze gen

4 Regulaéni oblasti spolu s navazanymi transkripénimi faktory hraji roli v dosazeni odpovidajiciho stupné genové
exprese.

>V této databazi nejsou do prehledu mutaci zahrnuty rozsahlé delece, které vsak tvori vétsinu vSech dosud
detekovanych mutaci.
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SHOX na chromozomu X je vice nachylny k delecim neZ gen SHOX na chromozomu Y (Binder
2011).

Treti hypotéza rika, Ze pocet postizenych jedincl Zenského pohlavi neni vyssi nez
pocet postizenych jedinci pohlavi muZského. Cetnost mutaci u Zen i u muzd je stejna.
Zavaingéjsi fenotypovy projev u Zen ma vsak za ndsledek castéjsi diagnostikovani mutace
genu SHOX. Muzi s méné zretelnym fenotypem zkratka nejsou diagnostikovani, prestoze
poruchu v genu SHOX maji (Ross et al. 2001).

Deficience genu SHOX je Casto familidrni zalezZitosti. Déti s mutaci v genu SHOX maji
daleko castéji pribuzného prvniho stupné, ktery rovnéz vykazuje mutaci vtomto genu.
A naopak pouze malé procento déti s poruchou v genu SHOX takového pribuzného nema
(Rappold et al. 2007).

K typickému fenotypovému projevu patfi maly vzrlst. Kromé toho vsak pacienti
s deficienci produktu genu SHOX vykazuji bud vSechny, nebo alespon nékteré ztéchto

dalSich abnormalit, které jsou viditelné pouhym okem (Hintz 2002):

- mezomélie
- Madelungova deformita
- cubitus valgus (vboceny loket)

- svalova hypertrofie

Velmi ¢astym jevem u mnoha pacient( s deficienci genu SHOX je pravé mezomélie.
Jedna se o zkraceni stfednich segmentUl kosti predlokti a vyrazné zkraceni nohou, predevsim
lytek. Délka trupu vSak byva normalni, a proto ma postizeny jedinec zcela zménéné télesné
proporce. U malych pacient(l vSak disproporce nemusi byt tak zretelna.

Napadnym rysem postiZzenych jedincd byva i Madelungova deformita. Tuto deformaci
zapésti spojovanou s deficienci genu SHOX popsal jako prvni némecky Iékar Otto Wilhelm
Madelung v roce 1878. Je charakteristicka zkracenim a vybocenim kosti vieteni (radius),
dorzalni dislokaci kosti loketni (ulna) a deformaci zapésti zplsobenou abnormalnim
usporadanim zdpéstnich klstek (Obr. 11; Obr. 12). Pfi¢inou je porucha ve vyvoji distalni
epifyzy kosti vieteni (Hintz 2002): ¢ast epifyzy radia vykazuje neorganizovany rist, coZ vede
k vybouleni radia a nasledné predcasné fuzi této epifyzy (Langer 1965 in Ross et al. 2001).
Madelungova deformita se zacind rozvijet vrané fazi puberty, do této doby nebyva
pozorovana, avSak nékteré znaky ukazujici na jeji mozny vznik mohou byt pozorovany
radiograficky uz od tfi let véku (Ogata et al. 2001; Flanagan et al. 2002). Studie nezavisle na
sobé potvrdily, Ze Madelungova deformita je zavainéjsi u Zen (Ross et al. 2001). Néktefri
pacienti s Madelungovou deformitou maji dokonce deficit v rotaci predlokti a snizenou

schopnost supinace a pronace (Binder 2011).
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Obr. 11: Frontalni a lateralni RTG snimek dospélého pacienta s Madelungovou deformitou (pfevzato z Schiller

et al. 2000).

Obr. 12: Fotografie levého predlokti Zeny s rozvinutou Madelungovou deformitou (prevzato z Kant et al. 2011).

U pacientq, pfedevsim u muzd, se mizeme setkat také se svalovou hypertrofii. Jedna
se 0 narust svalové hmoty z divodu zvétSeni jednotlivych svalovych vldken. Pocet svalovych
vldken vSak z(stava konstantni. Z tohoto dlvodu maji také pacienti s mutaci genu SHOX
prokazatelné vyssi body mass index (BMI) neZ pacienti bez defektu v genu SHOX (Rappold et
al. 2007). S pozorovanou muskuldrni hypertrofii vyvstavd otazka, zda neni protein SHOX
zapojen (at uz pfimo ¢i nepfimo) do néjaké hierarchické kaskady transkripénich faktor(

regulujicich skeletalni myogenezi, nebot obé izoformy SHOXa i SHOXb jsou exprimovany ve
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skeletdlni svaloviné. Produkt genu SHOX by tedy mohl ovliviiovat i vyvoj svaloviny (Schiller et
al. 2000).

