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Abstrakt

Hypochondroplazie (MIM 146000) je skeletalni dysplazie, ktera se projevuje rtizné
zavaznym dispropor¢nim malym vzristem s rhizomelickym nebo mesomelickym
zkracenim hornich i dolnich koncetin. Pacienti maji také ¢asto makrocefalii s normalnimi
obli¢ejovymi rysy. Hypochondroplazie je onemocnéni s autozomalné dominantni
dédi¢nosti. U ¢asti nemocnych je pfi¢inou onemocnéni zarode¢na mutace v genu FGFR3,
U ¢asti nemocnych vsak pii¢ina onemocnéni zustava stale neznama. Gen FGFR3 koduje
tyrosin kinazovy receptor, ktery negativné reguluje pfeménu chrupavky na kost. Mutace
v genu FGFR3, které jsou pti¢inou hypochondroplazie, vedou ke konstitutivni aktivaci

receptoru a tim inhibici rastu dlouhych kosti.

V této praci byly molekularné genetickymi metodami analyzovany vybrané oblasti
genu FGFR3 u 98 pacientt s dispropor¢nim malym vzrastem a klinickou diagnoézou
hypochondroplazie, z nich bylo 18 nemocnych z 12 rodin s familiarnim vyskytem
onemocnéni a 80 bylo sporadickych ptipadi. U vSech zafazenych pacientd byla jiz diive
standardnim molekularné genetickym vysetfenim vyloucena ptitomnost ¢astych
rekurentnich zarode¢nych mutaci v exonu 13 (v kodonu 540) a v exonu 15 (v kodonu 650).
Genomova DNA pacientl byla izolovana z leukocytii periferni krve, vySetteni bylo
provedeno s informovanym souhlasem pacienta nebo jeho zdkonného zastupce. Mutacni
analyzu jsme provadéli metodou piimého sekvenovani jednotlivych exon metodou
dideoxy-sekvenovani dle Sangera. Pfi validaci nasi detek¢éni metody jsme potvrdili
ptitomnost vSech diive detekovanych mutaci genu FGFR3 v kontrolnich vzorcich DNA.
U pacientll s familiarnim vyskytem onemocnéni jsme analyzovali 17 exont tj. vSechny
kodujici exony genu FGFR3, u pacienti se sporadickym vyskytem onemocnéni jsme
analyzovali pouze exony, v nichz byla mutace zodpovédna za hypochondroplazii
publikovana jinymi autory (exony 3, 5, 7, 10, 13 a 15). U zadného pacienta s klinickou
diagnozou hypochondroplézie jsme neprokazali mutaci typickou pro achondroplézii.

Ve skupin€ nemocnych s familidrnim dispropor¢nim malym vzristem jsme neprokazali
piitomnost mutace genu FGFR3 u Zadného z vySetfenych nemocnych. U dvou pacientek
se sporadickym vyskytem hypochondroplazie jsme zjistili vzacné pravdépodobné

patogenni mutace v exonech 5 a 7 genu FGFR3, z nichz jedna nebyla dosud popsana.



Klic¢ova slova: gen FGFR3, hypochondroplazie, achondroplazie, mutace, mutacni

analyza, skeletalni dysplazie,



Abstract:

Hypochondroplasia (MIM 146000) is a skeletal dysplasia characterized by
disproportional dwarfism with rhizomelic or mesomelic shortening of the upper and lower
extremities, with variable severity. Patients often have macrocephaly with normal facial
features. Hypochondroplasia is a disease with autosomal dominant inheritance. In some
patients it is caused by germline mutations in the FGFR3 gene, in others the cause of the
disease remains unknown . The FGFR3 gene encodes a tyrosine kinase receptor. This
receptor negatively regulates the conversion of cartilage to bone. FGFR3 gene mutations
that cause hypochondroplasia lead to constitutive activation of the receptor and inhibit the
growth of long bones.

In this study, we analysed selected regions (exons) of the FGFR3 gene in 98
patients with disproportional dwarfism and clinical diagnosis of hypochondroplasia.
Eighteen patients from 12 families had familial and 80 patients had sporadic form of the
disease. All patients were previously tested negative for frequent germline mutations
in exon 13 (codon 540) and exon 15 (codon 650). Genomic DNA was isolated from
patient's peripheral blood leukocytes. The examination was conducted with the informed
consent of the patient or his legal representative. We performed mutational analysis by
direct sequencing of individual exons using dideoxy sequencing method according to
Sanger. During validation of our detection method we confirmed the presence of all
previously detected mutations of the FGFR3 gene in DNA control samples. We analyzed
17 exons, e.g. all coding exons of the FGFR3 gene in patients with familial
hypochondroplasia, and only selected exons, where mutations have been published
previously by other authors (exons 3, 5, 7, 10, 13 and 15) were examined in patients
with sporadic hypochondroplasia. We did not find the mutation typical for achondroplasia
in patients with clinical diagnosis of hypochondroplasia. We did not find any FGFR3 gene
mutation in the group of patients with familial disproportional dwarfism. In two female
patients with sporadic hypochondroplasia we found rare probably pathogenic mutations
in exons 5 and 7 of the FGFR3 gene. One of these mutations is novel, has not been

described previously.



Key words: FGFR3 gene, hypochondroplasia, achondroplasia, mutation, mutation analysis



2 Uvod

Vyska postavy je jednim z parametrii, ktery je sledovan pediatry jako indikator
zdravého vyvoje ditéte. Nizka postava totiz ¢asto doprovazi zdvazna onemocnéni
¢1 syndromy. Vyska postavy je podminéna jak geneticky, tak 1 mnoha zevnimi faktory.
V disledku toho se lisi populacni norma pro jednotlivé populace.

Maly vzruist je definovén jako odchylka od popula¢ni normy (-2 SD) vztazend k véku
a pohlavi pacienta (Wit et al. 2008). Mezi nejcastéjsi pti¢iny malého vzristu se fadi
familiarné maly vzrist a konstitucni opozdéni riistu a puberty. Dale se na vySce postavy
odrazi chronickd onemocnéni, hormonalni insuficience, chromozomalni aberace, genetické
syndromy a skeletalni dysplazie, stresové faktory a dalsi. Kratka postava je dale
posuzovéna na zaklad¢ proporcionality télesnych parametrt, u nékterych skeletalnich
dysplazii je snizena findlni vyska pacientl zpisobena zejména zkracenim dolnich koncetin.

Tato prace se zabyva molekularné genetickou podstatou hypochondroplazie (MIM
146000), ktera je jednim z monogenné podminénych onemocnéni s malym disproporénim

vzrustem.



3 Hypochondroplazie - piehled problematiky

3.1 Osteochondrodysplazie

Osteochondrodysplazie je souhrnné oznaceni pro skupinu poruch vyvoje skeletu.
Tato skupina onemocnéni je zptsobena strukturnimi zménami v proteinech, chybnou
regulaci rastu v ristové chrupavce a poruchami metabolismu kostni tkané. Tyto defekty
ovliviiuji enchondralni osifikaci a diky tomu vznikaji malformace kosti.
Osteochondrodysplazie postihuji rast celého skeletu a ovliviuji rust dlouhych kosti
v oblastech epifyz a metafyz. Mezi osteochondrodysplazie se fadi mnozstvi poruch, které
se déli do nékolika skupin (Warman et al. 2011).

V roce 2010 byla publikovana prozatim posledni verze klasifikace skeletalnich
dysplazii, ktera je podkladem pro sjednoceni diagnostiky u pacientt se skeletalnimi
dysplaziemi. V této klasifikaci jsou jednotliva onemocnéni rozdélena podle molekularnich
a biochemickych kritérii do 40 skupin. Rozd¢leni je zalozeno na fenotypové podobnosti
onemocnéni a na skutecnosti, Ze tato onemocnéni jsou spfazena se stejnymi signaliza¢nimi

drahami. Nase prace z této doporucené klasifikace vychazi (Warman et al. 2011).

3.1.1 Chondrodysplazie vazané na gen FGFR3

Skupina chondrodysplazii vazanych na gen FGFR3 tvoti prvni skupinu vySe
uvedené klasifikace osteochondrodysplézii, zatazena onemocnéni jsou uvedena v tabulce
¢. 1. VSechny FGFR3 vazané skeletalni dysplazie jsou autozomaln¢ dominantné dédi¢na
alelickd onemocnéni. Pfi¢inou téchto onemocnéni jsou rekurentni bodové substitucni

mutace v ur¢itych oblastech genu FGFR3.
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Tabulka €. 1. Klasifikace skeletalnich poruch, tabulka FGFR3 vazanych chondrodysplézii

(Warman et al. 2011).

Skupina/nazev onemocnéni Dédi¢nost | MIM | Lokus | Gen | Protein Pozniamka
1. Skupina FGFR3 vazanych
chondrodysplazii
Thanatoforicka dysplézie typu 1 (TD1) AD 187600 |4pl16.3 |FGFR3 |FGFR3 | Zahrnuje typ San Diego
Thanatoforicka dysplazie typu 2 (TD2) |AP 187601 | 4p16.3 | FGFR3 | FGFR3
Zavazna achondroplazie s vyvojovym | AD viz 4p16.3 |FGFR3 |FGFR3
opozdénim a akantézou nigricans 187600
(SADDAN)
Achondroplézie AD 100800 |4p16.3 |FGFR3 | FGFR3
Hypochondroplézie AD 146000 | 4p16.3 | FGFR3 |FGFR3
Syndrom spojeny s kamptodaktylii, AD 187600 |4p16.3 |FGFR3 |FGFR3 | Inaktivatni mutace
vysokou postavou a ztratou sluchu
(CATSHL)

AD, SP 4p16.3 | FGFR3 | FGFR3 Podobné hypochondroplazii,

Hypochondroplazii podobné dysplazie

ale nejsou spojené s FGFR3,
pravdépodobné heterogenni;
nejistd diagnosticka kriteria

3.2 Lokalizace a struktura genu FGFR3

Gen FGFR3 koduje receptor pro fibroblastové rustové faktory 3. Gen je lokalizovan

na kratkém raménku chromozomu 4 v lokusu 4p16.3 (Thompson et al. 1991).

Gen FGFR3 byl objeven pfi hledani genu, ktery je zodpovédny za Huntingtonovu

chorobu (Gusella et al. 1983; Thompson et al. 1991). Poprvé se jej u ¢lovéka podarilo
izolovat v roce 1991 (Keegan et al. 1991; Thompson et al. 1991). Gen FGFR3 obsahuje 19

exonu a 18 intrond, je asi 16,5 kB dlouhy a koduje polypeptid dlouhy 806 aminokyselin.

Inicia¢ni kodon se nachazi v exonu 2 a termina¢ni kodon v exonu 19 (Perez-Castro et al.

1997), viz obrazek ¢. 1.
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Obrazek €. 1. Schéma genu FGFR3. Gen FGFR3 se sklada z 18 intront a 19 exont,
cervené je oznacena referen¢ni sekvence RefSeq GenBank NC 0000041.2; ¢islovani
jednotlivych exoni, exon 8 v RefSeq Gen Bank NC 0000041.2 chybi (zdroj:

www.ncbi.nlm.nih.gov).

V lidském genomu jsou znamy jesté dalsi tfi homologni geny FGFRI, FGFR2
a FGFR4, které se nachédzeji na riznych chromozomech. Gen pro receptory
fibroblastovych rstovych faktort - 1 je lokalizovan na kratkém raménku chromozomu 8
v oblasti 8p11.2 (Wood et al. 1995). Gen pro receptory fibroblastovych rastovych faktori -
2 je lokalizovan v oblasti 10g26.13 na kratkém raménku chromozomu 10 (Mattei et al.
1991). Gen pro receptory fibroblastovych ristovych faktort 4 se nachézi na kratkém

raménku chromozomu 5 v oblasti 5q33 (Armstrong et al. 1992).

3.3 Stavba a funkce receptoru FGFR3

Receptory FGFR1-4 maji podobnou stavbu, jsou charakteristické tfemi
extracelularnimi imunoglobulinovymi doménami, transmembranovou doménou
a vnitrobunécnou tyrosin kindzovou doménou (Perez-Castro et al. 1997).

Stejné jako ostatni receptory FGFR se 1 FGFR3 sklada se ze tfi extracelularnich
imunoglobulinovych domén (Igl-III), jedné transmembranové domény (TM)
a dvou intracelularnich cytoplazmatickych domén s tyrosin kinazovou aktivitou (TK1
a TK2) (Keegan et al. 1991) viz obrazek €. 2.

Vsechny tii imunoglobulinové domény receptoru maji zacatek a konec kddovany
aminokyselinou cysteinem. Tyto aminokyseliny v imunoglobulinovych doménach mezi
sebou vytvaii vazby pomoci disulfidickych mustki a tim tvofi specifickou strukturu

jednotlivych domén.

12



el

] cioile
: T Iz |
I= 1l
Ill
™ ST
TiTinTA
TE1
TK2
- — rrrac=iuldrm]
20 20 e

CooH CooH

Obrazek ¢. 2. Receptor FGFR3. Struktura receptoru FGFR3 je tvofena tfemi
extracelularnimi imunoglobulinovymi doménami (Ig I-11I), jednou transmembranovou
doménou (TM) a dvéma intracelularnimi tyrosin kindzovymi doménami (TK1 a TK2),

¢isla oznacuji potradi aminokyselinovych zbytki, FGF - fibroblastovy rstovy faktor.

Receptory FGFR1-4 patii mezi receptory s tyrosin kindzovou aktivitou. Bunééna
odpoveéd’ téchto receptort je vyvolana interakei receptorti s ristovymi fibroblastovymi
faktory a naslednou dimerizaci a autofosforylaci tyrosin kinazové podjednotky receptoru.
Timto zptisobem ovliviiji receptory FGFR1-4 mnoho riznych typt bunék a také
nejriizngjsi procesy v butice. Ridi naptiklad bunéény cyklus, vznik a pribéh mitozy,
diferenciaci a migraci buné€k, angiogenezi, hojeni ran, vznik karcinomt a maji velky vliv
na udrZeni homeostazy (Chellaiah et al. 1994).

Do rodiny fibroblastovych ristovych faktort patii asi 22 podobnych signalnich
molekul, které prostiednictvim vazby ovliviiuji aktivaci receptortii pro fibroblastové riistové

faktory a jsou nezbytné pro vyvoj dlouhych kosti (Martin 1998; Ornitz and Itoh 2001).
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Fibroblastové rustové faktory se extracelularné vazi s receptory na povrchu buiky
a reguluji tim expresi gend v buiice. Kazdy z receptorti je ovlivnén fibroblastovymi
rastovymi faktory odliSnym zptisobem.

Aktivita fibroblastovych rastovych faktort mize byt regulovana proteoglykanem
heparan sulfatem. Tento oligosacharid vytvari komplexy s fibroblastovymi ristovymi
faktory a poté i jejich receptory. Timto zpiisobem dochdzi k regulaci aktivity receptori
FGFR (Rapraeger et al. 1991; Presta et al. 2005). Nejnovéjsi poznatky shrnuje prace
Ornitze a Itoha (2015).

Funkce receptoru FGFR3

Enchondralni vyvoj kosti za¢ina kondenzaci volného mezenchymu, kratce
po vzniku konéetinového pupenu (Kosher et al. 1986). Béhem procesu ontogeneze
se nejprve vytvari chrupavcity zéklad kosti, chondrocyty se mnozi, postupné zraji
a hypertrofuji. Poté zacina probihat apoptoza chondrocyti v distalni Casti epifyzalni
rustové chrupavky. Do stfedu chrupavcitého zékladu vrastaji cévy a do dutiny uvnitt
vnikaji osteoblasty z perichondria, pfeménuji se na osteocyty a vytvaii se houbovita kostni
tkan (Caplan and Pechak 1987 podle Ornitz and Marie 2002). Kost dale roste desmogenné
apozici z periostu do Sitky a ze sekundarnich ristovych center do délky. V sekundarnich
rustovych centrech, které se vyskytuji v oblastech epifyz dlouhych kosti, zistava
chrupav¢ita riistova ploténka. Na riistové ploténce jsou rozliSovany zony, zdrode¢na,
proliferacni a hypertroficka, podle toho v jaké fazi se buiiky nachazeji.

Receptor FGFR3 se uplatiiuje béhem enchondralni osifikace kosti jako negativni
i pozitivni regulator (Deng et al. 1996; Pannier et al. 2010). Receptor FGFR3 ovliviiuje
proliferaci chondrocytl a omezuje normalni pfeménu chrupavky na kost.

Po navazani ligandu na receptor FGFR3 dochazi k dimerizaci receptoru
a autofosforylaci tyrosin kinazové podjednotky receptoru a nasledné k ptenosu signalu
prostfednictvim nékolika signalnich drah, které mimo jiné reguluji déleni a diferenciaci
chondrocytu (Baujat et al. 2008).

Signaliza¢nich drah spojenych s receptorem FGFR3 je nékolik, viz obrazek ¢. 3.
Mezi hlavni drahy patii drahy spojené s mitogenem aktivovanymi proteinkinazami/
extracelularnim signalem redukovanymi kinazami (MAPK/ERK), drahy spojené

s fosfatydilinositol-3-fosfat kinazami (PI3K-AKT), drahy spojené s proteinkinazami C
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(PKC) a drahy spojené s pfenosem signalu a aktivaci transkripce (STAT1) (Jonquoy et al.
2012).

(1) Drahy spojené s mitogenem aktivovanymi proteinkinazami/
extracelularnim signalem redukovanymi kinazami (MAPK/ERK): Receptor FGFR3
se vaze prostiednictvim adaptorovych proteinti s membranovym proteinem FRS2 (Substrat
pro receptor pro fibroblastovy ristovy faktor 2). Jednim z hlavnich adaptorovych proteini
je GRB2 (Vazebny protein pro receptor ristového faktoru 2). GRB vytvaii komplex
s proteiny SHC a SOS. SOS je piipojen do komplexu prostiednictvim SH3 domény. SOS
aktivuje protein Ras. Ras protein intereaguje s efektorovymi proteiny a tim dochazi
k aktivaci MAP kinazové kaskady.

MAPK negativné ovliviiuje hypertrofii bun€k a mé vliv na negativni regulaci rastu.
Dé¢leni bunék probiha beze zmény (Murakami et al. 2004; Matsushita et al. 2009).

(2) Drahy spojené s fosfatydilinositol-3-fosfat kinazami (P13K): FGFR3 je
autofosforylovan po stimulaci ligandem. Dochazi k aktivaci fosfatidylinositol-3 kinazami
(PI3K) a dalsich efektorovych proteinti, mezi néz patii AKT protein. Tato signalizacni
draha reguluje apoptdzu (Ong et al. 2001).

(3) Drahy spojené s proteinkinazami C (PKC): Draha je zahajena navazanim
FGF na FGFR3, dochazi ke aktivaci cytosolické fosfolipazy C (PLCy). PLCy hydrolyzuje
PIP2 a vznikaji druzi poslové inositoltrifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG). IP3 aktivuje
IP3 receptor a zpiisobuje zvyseni Ca®* iontii v cytoplazmé. DAG aktivuje PKC (Kim et al.
2003).

(4) Drahy spojené s pirenosem signalu a aktivaci transkripce (STAT1):

Po aktivaci receptoru dochazi k aktivaci JAK (,,just another kinase*). JAK fosforyluje
tyrosinové zbytky STAT1 proteinu a dochazi k dimerizaci STAT1 monomert
prostfednictvim SH2 domén. STAT1 dimery reguluji protoonkogen p21.

Pomoci této signaliza¢ni drahy receptoru FGFR3 dochazi k regulaci proliferace
a byla pozorovana i jeji role v karcinogenezi. STAT1 inhibuje proliferaci chondrocytt
(Murakami et al. 2004).
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Obrazek ¢&. 3. Cty¥i hlavni signalizaéni drahy receptoru FGFR. Dréhy spojené
s proteinkinazou C, s pfenosem signalu a aktivaci transkripce (STAT1), s fosfatydilinositol-
3-fosfat kinazami (PI3K-AKT) a s MAP kinazami (MAPK) (Su et al. 2014).

3.3.1 Receptory FGFR a jejich mutace

Patogenni mutace v genu FGFR3 i v homolognich genech FGFRI, FGFR2
a FGFR4 maji za nésledek poruchu pienosu signalu prosttednictvim vyse uvedenych
signaliza¢nich drah a jsou nasledn¢ pticinou poruch ristu a vyvoje kosti. Tyto poruchy
pfitom nejsou nespecifické, ale ur¢ité mutace vedou zpravidla k typickym fenotypovym
projeviim, charakterizujicim konkrétni geneticky syndrom.