K dalSim abnormalitdm, které lze (vétSinou) odhalit pouhym okem patfi zkracené
zaprsti a zanarti, skolidza, vysoce klenuté patro, mald az chybéjici brada a v neposledni fadé
i kratka chodidla a dlané (Rappold et al. 2007).

Dulezitym znakem jsou i antropometrické miry. Pacienti s deficienci produktu genu
SHOX maji vétsi vysku vsedé adjustovanou na celkovou vysku (vyska v sedé/vyska celkova)
i vétsi obvod pazi, stehen a lytek (coZ je odrazem svalové hypertrofie). Naopak maji nizsi
vysku adjustovanou na rozpéti pazi (rozpéti pazi/vyska celkovd) a samoziejmé zkracené
predlokti i dolni koncetiny (Rappold et al. 2007).

Dalsi patologie, které nejsou patrné na prvni pohled, mohou byt u pacientli odhaleny
radiograficky (Langer 1965 in Binder 2011; Hintz 2002). Patfi mezi né:

- vyboceni nebo vybouleni kosti holenni (tibia)

- triangularizace hlavice (distalni epifyzy) kosti vietenni — tato trojuhelnikovitost
distalni radidlni epifyzy (Obr. 13) je pfitomna u vétSiny Zen s Turnerovym
syndromem, neni vsak tak béZna u pacientl s Léri-Weillovym syndromem

- abnormalni kréek kosti stehenni

- vyrlstky pripominajici formovani nové, malé kosti na proximalni strané kosti
holenni ¢i lytkové

- pozménéné usporadani kosti v zapésti — polomésicita kost (os lunatum) se stava
jakymsi ,klinem”“ a vmezefuje se mezi kost vrietenni a loketni. Takovéto
usporadani zapéstnich klstek pfipomina tvar obracené pyramidy, pficemz pravé
polomésicita kost se stava vrcholem této pyramidy, a proto se tento jev nazyva
pyramidalizace karpalni krajiny (Obr. 13)

- zkraceni zaprstnich a zandrtnich kdstek a rozsiteni vnéjsi strany metafyzy

- radiografické projasnéni — distalni konec radia absorbuje méné radioaktivni
energie, a proto se na rentgenovém snimku jevi tmavéji nez okoli (Obr. 13); tento
jev je zplUsoben nizsi hustotou kostni hmoty v této oblasti (naopak oblasti s vétsi
hustotou absorbuji vice radioaktivni energie a jevi se svétleji); projasnéni radia se
zda byt predstupném vzniku Madelungovy deformity a Ize ho pozorovat uz od tfi
let véku (Ogata et al. 2001; Ross et al. 2001; Ross et al. 2005)
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Obr. 13: Hlavni radiologické znaky deficience genu SHOX v porovnani s normalnim vzhledem zapésti (prevzato
z Binder 2011).

5.3 Klinické nasledky poruch genu SHOX

5.3.1 Léri-Weilltiv syndrom (LWS, LWD)

Léri-WeillGv syndrom (LWS) neboli Léri-Weillova dyschondrostedza (LWD) je dusledek
heterozygotni formy deficience genu SHOX (haploinsuficience — ztraty funkce jedné alely
genu SHOX), ktera byla poprvé popsana v roce 1929 Lérim a Weillem. Jednd se o dominantné
dédénou formu skeletdini dysplazie s charakteristickou disproporéné malou postavou
a mezomélii. Zcela typickym fenotypovym projevem je pak Madelungova deformita, ktera je
pfitomna témér u vSech dospélych pacientl. Prvni znamky rozvoje Madelungovy deformity
u déti mohou vsak byt odhaleny pouze radiograficky. Prvotni radiologické zmény jsou pfitom
patrné mezi druhym aZ patym rokem (Schiller et al. 2000).

U nékterych pacientll se také setkdvame sfenotypem, ktery je typicky spiSe pro
Turnerdv syndrom. Jednd se zejména o vysoce klenuté patro a skolidzu. Zajimavé je, ze
pokud jedinec tento fenotyp vykazuje, pochazi jeho mutovana alela genu SHOX vétSinou od
matky (lokalizovan na materndlné zdédéném chromozomu). Hovofit o tom, jaky vliv na

fenotyp ma mutace genu SHOX v zavislosti na parentalnim plivodu chromozomu, je vsak

-23-



znaéné kontroverzni (Ross et al. 2001). Zadné jiné studie neodhalily fenotypové rozdily
v zavislosti na plivodu mutovaného genu, a proto bude tato myslenka nejspise scestna.