Ur¢ité rekurentni patogenni mutace v genu FGFR3 jsou tak zodpovédné za vznik
achondroplazie, hypochondroplézie, thanatoforické dysplazie a dalSich skeletalnich
dysplazii uvedenych na strané€ 11 v tabulce ¢. 1. Dal§i mutace: ¢.749C>G p.(Pro250Arg),
¢.749C>T p.(Pro250Leu), c.1000G>A p.(Ala334Thr) a c.1172C>A p.(Ala391Glu) v genu



FGFR3 vedou ke kraniosynostoze, tedy poruse srastu lebecnich svii (Meyers et al. 1995;
Bellus et al. 1996; Schindler et al. 2002; Barroso et al. 2011). Zptsobuji naptiklad
Muenkeho syndrom (MIM 602849) nebo Crouzontiv syndrom s akantdzou nigricans (MIM
612247). Somatické mutace genu FGFR3 a poruchy funkce receptoru FGFR3 byly také
zkoumany v souvislosti se vznikem karcinomi moc¢ového méchyie a délozniho ¢ipku
(Foth et al. 2014; Huang et al. 2015).

Dominantni mutace v genech FGFRI a FGFR?2 se podileji na vzniku nékterych
syndromovych onemocnéni spojenych s kraniosynostdézami. Zpisobuji naptiklad
Pfeifferav syndrom (MIM101600, FGFRI a 2), Jackson-Weisstiv syndrom (MIM 123150,
FGFRI), Antley-Bixlertv syndrom (MIM207410, FGFR?2), Crouzoniv syndrom
(MIM123500, FGFR?2), Apertiv syndrom (MIM101200, FGFR?2), Beare-Stevensonliv
syndrom (MIM123790, FGFR?2) a dal$i (Passos-Bueno et al. 1999).

Somatické mutace v genu FGFR4 se uplatiuji pii karcinogenezi a podili
se predevsim na vzniku leukemii a lymfomt (Partanen et al. 1991; Armstrong et al. 1992).
Mutace v genu FGFR4 byla popsana v souvislosti s rakovinou tlustého stfeva a rakovinou
plic (Bange et al. 2002).

Bylo zjisténo, ze mutace v genu FGFR3 zptisobujici FGFR3 vazané skeletalni
dysplazie jsou aktivacniho charakteru. Konstitutivni aktivace receptoru, ktera je nezavisla
na ligandu, ma za nasledek inhibici proliferace chondrocytl v riistové ploténce a zastaveni
diferenciace osteocytt (Pannier et al. 2010). Naopak ztrata receptoru FGFR3 zpisobuje
zvysenou proliferaci chondrocytii a prodluzovani sloupcti chrupavcitych bunék v epifyzach

Na nékolika mySich modelech bylo zjiSténo, ze jednotlivé substituce v genu FGFR3
ovliviuji rastovou chrupavku s riznou zavaznosti. Receptory FGFR3 mohou byt
aktivovany bez pfitomnosti ligandu nebo se mohou chovat hyperaktivné. Mutace
zpisobujici thanatoforickou dysplézii ovliviiuji aktivaci receptoru mnohem intenzivnéji,

nez mutace zpusobujici achondroplézii, to také vysvétluje skute¢nost, ze thanatoforicka

v v
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3.4 Klinicka a molekulirni charakterizace FGFR3-vazanych

osteochondrodysplazii

Mezi osteochondrodysplazie zptisobené zarodecnou patogenni mutaci genu FGFR3
patii achondroplézie, hypochondroplézie, thanatoforickd dysplazie, SADDAN syndrom
a CATSHL syndrom.

Achondroplazie (MIM100800) je onemocnéni pattici mezi nejcastéjsi kostni
dysplazie. Nazev achondroplazie pochazi z fectiny: a (bez, od), khondros (chrupavka)
a plasis (formovani). Toto onemocnéni je charakterizované disproporénim malym vzristem
se zkracenim proximalnich segmentl koncetin. Finalni vyska pacient se pohybuje okolo
125 cm u muzl a 120 cm u zen (Baujat et al. 2008). Charakteristické jsou projevy na lebce:
pacienti maji makrocefalii, vypouklé ¢elo, hypoplazii stiedni ¢asti obliceje a sedlovity
koten nosu. Na bederni pateti je vyrazna bederni hyperlord6za kompenzovana kyfoézou
hrudni patete, bficho a hyzd¢ vyraznéji vycnivaji. Horni i dolni koncetiny jsou zkracené.
Ruce pacientt s achondroplézii jsou kratké a Siroké a jsou piipodobitované k trojzubci.
Klouby jsou charakteristické vysokou laxicitou. Mentalni vyvoj je normalni (Baujat et al.
2008). Onemocnéni je ¢asto doprovazeno dal§imi komplikacemi, jako jsou neurologické
poruchy, kardiorespira¢ni onemocnéni, ortopedické vady, obezita, zubni vady a dalsi.

Achondroplazie je v cca 98 % ptipadl zptisobena bodovou mutaci c.1138G>A,
v 2 % ptipadii mutaci c.1138G>C, pficemz obé mutace vedou k zaméné p.Gly380Arg
v transmembranové domén¢ proteinu FGFR3 (Shiang et al. 1994; Bellus et al. 1995).
Ojedinéle byly popsany i dalsi mutace vedouci k fenotypu typickému pro achondroplazii
jako napftiklad substituce Gly375Cys (Superti-Furga et al. 1995). Asi u 80 % pacientli
onemocnéni vzniklo v diisledku mutaci de novo. Mutované nukleotidy u pacientt

s achondroplazii patfi mezi jedny z nejcastéji mutovanych nukleotidl v lidském genomu.

Hypochondroplazie (MIM 146000) je skeletalni dysplazie, ktera se projevuje
podobné¢ jako achondroplazie, ale projevy jsou méné zavazného charakteru. Nazev
hypochondroplazie pochazi z feckych slov hypo (pod, méné nez), khondros (chrupavka)
a plasis (formovani). Hypochondroplazie je porucha spojend s disproporénim malym

vzristem s thizomelickym (Grigelioniené et al. 2000) nebo mezomelickym (Beals 1969)
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zkracenim dlouhych kosti hornich 1 dolnich koncetin. Vyska pacienti s hypochondroplazii
se v dospélosti pohybuje u muzi mezi 138-165¢m a u zen mezi 128-151cm (Song et al.
2012). Priblizné u poloviny pacientti s hypochondroplazii se vyskytuje makrocefalie,
avsak obli¢ejové rysy nejsou vyrazn¢ ovlivnény (Hall and Spranger 1979).0blicej pacienti
nebyva postizen tak jako u achondroplazie. Horni i dolni koncetiny jsou zkracené, pacienti
maji brachydaktylii.

Molekularni pficina hypochondroplazie neni znama u v§ech nemocnych. Diagnéza
pacientl byla nejprve definovana klinicky, po objeveni molekularni podstaty byla pii¢ina
onemocnéni nalezena pouze u urcitého procenta nemocnych. Podle nékterych studii u asi
60 % nemocnych je hypochondroplazie zpisobena rekurentnimi ,,missense mutacemi
v genu FGFR3. Nejcast&jsi jsou zarodecné mutace v kodonech 540 a 650 v tyrosin
kindzovych doménéach genu FGFR3 (Bellus et al. 1995, 2000), které se vyskytuji u vétsiny
pacienttli, u kterych byla molekularni pfi¢ina hypochondropldzie popsana. Dal§i mutace
jsou vzacné a vyskytuji se velmi ojedin€le (Heuertz et al. 2006). U vétSiny pacient

hypochondroplazie vznikla v disledku mutace de novo, mensina pacientl toto onemocnéni

zdédila od jednoho z rodic.

Thanatoforicka dysplazie je (z fec. thanatophorus — smrt ptfinasejici, dys — Spatné,
plasis - formovani) je oznaceni pro letalni poruchu spojenou s disproporénim malym
vzristem. Diky soucasnym diagnostickym moznostem je mozné thanatoforickou dysplazii
odhalit za pomoci ultrazvuku a takovéto t€hotenstvi byva €asto ukonceno v druhém
trimestru t¢hotenstvi. Umrtnost jedinci je nejvyssi v perinatalnim obdobi, ale byl popsan
1 ptipad, kdy se pacient dozil n€kolika let (Baker et al. 1997). Lebka pacienti nebo plodi
s thanatoforickou dysplazii je makrocefalicka, miize se vyskytovat kraniosynostdza.

U thanatoforické dysplazie se popisuje tzv. cloverleaf scull, neboli lebka tvaru trojlistku
(Partington et al. 1971).T¢€la obratll jsou redukovana a hrudnik je zkraceny, Zebra jsou
zizena. Kondetiny jsou vyrazné zkracené. Casto je toto onemocnéni spojeno s poruchami
CNS a kardiovaskularnimi vadami (Pannier et al. 2009).

Thanatoforicka dysplazie je rozdélena do dvou subtypti podle zakiiveni femuru.
Typ I (MIM 187600) je charakteristicky zakiivenymi a kratkymi stehennimi kostmi
a Sirokymi t€ly obratld. Lebka tvaru trojlistku nemusi byt ptitomna. Typ II (MIM 187601)

se projevuje relativné dlouhymi a rovnymi stehennimi kostmi, téla obratll jsou vyssi.
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U tohoto subtypu se vyskytuje lebka tvaru trojlistku (Langer et al. 1987; Norman et al.
1992).

Onemocnéni je zpisobeno vice mutacemi v genu FGFR3, typ | je zplisoben
n¢kolika mutacemi, z nichz nejcastéjs$i maji za nasledek substituce Arg248Cys ,
Gly370Cys, Ser371Cys ,Tyr373Cys a Ser249Cys a nachézeji se v extracelularni oblasti
genu FGFR3 (Tavormina et al. 1995a; Rousseau et al. 1996a) a dale riznymi mutacemi
termina¢niho kodonu, které vedou k prodlouzeni C-termindalni ¢asti receptoru. Typ II je
zpusoben substituci Lys650Glu v druhé tyrosin kinazové doméné TK2 (Tavormina et al.
1995a). Pro stanovené spravné diagnozy thanatoforické dysplazie je dilezité ultrazvukové

vysetieni plodu, vySetieni pomoci MRI, popiipad¢ rentgenové vysSetieni.

SADDAN - T¢zké achondroplazie s vyvojovym zpozdénim a akantézou nigricans —
(MIM 187600) je onemocnéni, které se svou zavaznosti podoba thanatoforické dysplazii
typu L. Projevuje se dispropor¢ni kratkou postavou a kraniofacialnimi defekty
charakteristickymi pro achondroplézii. U vétSiny nemocnych se vyskytuje akantdza
nigricans. U pacientl se ¢asto vyskytuji malformace CNS a mentélni retardace.
Onemocnéni je zpisobeno substituci Lys650Met v druhé tyrosin kinazové doméné

(Tavormina et al. 1999; Zankl et al. 2008).

CATSHL syndrom (MIM 187600) je onemocnéni spojené s kamptodaktylii,
vysokou postavou a ztratou sluchu. Tento syndrom byl objeven u dvou rodin. U ¢asti
nemocnych se vyskytovaly dalsi poruchy, mezi které patii skolivza, neschopnost chiize,
arachnodaktylie, mikrocefalie, vyvojové opozdéni a mentalni poruchy.

Jako pficina tohoto autozomalné dominantniho onemocnéni byly oznaceny
heterozygotni substituce Arg621His a Thr546Lys v genu FGFR3 (Toydemir et al. 2006;
Makrythanasis et al. 2014).

S mutacemi v genu FGFR3 jsou kromé¢ vyse uvedenych onemocnéni spojend i dalsi
alelicka onemocnéni. Jedna se o Muenkeho kraniosynostdézu a Crouzoniv syndrom
s akant6zou nigricans. Je zajimavé, Ze u onemocnéni, zpisobenych mutaci v genu FGFR3,
je velmi tésnd korelace mezi genotypem a fenotypem. Jednotlivé substituce v proteinu

zpisobujici rizna onemocnéni se nachazi v tésné blizkosti nebo i na stejné pozici.
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Tyto substituce maji za disledek vznik rozdilného fenotypu.

3.5 Podrobna klinicka a molekularni charakterizace hypochondroplazie
Hypochondroplazie je FGFR3-véazana skeletalni dysplazie, kterd byla poprvé
popsana Bealsem v roce 1969. Termin hypochondroplazie poprvé navrhli v roce 1960
Lamy a Maroteaux (Bellus et al. 2000).
Beals popsal toto onemocnéni na podkladé€ udaji o péti détskych pacientech.
Popsal hypochondroplazii jako diskrétni onemocnéni charakterizované malym vzrlstem,
podsaditou postavou, disproporénimi volnymi koncetinami a zménami na pateri.
U pacientt se také vyskytovala brachydaktylie (Beals 1969; Prinster et al. 2001).
U vétSiny pacientl byl obvod hlavy nad popula¢ni normou (Prinster et al. 2001). Pacientka

s diagn6zou hypochondroplazie je zobrazena na obrazku ¢. 4.

TM-

Obrazek ¢. 4. Pacientka s hypochondroplazii. Typické projevy jsou vyrazna bederni
lorddza, zkracené koncetiny, relativné delsi trup, normalni oblicejové rysy (Glasgow et al.

1978).
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3.5.1 Kilinické projevy hypochondroplazie

Klinické kritéria pro diagnostiku hypochondroplazie nejsou jednoznacné. Znaky
charakterizujici toto onemocnéni nejsou jedine¢né pouze pro hypochondroplazii
a nevyskytuji se u vSech pacientl s hypochondroplazii.

Mezi nejcastéjsi projevy hypochondropldzie patii mala a zavalita postava.

U dospélych pacientl byla popséna vyska pohybujici se mezi 128-165 cm v zéavislosti
na pohlavi (Appan et al. 1990). U pacientli se mize vyskytovat vyrazna bederni lordéza
patefe a s tim spojena prominence biicha (Glasgow et al. 1978). Kratké postava, ktera je
pro toto onemocnéni typicka, je zpisobena prevazné zkracenim dolnich koncetin. Horni
i dolni koncetiny jsou rhizomelicky (Grigelioniené et al. 2000) nebo mezomelicky (Beals
1969) zkracené. Dale je u nemocnych Casto popisovana brachydaktylie (Beals 1969).

U pacientl se dale mize vyskytovat zaktiveni postizenych kosti hornich i dolnich
koncetin. Glasgow a kol. si ve své praci (1978) povsimli u tfi pacientll vétsi hlavy,

s opozdénym uzavienim lebe¢nich fontanel, ale bez vyraznych obli¢ejovych ryst
typickych pro achondroplézii. Studie Hallové a Sprangera popsala vyskyt makrocefalie
s relativné normalnimi obli¢ejovymi rysy u pfiblizné 50 % pacientl s hypochondroplazii
(Hall and Spranger 1979).

V praci Oberklaida a kol. (1979) diskutuji moznost, ze hypochondroplazie a
achondroplazie jsou jedno rizné zavazné se manifestujici onemocnéni a popisuje znacny
pfesah mezi achondroplazii a hypochondroplazii, ale dochazi k zavéru, ze se
pravdépodobné jedna o dvé odlisnd onemocnéni. Také pacienti s hypochondroplazii nemaji
vetsinou déti s achondroplazii a naopak. Tato prace se vSak vzhledem k dobé¢ svého vzniku
neopira o molekularné geneticka data, tudiz neni jisty genotyp pacientti.

U pacientl s hypochondroplazii se mohou vzacné vyskytovat dalsi pridruzené
projevy tohoto onemocnéni. U malé ¢asti pacientl byl pozorovan lehky mentalni deficit
spojeny s problémy s u¢enim (Beals 1969). Dalsi vzacnou komplikaci, ktera doprovazi
hypochondroplazii jsou mozkové malformace. Byly popsany piipady dvou pacientd
s hypochondroplézii, u kterych se vyskytovala dysgeneze medidlniho spankového laloku
(Kannu et al. 2005). U této komplikace byl zaroven popsan také vyskyt epilepsie (Grosso
et al. 2003). Vyskyt mozkovych malformaci byl popsan i u dal$ich diagndz jako je
napiiklad thanatoforicka dysplazie (Ho et al. 1984).

4
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kteti zdédili od jednoho z rodic¢ti mutaci zptisobujici achondroplézii a od druhého rodice
mutaci zptsobujici hypochondroplazii. McKusick a kol. (1973), poprvé poukazali na
piipad tiileté pacientky, jejiz otec trpél achondroplazii a matka méla diagnostikovanou
hypochondroplazii. Dit¢ mélo smiSeny fenotyp achondroplazie/hypochondroplézie a jeho
fenotyp byl ovlivnén mnohem vyraznéji. Ve 14 letech pacientka trpéla silnou mentalni
retardaci, nebyla schopna chiize, t¢méf nemluvila a méla zdvazné neurologické problémy
(Sommer et al. 1987). Byly popséany i dal$i podobné ptipady pacientli s genotypem
achondroplazie/hypochondroplazie. V téchto studiich méli rodi¢e mutace Gly380Arg a
méli respiracni problémy, metabolické poruchy jako je hypoglykémie (Bober et al. 2012),
srdec¢ni poruchy a hydrocefalus (Huggins et al. 1999; Chitayat et al. 1999).

Vzéacné byly popsany i piipady dvojité heterozygozity. Dochazi k tomu diky
skutecnosti, ze pacienti s malou postavou spolu €ast¢ji uzaviraji partnerské svazky a maji
potomky. Dochazi pak k situacim, kdy potomek zdédi od jednoho rodi¢e mutaci v genu
FGFR3 a od druhého mutaci zptisobujici podobné onemocnéni na jiném lokusu mimo
oblast genu FGFR3. Pacienti jsou dvojiti heterozygoti pro mutaci v genu FGFR3 a v jiném
lokusu. Studie Flynna a Pauliho (2003) popisuje pfipad dizygotnich dvojcat, ktefi
se narodili matce se substituci Gly380Arg vedouci k achondroplazii a otci s fenotypickymi
znaky typickymi pro hypochondroplazii. Otec byl testovan na béZzné mutace v genu
projevy nez jejich rodice, predevsim dychaci potize, postizeni CNS, opakujici se zachvaty,
motorické opozdéni a dalsi poruchy. Prace popisuje moznost, ze se mutace u otce
vyskytuje mimo gen FGFRS3 a zavaznost fenotypu u probandi — dvojéat je sekundarné

zpusobena prave diky dvojité heterozygozite.

3.5.1.1 Radiologické nalezy

Na zékladé rentgenovych snimkii miize byt podpotena diagndza
hypochondroplédzie. Zmény lze pozorovat piedev§im na patefi, hornich i dolnich
koncetinach a lebce. Lebka pacientli s hypochondroplazii mize byt abnormalné velka,
ale stlaceni hlavovych a patetnich nervli nebylo u hypochondroplazie popsano (Glasgow
et al. 1978). Patetni kanal je kaudaln¢€ zizeny a kloubni spojeni mezi kosti kiiZovou

a kycelni kosti byva nizko poloZené a je viditelna vyrazna bederni lordéza. Bederni obratle
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maji konkavni tvar. Pedikly obloukl bedernich obratlli jsou anterio-posteriorn¢ zkracené
(Beals 1969; Glasgow et al. 1978). Zasadnim se zda byt vyskyt ziiZeni meziobratlovych
vzdalenosti mezi bedernimi obratly L1-L5 (Prinster et al. 2001). Koncetiny

u hypochondroplazie jsou postizeny nejvice. Dlouhé kosti jsou kratké a Siroké a maji
rozSitenou metafyzu. Horni koncCetiny jsou charakterizované zkracenim distalni ¢asti kosti
loketni, styloidni vybéZek kosti loketni je prodlouzeny (Newman and Dunbar 1975),
metakarpy a distalnimi ¢lanky prstl jsou zkracené (Glasgow et al. 1978). Dolni koncetiny
vykazuji nasledujici znaky: panev je kratka a ma Ctvercovity tvar, je nize polozena

a vertikalng zkracend; kosti kycelni a stydka jsou mensi, nez je norma (Matsui et al. 1998;
Prinster et al. 2001; Deutz-Terlow et al. 1998). Byla pozorovana deformita kycle coxa vara
(Prinster et al. 2001). Kréky stehennich kosti jsou kratké a Siroké (Glasgow et al. 1978).
Kost lytkova je disproporéné delsi nez kost holenni u 80 % pacientil a kréek kosti stehenni
je kratky a Siroky u 70 %. Postizeni kosti ruky vede k brachydaktylii. U pacientli se mize
vyskytovat prominence svalovych tipont dlouhych kosti (Bober et al. 1999). Radiologické
vysledky mezi pacienty s jednotlivymi bodovymi mutacemi v genu FGFR3 a mutaci
N540K v genu FGFR3 se vyraznéji nelisi od pacientii bez této mutace (Prinster et al.

2001).

3.5.2 Diagnostika hypochondroplazie

Klinicka diagnostika hypochondropléazie je ¢asto nejista. Pro pfesnou diagnézu jsou
potieba nejen klinicka data, ale 1 dalsi vysetfeni. Dfive se klinick4 diagnostika opirala
o rentgenologicky nalez, v soucasné dob¢ je pro stanoveni spravné diagnézy také klicové
molekularné genetické vySetfeni. Diagndza miiZze byt stanovena na zaklad¢
antropologického vysetieni, které zahrnuje méteni celkové vysky, vysky vsed€, obvodu
hlavy, poméru koncetin a dalsi. Také miize byt provedeno vySetifeni pomoci zobrazovacich
metod, jako je CT, MRI, rentgen nebo ultrazvukové vySetieni v t¢hotenstvi. Studie
Prinstera a kol. (2001) také poukazuje na skute¢nost, ze by se radiologové pii diagnostice
hypochondroplézie m¢li zamétovat na rentgen bederni patefe a dolnich koncetin spise nez
na panev a horni koncetiny, které¢ vzdy nevykazuji znaky typické pro hypochondroplazii.