U 50 - 100 % (v zavislosti na studii; Schiller et al. 2000; Ross et al. 2001; Rappold et al.
2007; Chen et al. 2009) pacient(i s LWS je detekovana delece ¢i jind mutace v genu SHOX
nebo v jeho regulacnich oblastech. Odlisnosti v ¢etnosti mutaci genu SHOX u jednotlivych
studii mohou byt zpUsobeny etnickymi rozdily mezi populacemi (Jorge et al. 2007) (i
pouzitim rozdilnych metod k identifikaci mutaci u téchto jednotlivych studii (Rappold et al.
2007). Ve studii Schiller et al. byla zavazinost fenotypu s LWS nezavisla na pritomnosti Ci
absenci mutace genu SHOX. Také nebyl rozdil v primérném vySkovém SDS u jedinci s LWS
s mutaci v genu SHOX a jedincd s LWS bez mutace v genu SHOX. Celkovy fenotyp vsak byl
zavaznéjsi u Zen (Schiller et al. 2000). Stejné vysledky pfinesla i dalsi studie — LWS byl
mnohem Castéjsi u Zen (3:1) a také jejich fenotyp byl zavaznéjsi, naopak vyskové z-skére bylo
u Zen i u muzd stejné. Navic vysledny fenotyp nezavisel na tom, zda byl mutovany gen SHOX
na potomka prenesen od matky ¢i od otce (Ross et al. 2001). Schiller et al. zastavaji nazor, ze
LWS je geneticky heterogenni onemocnéni, které mize byt zplsobeno mutaci v rliznych
genech (Schiller et al. 2000).

5.3.2 Langerlv syndrom

Langerdv syndrom je relativné vzacny v poméru k odhadované ¢etnosti mutaci genu
SHOX. Ve skutecCnosti se vlastné jedna o homozygotni formu Léri-Weillova syndromu
(Espiritu et al. 1975 in Shears et al. 2002) Cili o disledek homozygotni deficience genu SHOX
(Belin et al. 1998 in Niesler et al. 2002; Shears et al. 1998 in Hintz 2002). Ddvodem je mutace
v obou kopiich genu SHOX. Byl vsak jiz prokdzan i prfipad homozygotni mutace (konkrétné
rozsahlé delece) v regulacnich oblastech obou alel genu SHOX, které rovnéz vedly ke vzniku
Langerova syndromu. Tato homozygotni delece zasahujici regulacni oblasti obou alel genu
SHOX byla prokazana u potraceného plodu, jehoz oba rodice s diagnostikovanym LWS méli
rozsahlé heterozygotni delece regulacnich oblasti, které byly identické sdelecemi
nalezenymi u jejich plodu (Bertorelli et al. 2007).

Pacienti s Langerovym syndromem vykazuji extrémné maly vzrist a zavainé
dysmorfie kosti konéetin. Casto dochazi k hypoplazii nebo aplézii kosti loketni a lytkové. Tyto
tézké skeletdlni malformace jsou u téchto jedinch patrné jiz pfi narozeni (Langer 1967 in
Hintz 2002; Shears et al. 2002).

Do dnesSnich dni byla prokdzdna a publikovdana jen hrstka pfipad( jedincl
s Langerovym syndromem, coz poukazuje na jiz zminénou raritu jeho vyskytu (Shears et al.
2002). Zatim nejvétSim zkoumanym vzorkem byla skupina péti jedincl, vsichni vykazovali

abnormality v genu SHOX, u tfech z nich se jednalo o mutace v obou alelach. Prestoze kazdy
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jedinec mél jiné typy mutaci, vSichni vykazovali stejny fenotyp — vyrazné mala postava,
extrémné zkracené a deformované kosti koncetin, Madelungova deformita (Obr. 14). VSichni

proto byli diagnostikovani jako jedinci s Langerovym syndromem (Zinn et al. 2002).

Obr. 14: Fotografie péti jedinct s Langerovym syndromem (prevzato ze Zinn et al. 2002).

5.3.3 Idiopaticky maly vzrist

Idiopaticky maly vzrlst (,idiopatic short stature”, ISS) je charakteristicky vyrazné
malou postavou (< -2 SDS), trvale nizkym tempem rlstu a neustale se snizujici rdstovou
krivkou, pficemZ neexistuje zadny ocividny dlikaz systémové choroby, ktery by tento maly
vzrlst vysvétloval (malnutrice, hypotyredza ¢i nedostatek rdstového hormonu) (Hintz 2002).
Fenotypovy projev jedincl s ISS se pfilis nelisi od fenotypu pacient s LWS. Presto jsou vsak
znaky, které mnohem castéji nalézame u pacientd sLWS — jednd se predevsim
o Madelungovu deformitu a zkraceni predlokti (Rappold et al. 2007).

Rao et al. zkoumali 91 pacientll postizenych idiopatickym, tedy zdanlivé
,bezpricinnym“, malym vzrlstem, aby zjistili, zda je u nékterého z nich pfitomna mutace
genu SHOX. Z onéch 91 pacientli mél pouze jeden pacient ,nonsence” mutaci v tomto genu
a tato mutace méla za nasledek vznik zkraceného a nefunkcniho proteinu (Rao et al. 1997).

Rappold et al. provedli studii na 900 pacientech sISS. Mutaci v genu SHOX vsak
vykazovalo pouze 2,4 % z nich (Rappold et al. 2002). Dalsi studii provedli Rappold et al. na
1534 pacientech s ISS. Ze vsech téchto pacientl vSak pouze 2,2 % vykazovalo deleci v genu
SHOX ¢i jinou mutaci (Rappold et al. 2007).

Také Jorge et al. provedli studii s 63 pacienty s ISS. Pouze 3,2 % z nich vSak vykazovalo
néjakou mutaci v genu SHOX (Jorge et al. 2007).

V roce 2009 provedli Chen et al. studii zamérenou na detekci mutaci nejen uvnitf
genu SHOX, ale i vjeho regulacnich oblastech. Z celkového poctu 735 pacientld rGznych
etnickych prislusnosti jich 4,9% vykazovalo mutaci v genu SHOX ¢i vjeho regulacnich
oblastech (Chen et al. 2009).
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Drivéjsi studie ISS se zamérovaly na detekci mutaci pouze uvnitf genu SHOX (napf.
Rao et al. 1997; Rappold et al. 2007). Nové analyzy vsak potvrzuji, Ze je dlleZité provérit
i regulacni oblasti nachazejici se v okoli. Je tedy pravdépodobné, Ze procento defektl genu
SHOX by u vySe uvedenych starSich studii bylo vyssi, pokud by v téchto studiich byly zahrnuty
i pripadné odhalené mutace vregulacnich oblastech. Avsak i presto by toto Cislo bylo
nejspiSe nizké. Porucha genu SHOX (v¢etné jeho regulacnich oblasti) tak pravdépodobné
bude plvodcem jen malé Casti jedinct postizenych idiopatickym malym vzristem (Rappold
et al. 2002) a jejich stejny fenotyp bude tedy nejspiSe zplsoben mutacemi v riznych genech
(Rappold et al. 2007).

Pacienti s ISS vykazuji spiSe nizsi az prdmérné hodnoty body mass indexu (BMI) a jak
jiz bylo feceno, neni u vétsiny z nich detekovana mutace v genu SHOX. Naopak u jedincl
s LWS a detekovanou poruchou genu SHOX je Casto zfetelnd svalova hypetrofie. Tento fakt je
tak dalSi podporou pro hypotézu, ze gen SHOX pravdépodobné hraje roli ve vyvoji svaloviny
(Schiller et al. 2000; Rappold et al. 2007).

5.3.4 Fenotyp Turnerova syndromu

Vyznamnou roli pravdépodobné hraje heterozygotni deficience genu SHOX
i u pacientek s Turnerovym syndromem6 (TS). Vice nez 90 % Zen s Turnerovym syndromem
vykazuje abnormdlné maly vzrlst a pravé ztrata funkénosti jedné alely genu SHOX by mohla
byt zodpovédna za tuto slozku jejich fenotypu (Clement-Jones et al. 2000). Prestoze témér
vsechny pacientky s Turnerovym syndromem trpi de facto deficienci genu SHOX, a proto by
se u nich ocekavala pfitomnost stejnych fenotypovych projevi jako u pacientl s LWS, ne
vidy tomu tak je. Zeny sTurnerovym syndromem vykazuji Sirokou 3$kdlu skeletdlnich
abnormalit. Nékteré z abnormalit jsou vSak u nich mnohem ¢astéjsi, nez u jedinc s LWS —
jednd se napf. o vboceny loket, malou az chybéjici bradu, hluboce klenuté patro, kratké
zaprstni kdstky. Pozoruhodné také je, Ze pouze u zlomku Zen s TS (cca 8 %) dojde k rozvoji
Madelungovy deformity a mezomélie, které jsou naopak zcela typické pro Léri-WeillGv
syndrom (Ross et al. 2005; Rappold et al. 2007). Tento paradox dosud nebyl uspokojivé
s Turnerovym syndromem (Rappold et al. 2007). To, Ze maji divky s TS deficit steroidnich
pohlavnich hormon(, by je tak paradoxné mohlo chranit pfed vznikem Madelungovy

deformity. Naopak pacienti s LWS maji vétSinou normalni ovariadlni funkci a jsou tak

® Turnertiv syndrom je zpUsoben ztratou ¢i rozsahlejsi strukturaini prestavbou jednoho chromozomu X (Zinn et
al. 1993 in Binder et al. 2001). K nejcasté;jsi strukturalni prestavbé patfi izochromozom i(Xq), ktery se sklada ze
dvou dlouhych ramének oddélenych centromerou. Zcela tedy postrada kratké raménko (Xp) a tudiz i gen SHOX
(Hook and Warburton 1983 in Binder et al. 2001).
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vystaveni vlivu estrogen(, coz by mohlo podnécovat rozvoj Madelungovy deformity. Proti
této hypotéze vsak hovori fakt, Ze Madelungova deformita se objevuje jiz u prepubertalnich
jedinct obou pohlavi (Ross et al. 2001; Ross et al. 2005). Dalsi hypotéza, ktera by vysvétlila
malou incidenci Madelungovy deformity u divek sTS (a karyotypem 45,X), pfindsi jiné
vysvétleni: ztrata nékterych gent, které mohou souviset s ristem a které se nachazi mimo
pseudoautozomalni oblast, miZe mit modifika¢ni efekt a mdze zmirnit abnormalni vyvoj
a rUst radia (Shears et al. 1998 in Ross et al. 2001).