Fenotypova a genotypova heterogenita hypochondroplazie ztézuje klinickou
diagnostiku. Pacienti ¢asto nemusi byt diagnostikovani, protoze jejich fenotypové projevy

jsou malo vyrazné nebo V ptipad€ zdvazné hypochondroplazie miiZze byt jejich diagndza
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zaménovana za achondroplézii, protoze tato onemocnéni maji velmi podobné projevy.
Zavazné formy hypochondroplazie je obvykle jednodussi rozlisit nez mirné formy (Brook
and de Vries 1998).

Urcit spravnou diagnozu na zakladé klinickych piiznakt je obtizné predevsim
v kojeneckém veku a raném détstvi (Beals 1969). Nékteii novorozenci s hypochondroplézii
mohou mit po porodu normalni fenotyp a charakteristické znaky pro hypochondroplazii
se manifestuji az pozd¢ji, obvykle béhem druhého nebo ttetiho roku Zivota.

Diagnoza muize byt stanovena na zakladé molekularné genetickych metod
prikazem mutace v genu FGFR3 typické pro hypochondroplazii. AvSak nezjisténi mutace
zpusobujici hypochondroplazii nevyvraci diagnézu stanovenou na zaklad¢ klinickych

nebo radiologickych dat. Standardné se v diagnostickych laboratotich pii podezieni

na hypochondroplazii nevysetfuje oblast celého genu FGFR3, ale analyzuji se pouze
oblasti s vy$sim vyskytem mutaci (Bober et al. 1999). U hypochondroplazie se jedna

0 exony 13 a 15, u achondroplazie o exon 10 a u thanatoforické dysplazie exony 7, 10, 15
a 19. Dale existuje ¢ast nemocnych s hypochondroplazii, u kterych pfi¢ina onemocnéni
nebyla dosud odhalena a pfedpoklada se, ze onemocnéni u nich neni vazano na gen
FGFR3 (Rousseau et al. 1996b).

Vasna diagnostika je dulezita predevsim pro zmirnéni tizkosti rodica,
protoze prognoza findlni vysky je pfiznivéjsi nez u achondroplazie. Déle je podstatna
predevsim pro stanoveni rizika pienosu onemocnéni na potomstvo. V piipadé vyskytu
mutace u jednoho rodice je riziko pfenosu na potomka 50 %. Pacientim s diagndzou

hypochondroplazie by méla byt poskytnuta geneticka konzultace.

3.5.3 Lécba hypochondroplazie

Lécba hypochondroplazie a achondroplazie je dosud provadéna zejména
ortopedickymi korekcemi, piedevsim prolongacemi dlouhych kosti u pacientd
s ocekavanou vyznamn¢ nizkou finalni vyskou.

Dalsi terapeutickou moznosti, ovéfovanou v n€kolika klinickych studiich je 1écba
rustovym hormonem. V souvislosti s touto 1é¢bou byl studovan riist pacienti
s hypochondroplézii, ktery je charakteristicky snizenou ristovou rychlosti. Appan
a kol.(1990) ve své studii sledovali rtist u 84 pacientd s hypochondroplazii, jejichz rast

se pred pubertou zdal byt relativné norméalni a vyrazné poruchy riistu u nich nastaly

25



az v prubéhu puberty. Nastup puberty u téchto déti byl normalni, avSak nedoslo

ke standartnimu rastovému spurtu, coZ mé¢lo za nasledek vyslednou podprimérnou vysku,

ktera ¢inila u chlapcti v priméru 145-165cm a u divek 133-151 cm. Poté vybrali dvacet

déti trpicich hypochondroplazii, 1é¢ili je ristovym hormonem a sledovali jejich rust. U déti

bylo pozorovano zrychleni rtistu, obnoveni pubertalniho riistového spurtu a snizeni skore

smérodatné odchylky v porovnani s chronologickym vékem pacientl (Appan et al. 1990).

Bylo zjisténo, Ze efekt substitu¢ni 1é€by riistovym hormonem u achondroplazie

i hypochondroplazie je velmi individualni (Appan et al. 1990; Ramaswami et al. 1999).
Studie Rothenbuhlera a kol. popsala Sest pacientti se zaménou Asn540Lys

a zavaznym fenotypem hypochondroplazie, ktefi byli 1é¢eni rekombinantnim ristovym

hormonem. Na pacientech bylo pozorovano zlepSeni rlistu a snizeni disproporcnosti.

Tato studie stale probiha a kone¢né vysledky budou znamy az po dosazeni finalni vysky

pacient a to pfiblizn¢ mezi roky 2018 a 2020 (Rothenbuhler et al. 2012).

3.5.4 Genotyp hypochondroplazie

Hypochondroplazie je autozomalné dominantné dédicné onemocnéni (Beals 1969).
V roce 1995 ve své praci Bellus a kol. publikovali zji§téni, Ze pti¢inou hypochondroplazie
jsou rekurentni mutace v genu FGFR3 (Bellus et al. 1995).

Hypochondroplézie mize byt zpisobena jednou z né€kolika riznych mutaci v genu
FGFR3 (viz tabulka €. 2 a obrazek €. 5). Ptiblizn€ v 60 % potvrzenych piipadu je
zpisobena jednonukleotidovou substituci C na A na pozici 1620, c.1620C>A, ktera vede
k zaméné p.Asn540Lys v oblasti tyrosin kindzové domény 1 receptoru FGFR3 (Bellus
et al. 1995). Pacienti se substituci Asn540Lys v exonu 13 maji makrocefalii, prodlouZenou
lytkovou kost oproti kosti holenni a maly vzrist (Prinster et al. 1998). Byla objevena dalsi
heterozygotni mutace také na pozici 1620 v genu FGFR3, jednalo se o zaménu C na G,
¢.1620C>G p.(Asn540Lys) (Rousseau et al. 1996b). Rozdil mezi pacienty s mutaci
c.1620C>A, zplsobujici substituci Asn540Lys, a bez této mutace popsal ve své praci
Ramaswami a kol. (1998). Autofti dosli k zavéru, Ze u pacientl se substituci Asn540Lys
se porucha prezentuje ve véku mezi 5 a 6 lety a u pacientii bez této mutace ve véku okolo
10,5 roku. Fenotyp pacientti s hypochondroplazii se dle této prace rozpozna kolem 3,5

vewr

zkréceni a jejich fenotyp se vyraznéji podobal achondroplézii oproti pacientiim bez této
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mutace.

V roce 1998 byly popsany dalsi mutace. U jedné holandské rodiny byla objevena
zaména ¢.1619A>C p.(Asn540Thr) v tyrosin kinazové doméné (Deutz-Terlow et al.
1998), u §védské rodiny byla popsana mutace ¢.1651A>G vedouci k aminokyselinové
substituci [le538Val. V piipad¢ mutace c.1651A>G p.(Ile538Val) byl fenotypovy projev
onemocnéni mirnéj$i, podle autorti studie ovliviiuje zavaznost onemocnéni konzervativnost
substituce aminokyselin (Grigelioniené et al. 1998).

Winterpacht a kol. (2000) byl popsal mutaci v imunoglobulinové doméné¢ 111
vedouci k substituci Asn328lle. Autofi predpokladaji, ze mutace ve tfeti imunoglobulinové
doméné ma vliv na N-glykosyla¢ni misto na této pozici. Aminokyselinova zaména
pravdépodobné nema vliv na trojrozmérnou strukturu domény receptoru FGFR3
a patologicky dopad ma spiSe zména v glykosylaci proteinu (Winterpacht et al. 2000).

Dalsi z mutaci, ktera byla u hypochondropldzie objevena, je mutace ¢.1620A> G,
ktera zapticinuje zameénu Asn540Ser. Tento objev vedl k poznatku o dilezitosti pozice
Asn540 v tyrosin kindzové doméné 1 a jejim vlivu na patogenezi onemocnéni. Proto bylo
doporuceno provadét vysetteni celé TK1 domény genu FGFR3 (Mortier et al. 2000;
Thauvin-Robinet et al. 2003). Aspargin na pozici 540 se nachdzi ve vysoce konzervované
oblasti tyrosin kinazové domény a je zasadni pro spravnou funkci FGFR3 receptoru.
Patogenni mutace na pozici 540 se nachazi v hydrofobni oblasti a-helixu a ovliviiuje jeho
strukturu (Worley et al. 1995 dle Deutz-Terlow et al. 1998).

Heuerzova a kol. (2006) provedli vyzkum 18 hlavnich exont genu FGFR3
u 74 pacientd s hypochondroplézii a jednoho pacienta s achondroplézii. U 48 pacientd
zjistili substituce Asn540Lys, Lys650GIn nebo Gly380Arg. Studie odhalila 7 novych
substitu¢nich bodovych mutaci v transmembranové domén¢ a v extracelularnich
doménach. U 6 pacientii s hypochondroplazii se jednalo o ,,missense‘ mutace,
které se projevily substitucemi Tyr278Cys (fenotyp pacienta byl achondroplazie/hypo-
chondroplézie), Gly268Cys, Arg200Cys, Asn262His, Ser84Leu a Val381Glu v exonech:
3,5,7al0, au pacienta s achondroplazii byla objevena mutace Ser279Cys v exonu 7.

U 19 nemocnych zadnou mutaci v genu FGFR3 nenalezli. U ¢tyt z téchto mutaci dochézi
k zaméné piivodni aminokyseliny za cystein. Fenotyp u pacientli s timto typem zamény byl

vaznéjsiho razu (Heuertz et al. 2006).
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Tabulka €. 2. Seznam dosud publikovanych mutaci v genu FGFR3 zptsobujicich

hypochondroplazii (www.hgmd.org).