Zeny sTurnerovym syndromem vsak vykazuji je$té daldi abnormality, jako jsou
napfiklad poruchy renalni ¢i cévni soustavy, predevsim srdce. Pfi organogenezi ledvin a srdce
vSak v téchto organech nebyla detekovana zadna, Ci jen velmi nizkd exprese genu SHOX, gen
SHOX tedy pravdépodobné neni zodpovédny za tyto typy patologii (Clement-Jones et al.
2000).

Dle studie Ross et al. je pramérny vyskovy deficit u divek s TS prevedeny do
z-skore -3,2 SD. Oproti tomu pramérny vyskovy deficit u pacientd s LWS je -2,2 SD. Ross et.
al. se domnivaji, Ze haploinsuficience genu SHOX je odpovédna za zhruba dvé tretiny
vySkového deficitu u pacientek s TS, za zbytek vyskového deficitu mohou jiné geny (Ross et
al. 2001).

5.3.5 Nadbytek kopii SHOX genu

Nadbytek kopii genu SHOX muzZe byt asociovan svyssim vzristem (Binder et al.
2001). Jedinci s Klinefelterovym syndromem (47,XXY) maji ve své genomické DNA tfi kopie
genu SHOX, stejné tak jako Zeny s karyotypem 47,XXX (trisomie X chromozomu; ,triple X
syndrom”). Jedinci s Klinefelterovym syndromem maji dlouhé koncetiny, velkd chodidla
i dlané a vykazuji snizenou funkci gonad. Jejich ristova kfivka je zpocatku standardni, avsak
v obdobi puberty se za¢ne odchylovat. Ogata et al. zastavaji nazor, Ze za jejich vysokou
postavu jsou odpovédné dva faktory. Prvnim je pravé pritomnost tfi kopii genu SHOX.
Druhym je sniZzena funkce gonad u téchto jedincl, nebot nedostatek estrogenu prodluZuje
rastovou periodu z didvodu zpozidéného uzavirani ristové ploténky. Podavani estrogend
muzZe byt efektivnim feSenim jak zabranit rozvoji nadmeérné vysoké postavy a indukovat
pubertalni vyvoj (Ogata et al. 2001).

V roce 2001 publikovali Binder et al. svou studii, ve které popisuji pacientku vysoké
postavy s fenotypem Turnerova syndromu a gonadalni dysgenezi. Geneticka analyza u této
divky potvrdila duplikaci raménka Xp a ¢astec¢nou deleci raménka Xq. Z tohoto dlivodu méla
tato divka tfi kopie SHOX genu. Binder et al. navrhli, Ze kombinace tfi kopii SHOX genu se

soucasnym nedostatkem estrogen( zplisobuje rozvoj vyssi postavy (Binder et al. 2001).
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Na zakladé své studie vSak vroce 2010 formulovali del Rey et al. jinou hypotézu.
Publikovali studii dvou pacientek srozdilnym fenotypem, ale stejnou strukturdlni
abnormalitou chromozomu X. FISH analyza odhalila u obou divek pfitomnost dvou kopii
genu SHOX na jednom chromozomu X. Prvnim pacientem byla divka s vysokou postavou,
poruchami chovani a normalnim pubertalnim vyvojem. Abnormalni chromozom byl pritomny
ve vSech studovanych burikdch. Karyotyp jejich rodi¢i byl zcela normalni. Druhym pacientem
byla rovnéz divka. Ta vSak méla nizky vzrast, mirny fenotyp Turnerova syndromu a gonadalni
dysgenezi. Jeji karyotyp byl mozaikovy 45,X/46,X,r(X). Karyotyp jejich rodicd byl normalni.
U obou dvou pacientek zplsobila duplikace Useku Xp translokovana na deletovany Xq
triplikaci pseudoautozomalni oblasti 1 (PAR1), ve které se nachazi i gen SHOX (Xp22.3). Rey
et al. zastavaji nazor, ze vice kopii genu SHOX bez deficitu estrogenu (tedy u pacientek
s normalni ovaridlni funkci) mlze v nékterych pfipadech indukovat excesivni vysku. Avsak
kombinace nadbytku kopii genu SHOX s deficienci estrogenu (tedy u pacientek s gonadalni
dysgenezi) nemusi byt nutné nasledovana vysokou postavou (del Rey et al. 2010).