Hypochondroplazie:
Kodonova zména Aminokyselinova Cislo kodonu: Mutace: Substituce:
Zzmena

TCG>TTG Ser-Leu 84 c.251C>T p.Ser84Leu
CGC>TGC Arg-Cys 200 €.598C>T p.Arg200Cys
AAC>CAC Asn-His 262 c.784A>C p.Asn262His
GGC>TGC Gly-Cys 268 €.802G>T p.Gly268Cys
TAC>TGC Tyr-Cys 278 €.833A>G p.Tyr278Cys
GGC>TGC Gly-Cys 295 c.883G>T p.Gly295Cys
AAC>ATC Asn-lle 328 C.983A>T p.Asn328lle
TCT>TGT Ser-Cys 351 €.1052C>G p.Ser351Cys
GAG>AAG Glu-Lys 360 c.1078G>A p.Glu360Lys
GTG>GAG Val-Glu 381 C.1142T>A p.Val381Glu
CAG>CGG GlIn-Arg 485 C.1454A>G p.GIn485Arg
ATC>GTC lle-Val 538 €.1612A>G p.lle538Val
AAC>AAA Asn-Lys 540 €.1620C>A p.Asn540Lys
AAC>AAG Asn-Lys 540 c.1620C>G p.Asn540Lys
AAC>ACC Asn-Thr 540 c.1619A>C p.Asn540Thr
AAC>AGC Asn-Ser 540 €.1619A>G p.Asn540Ser
AAG>AAC Lys-Asn 650 €.1950G>C p.Lys650Asn
AAG>AAT Lys-Asn 650 c.1950G>T p.Lys650Asn
AAG>CAG Lys-GlIn 650 €.1948A>C p.Lys650GIn

Leroy a kol. (2007) popisuji ptipad pacientky, kterd byla sledovana pro

mirnéjsi osteochondrodysplazii, pravdépodobné hypochondroplézii. Ve véku 8 let

se u pacientky objevilo kozni onemocnéni akant6za nigricans. Pacientce byla diagnostiko-

vana substituéni mutace c.1948A>C, kterd vedla k zdméné Lys650GIn v genu FGFR3.

De Rosa a kol. (2014) popsali ptipad pacienta s hypochondroplazii a homozygotni

substituci Asn540Lys. Pacient zdédil od obou rodict, ktefi nebyli v pfibuzenském vztahu,

stejnou substituci Asn540Lys. Fenotyp pacienta byl vaznéjsiho charakteru nez fenotyp

rodic¢t a podobal se sloZzenému heterozygotovi s fenotypem hypochondroplazie/

achondroplazie (McKusick et al. 1973; Langer et al. 1987; Chitayat et al. 1999; Huggins
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et al. 1999), u pacienta se projevilo vyvojové opozdéni hrubé motoriky a kognitivnich
funkei, dale abnormality spankového laloku a u pacienta se v détstvi vyskytla také
hypotonie (De Rosa et al. 2014).

Vyssi paternalni vék byl popsan jako faktor podminujici vznik de novo mutaci
u mnoha onemocnéni. Ovliviiuje naptiklad 1 vznik achondroplazie (Orioli et al. 2005).
U hypochondroplézie vSak role pokrocilého véku otce na vznik onemocnéni nebyla

prokazana (Wynne-Davies et al. 1981).

g1 Ig I Ig 11l ™ TK 1 TK2
.
G375C 1538V K650N
5841 R200C N262H Y278C ..o l NS40T K650Q
G268C S79C 351k § N5405
N328I bunécna N540K
membrana

Obrazek €. 5. Schéma receptoru FGFR3 a dosud zjiSténych mutaci zptsobujicich
hypochondroplazii a achondroplazii. Mutace zptisobujici hypochondroplazii jsou

zndzornény ¢erné, majoritni mutace zptisobujici achondroplazii je zakreslena modte.

3.5.5 Heterogenita onemocnéni
Hypochondroplazie je jen u ¢asti nemocnych zptisobena mutaci genu FGFR3,
ani analyza celého genu FGFR3 neodhalila pti¢inu hypochondroplazie u vSech pacient.
Byly také provedeny vazebné studie, které ukazaly, Ze u nékterych pacient neni
hypochondroplézie vazana na oblast genu FGFR3 (Stoilov et al. 1995) . V roce 1996 bylo
u 6 familiarnich piipadi pacientli s hypochondroplézii z 16 vyloucena vazba na lokus
4p16, a postizeni meli mirné€jsi fenotypovy projev (Rousseau et al. 1996b). Dosud vSak

zadny dalsi kandidadni gen zodpovédny za hypochondroplazii nebyl identifikovan.
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4 Hypotéza

Hypochondroplazie je osteochondrodysplazie, jejiz znamou molekularni pti¢inou
jsou urcité zarode¢né mutace genu FGFR3, které vedou ke konstitutivni aktivaci
receptoru FGFR3. Pfi rutinnim vySetieni genu FGFR3 u hypochondroplazie byly
dosud analyzovany jen vybrané Giseky genu (exony 13 a 15) a detekovany mutace
v kodonech 540 a 650, tj. v tyrosin kindzovych doménéch receptoru. Domnivame
se, ze mutace vedouci ke konstitutivni aktivaci receptoru mirné¢ho stupné,

které¢ by vedly k mirnym fenotypovym projevim typu hypochondroplazie,

se mohou vyskytovat i v jinych usecich genu FGFR3 a analyza celého genu
FGFR3 unemocnych s klinickou diagndézou hypochondroplazie by mohla odhalit

pfi¢inu onemocnéni u dalSich pacientt.

5 Cile prace

Na zakladé vyse uvedené hypotézy jsme urcili cile této diplomové prace nasledovné:

Zavést a overit metodu sekvenace genu FGFR3 metodou sekvenace DNA dle
Sangera.

Za pomoci mutacni analyzy provéfit kodujici exony genu FGFR3 u pacientl s
disproporénim malym vzriistem a klinickou diagnézou achondroplazie/
hypochondroplézie, a urcit, zda se ptic¢ina tohoto onemocnéni nachazi v oblasti
kodujici DNA genu FGFR3.

Charakterizovat zjisténé varianty in silico PolyPhen-2. Identifikované mutace
porovnat s publikovanymi nalezy mutaci v genu FGFR3. Interpretovat ptipadny

vliv mutace v genu FGFR3 na strukturu a funkci receptoru FGFR3.
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6 Material

6.1 Soubor pacientii

Do studie byli zatazeni pacienti, ktefi byli doporuceni v letech 2002-2014
k molekularné genetickému vysetieni hypochondroplazie do Ustavu biologie a Iékaiské
genetiky ve Fakultni nemocnici v Motole pro dispropor¢ni maly vzrist a podezieni
na hypochondroplézii. Pacienti poskytli informovany souhlas k molekularné genetickému
vySetfeni hypochondroplazie.

Vyse uvedeny soubor zahrnoval 193 pacientt s klinickou diagnézou
hypochondroplazie. U téchto pacientl byla provedena molekularné genetickd analyza
exonll 13 a 15 mezi lety 2002 az 2014. U 37 pacientl byla v téchto letech odhalena
molekularni pfi¢ina onemocnéni. Mutace byla nalezena u 10 pacientii se sporadickym
vyskytem a u 12 rodin (27 pacientll) s familiarnim vyskytem onemocnéni. U zbylych
156 pacientli nebyly mutace v této oblasti odhaleny.

Primérné€ zvoleny soubor pacientl s diagnostikovanym disproporénim malym
vzristem a s podezienim na hypochondroplézii tedy ¢ital 156 probandt. Z toho bylo
58 pacientl vyfazeno pro nedostatek materialu.

Sekundarni soubor &inil 101 probandi z Ceské republiky. Z tohoto souboru byli
vyfazeni dalsi 3 pacienti, u kterych byla béhem provadéni této studie odhalena jina pfi¢ina
malého vzristu. Vysledny soubor tedy ¢ital 98 pacienttl, z toho bylo 47 muzt a 50 Zen.
Vyskyt onemocnéni byl u 18 pacientil z 12 neptibuznych rodin familidrniho charakteru

a u 80 pacientt byl vyskyt sporadicky.

VEk pacientll v nasem souboru se pohyboval v rozmezi 0 (diagnostikovany v den

narozeni) - 48 let.
Do souboru familiarnich pacientti byli zafazeni pacienti, u kterych byli alespon

2 ¢lenové rodiny poslani na molekularni vySetfeni genu FGFR3. U téchto pacientl
s potvrzenym familidrnim vyskytem hypochondroplazie byly sekvenac¢ni analyze
podrobeny exony 2-19 a u sporadickych piipadt byly vySetfeny pouze exony 3,5, 7, 10,
13 a 15. VySetfované exony byly vybrany na podle studie Heuertz a kol. (2006),
a to na zaklad¢ Cetnosti vyskytu jednotlivych mutaci.

Poté co byla u pacienta €. 1 (viz kapitola Vysledky) objevena vzacna mutace v exonu

7 a zavazny fenotyp pacientky €. 1 pfipominal achondroplézii, byl dodate¢né vySetien
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druhy soubor 17 nemocnych s klinickou diagn6zou achondroplazie se sporadickym

vyskytem onemocnéni a bez mutace Gly380Arg , nebot’ jsme se domnivali, Ze se tato

v

achondroplazie nebo achondroplazie/hypochondroplazie. U téchto pacientii byl cilené

sekvenovan pouze exon 7. Tento soubor nebyl zahrnut do statistického hodnoceni.

6.2 Kontrolni soubor

Pro validaci metody byl vybran soubor 32 pozitivnich kontrol s mutacemi v exonech

7,10, 13, 15 a 19 zplsobujici achondroplézii, hypochondroplazii nebo thanatoforickou

dysplazii. Kontrolni soubor je ptehledn¢ zobrazen v tabulce €. 3.

Tabulka €. 3. Seznam pozitivnich kontrol vyuzitych pro validaci PCR reakce.

P?cetc exon7 exon 10 exon 13 exon 15 exon 19 onemocnéni
pacientu
€.749C>G kraniosynostdza
5 p.(Pro250Arg)
C.742C>T thanatoforicka
3 p.(Arg248Cys) dysplazie I
C.746C>G thanatoforicka
3 p.(Ser249Cys) dysplazie I
€.1138G>A achondroplazie
2 p.(Gly380Arg)
.1138p.G>C achondroplazie
2 p.(Gly380Arg)
c.1118A>G thanatoforicka
2 p.(Tyr373Cys) dysplazie |
€.1620C>A hypochondroplazie
11 p.(Asn540Lys)
c.1948A>G thanatoforicka
3 p.(Lys650Glu) dysplazie 11
€.2420G>C thanatoforicka
1 p.(Term807Ser) dysplazie I1

V exonu 7 bylo vybrano 11 pozitivnich kontrol s mutacemi ¢.749C>G p.(Pro250Arg),
p.742C>T p.(Arg248Cys) a c.746C>G p.(Ser249Cys). V exonu 10 bylo zvoleno 6 pacientl
s mutacemi ¢.1138G>A p.(Gly380Arg), ¢.1138p.G>C p.(Gly380Arg) a c.1118A>G
p.(Tyr373Cys). Pro exon 13 bylo zvoleno 11 pozitivnich kontrol s mutaci ¢.1620C>A

p.(Asn540Lys) vedouci k fenotypu hypochondroplazie. V exonu 15 byly vybrany

3 pozitivni kontroly s mutaci ¢.1948A>G p.(Lys650Glu). Pro exon 19 pfipadala v uvahu

pouze jedna pozitivni kontrola s mutaci ¢.24209>C p.(Term807Ser). Vysledky sekvenacni
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analyzy kontrolniho souboru jsou zobrazeny na obrazku ¢. 11 na stran¢ 53 a na obrazku

¢. 12 na strané 54.