Vliv vice kopii genu SHOX na vysku postavy viak stdle neni uspokojivé objasnén (del
Rey et al. 2010). Néktefi se domnivaji, Ze gen SHOX (nebo spiSe jeho produkt) by mohl
potlacovat fuzi rlstové ploténky, avsak proti nému pUsobi opacna sila estrogent. Za
normalnich okolnosti jsou obé sily v rovnovaze. Pokud vSak chybi jedna alela genu SHOX ¢i je
tato poskozena, sila ucinku estrogen( prevladne, dochazi k pfedc¢asnému uzavirani rlistové
Stérbiny (ploténky) a tim k nenaplnéni rlistového potencidlu (Ogata et al. 2002 in del Rey et
al. 2010).

6. Diagnostika

Vcasné urcend diagndza pomoci molekularné-genetickych metod je nezbytna pro
brzké zahajeni hormonadlni [éCby. Porodni délka déti s deficienci genu SHOX je vétSinou
pramérna, nebo jen lehce podprlimérna, proto je velmi tézké diagnostikovat poruchu genu
SHOX u takto malych pacientl. Vyskovy deficit se zacina projevovat béhem prvniho roku
Zivota, avsak vice patrny je aZ v predSkolnim véku ditéte (Ross et al. 2005; Binder 2011).
Navic v détském veéku vétSinou chybi typické skeletalni abnormality, jako je naptiklad
Madelungova deformita. Ta se zacind plné rozvijet az s ndstupem puberty, coz potvrzuje
hypotézu, Ze pfi jejim vzniku hraji roli estrogeny (Rappold et al. 2002). Existuji vSak typické
radiografické znaky na kostie zapésti, které mohou predpovidat vznik Madelungovy
deformity. Vyjimku tvofi pouze novorozenci s Langerovym syndromem, u kterych jsou ihned
po narozeni vidét tézké malformace koncetin (Shears et al. 2002).

Pfi diagnostikovani deficience genu SHOX v klinické praxi by méla byt provedena

auxologicka analyza télesnych proporci, zmapovany viditelné abnormality a malformace
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a dale by také mély byt zdokumentovany radiografické znaky, pfedevsim na kostfe hornich
koncetin (Binder 2011). Dale by se méla brat v potaz i rodinna anamnéza a historie, protoze
velkd ¢ast pozorovanych abnormalit v genu SHOX jsou familiarniho charakteru (Ross et al.
2001). Diagndza deficience genu SHOX by pak nakonec méla byt potvrzena genetickou
analyzou.

Pravé kvybrani nejvhodnéjSich kandidatl pro cilené genetické testovani (a tim
i k casné detekci mutaci genu SHOX) vyvinuli Rappold et al. tzv. skdérovaci systém (Tab. 1).
Ten definuje diagnosticka kritéria a ma tak pomoci Iékarlim identifikovat pacienty
s pravdépodobnou patologickou abnormalitou v genu SHOX. Lékari pak mohou tyto pacienty
déle testovat, zda mutaci v genu SHOX opravdu vykazuji. Tato skdorovaci tabulka zahrnuje tfi
antropometrické proménné a pét dimorfickych znakll; zohlednuje ty nejtypictéjsi
a nejcastéjsi fenotypové projevy deficience genu SHOX. Kazdému fenotypovému projevu je
pridélen urcity pocet bod(, body za jednotlivé poloZky se scitaji podle toho, které z danych
fenotypovych znakl pacient vykazuje; pokud pacient dosahne urcitého bodového skore, je

vhodnym kandidatem pro testovani mutace genu SHOX.

posuzovany znak kritérium pocet bodt
pomér rozpéti pazi/vyska celkova <96,5% 2
pomér vyska v sedé/vyska celkova >55,5% 2
BMI [kg/m2] > 50. percentil 4
cubitus valgus (vboceny loket) ano 2
zkracené predlokti ano 3
ohnuti, vyboceni predlokti ano 3
pfitomnost svalové hypertrofie ano 3
dislokace ulny (v lokti) ano 5
celkem 24

Tab. 1: Skérovaci systém (prevzato a upraveno z Rappold et al. 2007).

Pokud pacient vykazuje vSechny znaky obsazené vtabulce, dosdhne maximalniho
skére 24 bod(l. Hranice bodu, od které by se mél pacient podrobit testu na mutaci v genu
SHOX, vsak neni pevné dana. Pokud byla jako hranice zvolena hodnota > 4 body, senzitivita
byla 71 % a hodnota pozitivni predikce byla 11 %. Pokud vSak byla jako hranice zvolena
hodnota > 7 bod(, senzitivita klesla na 61 %, zatimco hodnota pozitivni predikce vzrostla na
19 % (Rappold et al. 2007). Je obtizné rozhodnout, kterd hranice poctu bodd ma byt
pouzivana. Rliznému poctu bodl odpovida i rizna senzitivita a hodnota pozitivni predikce.
Pokud budeme brat jako hranici hodnotu ¢tyf bodd, budeme zbyteéné testovat pfilis mnoho

jedincl, avsak zase mame Sanci zachytit (témér) vSechny s mutaci v genu SHOX. Naopak
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pokud budeme brat jako hranici hodnotu sedmi bod(, tak pokles senzitivity bude znamenat,

Ze ne vsichni pacienti s mutaci v genu SHOX budou identifikovani (Graf 1).

specificita

-

% 100
90 |—
80 |—
70 |
60— E{//
501
40—

30 —
20 —

Py

hodnota pozitivni predikce

senzitivita

I Y B .l
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

bodove skore

Graf 1: Zavislost senzitivity, specificity a hodnoty pozitivni predikce na ziskaném poctu bodu. Specificita udava
pravdépodobnost, s jakou test ukdze negativni vysledek u ¢lovéka bez mutace. Senzitivita vyjadfuje citlivost
testu, tedy pravdépodobnost pozitivniho vysledku u ¢lovéka s mutaci. Hodnota pozitivni predikce znamena
pravdépodobnost pritomnosti mutace u clovéka s pozitivnim vysledkem testu. VertikaIni linie reprezentuji

hranici > 4 body, respektive > 7 bodl (pfevzato a upraveno z Rappold et al. 2007).

K pfesné diagnostice mutaci v genu SHOX se pro védecké ucely i pro ucely klinické
praxe pouziva celé spektrum molekularné genetickych metod (MLPA, mikrosatelitni analyza)
i metod molekuldrni cytogenetiky (FISH, komparativni genova hybridizace CGH). Po mnoho
let byla k detekci mutaci v genu SHOX vyuzivana metoda FISH (,fluorescence in situ
hybridization”). Tato metoda vsSak byla znacné ndkladna. Mikrosatelitni analyza je sice
efektivni, ale jeji hlavni nevyhodou je, Ze pracuje pouze s parentalni DNA (D'Haene et al.
2010). Jako nejlepsi se z hlediska klinické praxe jevi metoda MLPA (,multiplex ligation-
dependent probe amplification”). V porovnani s mikrosatelitni analyzou ¢i metodou FISH ma
MLPA veétsi citlivost, umi odhalit i malé delece aniz by potfebovala pfesné zacileni. Navic je
méné finanéné nakladna a méné casové narocna. V pfipadé, Ze metoda MLPA neodhali
deleci (protoZe prdvé delece tvofi zhruba tfi Ctvrtiny vSech mutaci genu SHOX), je vhodné
pristoupit k pfimému sekvenovani exonli genu SHOX, které odhali bodové mutace (Funari et
al. 2010). Jako vhodna alternativa pro detekci prestaveb v genu SHOX i pro detekci mutaci
v regulaénich oblastech pro védecké Ucely i pro ucely klinické praxe se jevi nova metoda

molekuldrné-genetického testu zaloZzeného na kvantitativni PCR (gPCR; ,quantitative
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polymerase chain reaction”“). Tato nova metoda je stejné citliva jako MLPA, casové
nenarocna a vcelku levna, neni vSak vhodna pro dokumentovani rozsahlych oblasti genomu
(D'Haene et al. 2010).

7. Terapie

Je logické, Ze lécba deficience genu SHOX mulzZe byt pouze symptomaticka, tedy
zamérena na dusledky, nikoliv pficiny. Stejné jako u jinych poruch, jejichz dlisledkem je mala
postava, se i u deficience genu SHOX Uspésné pouziva lécba pomoci lidského
rekombinantniho rldstového hormonu (rhGH). Lécba rlstovym hormonem je vsak velmi
nakladna a ¢asové ndrocna — muze trvat i nékolik let. DlleZité je spravné nacasovani lécby;
¢im pozdéji zatneme rdstovy hormon podavat, tim se sniZuje Sance na Uspéch a tedy
dosazeni optimalni vysky (D'Haene et al. 2010). Bylo prokazano, Ze pokud se |écba u pacientl
zahdji az po zacdtku jejich pubertdiniho rGstového spurtu, dochazi k rapidni progresi
maturace kosti, predcasné fuzi rlistovych plotének a tim k predcasné zastavé rlstu a ztraté
vyskového ristového potencialu. Je tedy nanejvys vhodné nasadit I1éCbu jiZz u prepubertalnich
déti (Scalco et al. 2010). Ztohoto dlvodu je nezbytnd véasnd diagnostika pomoci
screeningovych metod. Je vSak nutné vcas detekovat zmény nejen v oblasti genu SHOX, ale
i v oblastech okolnich, regulacnich (D'Haene et al. 2010).