6.3 Vzorky DNA
K analyze pfi zpracovani praktické ¢asti diplomové prace byla pouzita DNA izolovana
z periferni krve pacienti, ktera byla vyizolovana mezi lety 2002-2014 ve FN v Motole,

ale také v dal3ich zdravotnickych zatizenich Ceské republiky.

6.4 Pouzité chemikalie

Agarbza - Agarose SFR™ (Amresco)

Dimethylsulfoxid puriss.p.a. ACS reagent 99% (Iékarna FN Motol)
Destilované voda pro laboratorni ucely (Iékarna FN Motol)
Ethanol 70% [v/v] (I1ékarna FN Motol)

Ethanol 95% [v/v] (I1ékarna FN Motol)

Ethidiumbromid (1% [w/v] roztok ve vodé) pro elektroforézu (Merck)
Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems)

Isopropylalkohol p.a. (1ékarna FN Motol)

Octan sodny bezvody, p.a.: 3 mol/l, ph 5,2 (1ékarna FN Motol)
Orange G (Sigma)

Sachar6za pro mol. biol.

Voda pro injekéni Gcely - Aqua pro injectione (Braun)

6.5 Roztoky

,.kysely ethanol*“ (1, 8ml 3M octan sodny bezvody, p.a., pH=5,2; 37,5ml 95% ethanolu
[v/V], 8,7 ml injek¢ni vody)

TBE pufr 10x koncentrovany (na 1litr: 54g Tris, 27,5 g kyseliny borité, 20 ml 0,5M EDTA
s pH 8,0; AMRESCO)

1x TBE pufr (89 mM Tris, 89 mM kyseliny borité, 2mM EDTA); (100ml TBE pufru

10x koncentrovaného a 900ml destilované vody)
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6.6 Komercni pufry a roztoky

dNTPs Set (100mM dATP, 100mM dCTP, 100mM dGTP, 100mM dTTP; Promega)
Gel loading buffer (Sigma-Aldrich)

PCR Master Mix (Fermentas): TagDNA polymeraza 1U/ul

SureClean Plus 5 ml (Bioline)

6.7 Komer¢ni soupravy

10x reak¢ni pufr s KCI — 100 mM Tris-HCI (pH 8,8
pti 25 °C), 500 mM KCl, 0,8% (V/V) Nonidet P40
25mM roztok MgCl;

BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit Ready Reaction, 100rxn (Applied

Biosystems)

Gentra Puregene Blood Kit (Quiagene): Red Blood Cell Lysis Solution,

Cell Blood Lysis Solution,
Protein Precipitation Solution

DNA Hydration solution

6.8 Standardy molekulovych hmotnosti
1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogene)

I O A Y e e B B B B

1.5% TAE agarose gel

bp

100

Mass (ng/pl)

40

40

Obrazek €. 6. 1 Kb Plus DNA ladder (pfevzato z www.nacalaiusa.com).
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6.9 Oligonukleotidové primery (Generi Biotech)

Tabulka €. 4. Primery pro PCR amplifikaci jednotlivych exonii genu FGFR3. Seznam
primert pro jednotlivé exony; u primerti znacenych ,,op* byly primery opraveny, ptivodni

navrzené primery, které nebyly dostateéné specifické, v tabulce nejsou uvedeny; primer

znaceny ,,i“ (,,inner*) je vnitini primer, ktery bylo nutné pro tento exon navrhnout.

Nazev primeru | Exon Sekvence primeru 5'— 3’
FGFR3e2F Exon 2 forward primer AGCTGCCTTCCTCCTCCTG
FGFR3e2R Exon 2 reverse primer CAGCGGAATCCGGGCTCT
FGFR3e3F Exon 3 forward primer TCAGAGCCTTCCTCACTCAG
FGFR3e3R Exon 3 reverse primer CCACCAATGACCAGAGAGAC
FGFR3e4F Exon 4 forward primer GTCTCTCTGGTCATTGGTGG
FGFR3e4R Exon 4 reverse primer GCCTTAGTCCCTCAGCTGC
FGFR3e5F Exon 5 forward primer CTCTGCTCCCACTCGGGTC
FGFR3e5R Exon 5 reverse primer TGCCAGGCCCAGAGCCAC
FGFR3e6Fop Exon 6 forward primer opraveny TCCGCTTCCGCTGCCCAG
FGFR3e6R Exon 6 reverse primer ACACCTTGCAGTGGAACTCC
FGFR3e7F Exon 7 forward primer CAGCTGCGGCATCAGCAGT
FGFR3e7R Exon 7 reverse primer CTCTGCAGACACGGAAACG
FGFR3e9F Exon 9 forward primer CTGCCGTGTGGACTCTGTG
FGFR3e9R Exon 9 reverse primer CTGGCAGCTTTGGCGTGTC
FGFR3el0F Exon 10 forward primer TTACTGACTGCGAGACCCTC
FGFR3el0R Exon 10 reverse primer AGTACCCTAGGCTCTACATG
FGFRE10Fi Exon 10 vnitini forward primer ATGTCTTTGCAGCCGAGGAG
FGFR3ellF Exon 11 forward primer AATCTTCATTCAATGCTGGTG
FGFR3ellR Exon 11 reverse primer ACGAAGAGTGTCACCCACAG
FGFR3el2F Exon 12 forward primer CTGTGGGTGACACTCTTCGT
FGFR3el2R Exon 12 reverse primer CGATCATCTTCATCATCTCC
FGFR3el3Fop | Exon 13 forward primer opraveny | GATGCTGAAAGGTGAGGAGG
FGFR3el3Rop | Exon 13 reverse primer opraveny GTTACCCTTGGCCGCGTAC
FGFR3el4F Exon 14 forward primer GGAGATGATGAAGATGATCG
FGFR3el4R Exon 14 reverse primer CCTACTCCACCCACACCTG
FGFR3E15F Exon 15 forward primer CAGGTGTGGGTGGAGTAGG
FGFR3E15R Exon 15 reverse primer TAGACTCGGTCAAACAAGGC
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FGFR3E16F Exon 16 forward primer GTGATGAAGATCGCAGACTT
FGFR3E16R Exon 16 reverse primer AATAGGCCAGGGCTGCGC
FGFR3E17Fop | Exon 17 forward primer opraveny CGCAGCCCTGGACTATTC
FGFR3E17Rop | Exon 17 reverse primer opraveny CTGAGGACCCAGTGGAGG
FGFR3E18Fop | Exon 18 forward primer opraveny | TGGCAGCCCTTCAGGCTG
FGFR3E18Rop | Exon 18 reverse primer opraveny AGGCCAGAGCCAGCACTC
FGFR3E19F Exon 19 forward primer CACAGCCTGGGCACAGAG
FGFR3E19R Exon 19 reverse primer TGTCTCTCCATCTGCACT

36




7 Metody

Metody pouzité pii zpracovavani této diplomové prace vychazeji z protokolti UBLG
FN v Motole. DNA, byla ziskéna izolovana z nesrazlivé zilni krve. Jednotlivé exony genu
FGFR3 jsme amplifikovali pomoci polymerazové fetézové reakce.

Amplifikovanou DNA jsme zbavili jednotlivych slozek pomoci roztoku SureClean
Plus. Poté jsme provedli sekvenacni reakci metodou dle Sangera. Po probéhnuti
sekvenacni reakce jsme produkt sekvenaéni reakce ocistili alkoholovym srazenim.

Po vysrazeni a rozpusténi v Hi-Di Formamidu jsme produkt sekvenac¢ni reakce analyzovali
na genetickém sekvenatoru 3130xL Applied Biosystems. Prostfednictvim programu
Chromas Lite MFC Application jsme analyzovali jednotlivé sekvence a hledali jsme
heterozygotni mutace a polymorfismy. Pomoci programu BLAST jsme porovnali
jednotlivé sekvence ve formatu FASTA s referen¢ni sekvenci dané oblasti. Timto
zpisobem jsme ovétili, zda se v daném useku nevyskytuji homozygotni mutace nebo SNP.

Charakter zjisténych variant SNP jsme vyhodnocovali porovnanim s databazi NCBI.
V ptipadé, Ze jsme nalezli nepopsanou variantu, ovéfili jsme patogenitu in silico

programem PolyPhen-2, MutationTaster a SIFT.

7.1 lzolace genomové DNA

DNA jsme izolovali z 1-5 ml nesrazlivé periferni krve pacientli, odebrané
do zkumavek s KszEDTA. Odbér i zpracovani probéhlo s informovanym souhlasem
pacientli nebo zakonnych zéastupcii détskych pacientii. Nejprve byly lyzovany nejaderné
a poté i jaderné bunky. Nasledn¢ byly odstranény proteiny a lipidy a DNA byla ziskana

vysraZzenim za pomoci isopropylalkoholu.

Pouzité pristroje:

laminérni box (ThermoScientific)
termostat

ttepacka MS2 Minishaker IKA

centrifuga - Centrifuge 5804 R (Eppendorf)
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Pouzité chemikalie:
Biologicky material: krevni vzorek (ve zkumavkach s KsEDTA)
Gentra Puregene Blood Kit (Quiagene): Red Blood Cell Lysis Solution
Cell Lysis Solution
Protein Precipitation Solution
DNA Hydration Solution
Isopropylalkohol p.a. (Iékarna FN Motol)
Ethanol 70% [v/v] (I1ékarna FN Motol)

Postup:

1. Praci jsme provadéli v laminarnim boxu s pouzitim latexovych rukavic. Zkumavky
jsme fadné oznacili, aby nedoslo k zdméné vzorkd.

2. Vzorek krve o objemu 1-5 ml, ktery byl odebran k izolaci DNA, jsme smichali
v 50ml zkumavce s roztokem Red Blood Cell Lysis Solution v poméru 1:3 (na 3ml
izolované krve 9ml roztoku).