V roce 2009 vyzkousSeli Scalco et al. kombinovanou lé¢bu péti SHOX-deficientnich
pacientd pomoci lidského rekombinantniho rdstového hormonu (rhGH) podavaného
spolecné s analogem gonadotropiny uvoliujictho hormonu (GnRHa). DalSich pét pacientl se
stejnou diagndzou Iécbu nepodstoupilo. U vSech péti nelécenych pacientl dochazelo béhem
puberty postupné ke sniZzovani jejich vyskového SD skore, zatimco ctyfem z péti |éCenych
pacientl se jejich SD skére potupné zvySovalo. Télesné disproporce pozorované u vsech
pacientl pred za¢atkem terapie se béhem lécby nezlepsily. U tfech pacientl viak nedoslo ke
vzniku Madelungovy deformity. Scalco et al. zastavaji nazor, Ze nova kombinovana terapie
rhGH spole¢né s GnRHa muUZe predchazet rozvoji Madelungovy deformity. Zaroven tak
poukazuji na to, Ze tato lécba se zda byt Ucinnéjsi nez Iécba samotnym rdstovym hormonem
(Scalco et al. 2010).

Pozoruhodné je, Ze pacienti sdefekty v genu SHOX reaguji na lécbu ristovym
hormonem stejné jako pacienti s ISS bez defektl v genu SHOX (Binder et al. 2000 in Hintz
2002). Jiné studie pak prokazaly, Ze déti sizolovanymi defekty genu SHOX lé¢ené pomoci
rhGH reagovali na ridstovy hormon stejné, jako pacienti s Turnerovym syndromem. Pozitivni
vliv podavani ristového hormonu pro dosazeni optimalni vysky je nezpochybnitelny a tato

terapie je UCinna i presto, Ze pacienti s deficienci genu SHOX ¢i pacientky s Turnerovym
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syndromem maji normalni hladiny ,svého” rdstového hormonu, tzn. nevykazuji jeho
deficienci (Blum et al. 2007 in Scalco et al. 2010).

8. Zaveér

Mala postava postihuje primérné 2 % déti. Pfestoze nizky vzrist mize mit mnoho
pri¢in, je u takto postizenych jedinci casto nalezena mutace v genu SHOX. Gen SHOX
vykazuje pozitivni ucinek na prodluzovani kosti koncetin a jeho poruchy vedou
k charakteristickému fenotypu nizkého vzristu.

Deficience produktu genu SHOX je relativné mlady pojem, nebot samotny gen SHOX
byl objeven vroce 1997. Fenotyp jedincl s poruchou genu SHOX je znacné variabilni, a to
dokonce i mezi ¢leny jedné rodiny — od idiopatického malého vzrlistu az po vazné skeletalni
dysmorfie. Zda se, Ze deficience genu SHOX je pfi¢inou malého vzristu u bezmala 100 %
pacientek s Turnerovym syndromem, 50 — 100 % pacientd s Léri-Weillovym, 100 % pacientt
s Langerovym syndromem a okolo 2 % pacientd sidiopatickym (tedy zdanlivé
,bezpri¢innym“) malym vzridstem.

Pfestoze fenotypovy projev deficience genu SHOX je pomérné dobre
zdokumentovan, stale jesté nezname presnou roli tohoto genu v rlstu a vyvoji kosti. Pro
studium deficience produktu genu SHOX neexistuje Zadny mysi model. Prestoze je pro
nazornéjsi predstavu o fungovani tohoto genu vyuzivan model kurecich embryi, stale
nejlepsim modelem pro pochopeni role genu SHOX v normalnim i abnormalnim rlstu
a vyvoji kosti zlstava clovék sam. Odhalit molekuldrni mechanismy pulsobeni genu SHOX
a predevsim jim kdédovanych proteint bude v nasledujicich letech stéZzejnim ukolem pro

védce zabyvajici se touto problematikou.

-32-



9. Seznam pouzitych zkratek

BMI ... body mass index

BNP ... brain natriuretic peptide

bp ... base pairs

CGH ... comparative genome hybridization

CNEs ... conserved non-coding elements

FGFR3 ... fibroblast growth factor receptor gene 3

FISH ... fluorescence in situ hybridization

GnRHa ... gonadotropin releasing hormone analogue
ISS ... idiopathic short stature

kbp ... kilobase pairs

LWD ... Léri-Weill dyschondrosteosis

LWS ... Léri-Weill syndrom

MLPA ... multiplex ligation-dependent probe amplification
NLS ... nuclear localisation signal

NPPB ... natriuretic peptide precursor B

OAR ... otp, aristaless, rax

PAB ... pseudoautosomal boundary

PAR ... pseudoautosomal region

PHOG ... pseudoautosomal homeobox-containing gene
gPCR ... quantitative polymerase chain reaction

rhGH ... recombinant human growth hormone

RT-PCR ... reverse transcription polymerase chain reaction
SDS ... standard deviation score

SH3 ... Src homology 3

SHOX ... short stature homeobox-containing gene
SHOX2 ... short stature homeobox 2

TS ... Turner syndrom

UTR ... untranslated region
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