3. Smés ve zkumavce jsme prevraceli, obsah tim promichali a nechali inkubovat
pfi laboratorni teploté 10 minut.

4. V pribéhu inkubace jsme nékolikrat smés promichali.

5. Sm¢s jsme zcentrifugovali v laboratorni teploté 10 minut pii 5000 otackach
za minutu (3214 rcf).

6. Ze zkumavky jsme odlili vétSinu supernatantu do odpadni lahve, ponechali jsme
asi 100-200ul supernatantu, pelet jsme resuspendovali.

7. K resuspendovanym buiikdm jsme ptidali roztok Cell Lysis Solution v poméru
k izolované krvi 1:1 ( 3ml izolované krve na 3ml roztoku Cell Lysis Solution).

8. Roztok jsme né€kolikrat promichali, dokud nedoslo k iplnému rozpusténi casti
smési a roztok nezacal byt homogenni.

9. Do smési jsme piidali roztok Protein Precipitation Solution v poméru 1:3
k izolované krvi ( 3ml izolované krve nalml roztoku Cell Lysis Solution). Smés
jsme zamichali na tiepacce po dobu 20 sekund, aby doslo k promiseni roztokd.
Doslo k vysrazeni proteinu.

10. Vzorek jsme vlozili do centrifugy a centrifugovali v laboratorni teploté 10 minut
pii 50000tackach za minutu (3214 rcf).
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11. Wsrazené proteiny vytvotily pevny pelet. Supernatant S rozpusténou DNA jsme
slili do ¢isté 50ml zkumavky.

12. Do smési jsme piidali 100% izopropylalkohol v poméru 1:1 s izolovanou krvi
(na 3ml izolované krve, 3ml izopropylalkoholu).

13. Zkumavku se smési jsme pomalym krouzivym pohybem promichali, dokud nebyla
DNA okem viditelnd jako jemnd, mlééné zakalena srazenina.

14. DNA jsme pipetou pienesli do nové oznacené mikrozkumavky. Poté jsme DNA
proplachli 200ul 70% ethanolem.

15. Ethanol jsme opatrné odsali automatickou pipetou tak, abychom neodsali
vyizolovanou DNA a nechali zkumavku s DNA schnout asi 5-10 minut.

16. DNA jsme rozpoustéli v DNA Hydration Solution (podle velikosti peletu jsme
ptidali 10-500ul roztoku) ptes noc pii laboratorni teplote.

17. Vzorek jsme uchovavali dlouhodobé pii 4 °C.

7.2 PCR amplifikace

7.2.1 Klasicka polymerazova ietézova reakce

Polymerazova fetézova reakce je metoda, pomoci niz dochazi k namnoZeni
konkrétniho tseku DNA pomoci oligonukleotidovych primert, které jsou komplementarni
k obéma konciim DNA, termostabilni DNA polymerazy a smési dinukleotidd. Velmi
zasadni je volba specifickych oligonukleotidl, spravného slozeni reakéni smési, mnozstvi

hot¢iku a volba idedlni teploty pro prabéh reakce.

Pouzité pristroje:

Termocycler 2720 Thermal cycler, Applied Biosystems

Pouzité chemikalie:

genomova DNA pacienta

Ptislusné oligonukleotidové primery nafedéné na koncentraci 100pmol/pul (forward

a reverse, které odpovidaji amplifikovanému useku, viz tabulka ¢. 4. na strané 35-36)

\oda pro injekéni Gcely - Aqua pro injectione (Braun)
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PCR Master Mix (Fermentas): TagDNA polymeraza 1U/ul
10x reak¢ni pufr s KCI — 100 mM Tris-HCI (pH 8,8
pti 25 °C), 500 mM KCl, 0,8% (V/V) Nonidet P40
25mM roztok MgCl,

dNTPs Set (100mM dATP, 100mM dCTP, 100mM dGTP, 100mM dTTP; Promega)

Dimethylsulfoxid puriss.p.a. ACS reagent 99% (l¢karna FN Motol); dale DMSO

Postup:

1. Nejprve jsme si piipravili smés dinukleotidi. Do 920ul injekéni vody jsme pipetou
ptidali 20ul od kazdého nukleotidu. Tedy 20ul dATP, 20ul dCTP, 20ul dGTP
a 20ul dTTP do koncentrace 100mM (vysledna koncentrace 2mM).

2. Poté jsme si do 1,5ml zkumavek pripravili reakéni smés dle tabulek ¢. 5-7 viz nize.

Tabulka ¢&. 5. Reakéni smés pro PCR reakci s ImM Mg®*

Slozky smési Objem (*'1ml*)
H,0 710 pl

10x reakéni pufr s KCI (Fermentas) 100 ul

dNTP mix, 2mM kazdy 100 pl

25mM MgCl, 40 ul

Forward primer 100 pmol/pl 5ul

Reverse primer 100 pmol/pl 5ul

Tabulka ¢&. 6. Reakéni smés pro PCR reakei s 1,5 mM Mg**

SlozKky smési Objem ("'1ml")
H20 690 pl

10x reakéni pufr s KCI ( Fermentas) | 100 pl

dNTP mix, 2mM kazdy 100 pul

25mM MgCl, 60 pl

Forward primer 100 pmol/pl 5nul

Reverse primer 100 pmol/ul 5ul
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Tabulka €. 7. Reakéni smés pro PCR reakci s DMSO a 2mM Mg2+

Slozky smési Objem ("'1ml")
H.O 570 pl

10x reakéni pufr s KCI (Fermentas) 100 pl

dNTP mix, 2mM kazdy 100 pl

25mM MgCl, 80 pl

DMSO 100 pl

Forward primer 100 pmol/pl Sl

Reverse primer 100 pmol/ul S5l

3. Do popsanych 0,2 ml mikrozkumavek jsme napipetovali 30 pl reakéni smési
a 1 pl vySetfované DNA.

4. Poté jsme pridali 1ul Taqg DNA polymerazy (1U/ul). Polymeraza byla umisténa
na ledu, aby bylo zabranéno degradaci. Zkumavky jsme uzavieli.

5. Zkumavky s reakéni smési jsme vlozili do pfistroje (2720 Thermal Cycler). Reakce
probihala za nasledujicich podminek:

Pro vzorek s reak¢ni smési z tabulek ¢. 5 a 6:

e 1. krok: prePCR 1min, 94 °C

e 2. krok: denaturace 1min, 94 °C

e 3. krok: anelace 1min, 58 °C

e 4. krok: syntéza 2 min, 72 °C
2. - 4. krok 2-4 se opakuje 32x

e 5, krok: ukonceni 7 min, 72°C

Pro vzorek s reak¢ni smési z tabulky €. 7:

e 1. krok: prePCR 3min, 94°C

e 2. krok: denaturace 45s, 94 °C

e 3. krok: anelace 1min, 58 °C

e 4. krok: syntéza 7 min, 72 °C
2. - 4. krok 2-4 se opakuje 35x

e 5. krok: ukonéeni 0s, 72 °C

6. Po ukonceni programu jsme PCR produkty vyjmuli z ptistroje a uchovavali je
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pii teploté 4 °C do dalSiho zpracovani.

7. Uspé&snost PCR reakce jsme ovéfili elektroforézou v agarézovém gelu za zvolenych
podminek. Slozeni smési jsme upravili na zakladé vysledku elektroforézy,
tak aby byl vzorek na genetickém analyzatoru Citelny.

8. Pokud nebyl PCR produkt, zobrazeny pomoci elektroforeogramu, dostate¢né
kvalitni, optimalizovali jsme reakci zmé&nou koncentrace Mg, poptipads jsme
pfidali roztok DMSO. V pfipadé, Ze byl pouzit roztok DMSO, bylo nutné zménit

teplotni profil reakce. Byl-li i tak vysledek nevyhovujici, navrhli jsme primery jiné.

7.3 Gelova elektroforéza
Pomoci této metody dochazi k separaci fragmenti DNA (produkty PCR amplifika¢ni
reakce) podle pohyblivosti v agar6zovém gelu ve stejnosmérném elektrickém poli.

Pohyblivost z&visi na velikosti ndboje molekuly a jeji molekulové hmotnosti.

7.3.1 Priprava agarozového gelu pro elektroforézu

Pouzité pristroje:
mikrovinna trouba

digitalni vaha Denver PK-352

Pouzité chemikalie:

Agarbza - Agarose SFR™ (Amresco)

1x TBE pufr (89 Mm Tris, 89 mM kyseliny borité, 2mM EDTA)
Destilovana voda pro laboratorni ucely (Iékarna FN Motol)

Ethidiumbromid 1% [w/Vv] , pracovni fedéni 0,5%0 [w/v] (Merck)

Postup:
1. Piipravili jsme si soupravu pro piipravu gelu. Nalévaci vani¢ku jsme vlozili
do nalévaciho stolku a vyvazili jsme ji. Do vany jsme vlozili hiebeny, které vytvoii
jamky v gelu.

2. Do kédinky jsme odvazili 3,6g agarozy.
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3. Do kadinky s agar6zou jsme nalili 200 ml pufru 1x TBE pufru.

4. Kadinku jsme zakryli folii.

5. Kadinku se smési pufru a agardzy jsme vlozili do mikrovinné trouby a gel jsme
zahftivali po dobu deseti minut.

6. Kadinku se smési jsme pomoci gumové chiiapky vyndali z trouby.

7. Po ochlazeni na 60 °C jsme do kadinky se smési ptidali 200 pl 0,5%o ethidium
bromidu.

8. Smés jsme krouzivym pohybem kadinky zamichali a co nejrychleji jsme gel nalili
do ptipravené aparatury. Malé bublinky jsme odstranili Spi¢kou pipety.

9. Gel jsme nechali zatuhnout a po ztuhnuti jsme odstranili hiebeny.

7.3.2 Separace fragmentii DNA

Pouzité pristroje:
zdroj stejnosmérného elektrického proudu (Bio Rad)

transluminator Multilmage Light Cabinet Filter Positions (Alpha Innotech)

Pouzité chemikalie:

Agar6zovy gel (ptfipraveny v kapitole 7.3.1 na stran¢ 42)

1x TBE pufr (89 Mm Tris, 89 mM kyseliny borité, 2mM EDTA)
PCR produkt

1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogene)

Sacharoéza pro mol. biol.

Voda pro injekéni ucely - Aqua pro injectione (Braun)

Orange G (Sigma)

Postup:
1. Nejprve jsme si namichali Gel loading buffer.
a. Pripravili jsme 40% roztok sachardzy smichanim 4g sacharozy a injekéni
vody (celkovy objem 10 ml).
b. Na $picku skalpelu jsme nabrali barvu orange G a rozpustili jsme

ji v roztoku 40% sacharozy.
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2. Piipravili jsme si vysledny 1 Kb Plus DNA ladder, smichanim 10 ul 1Kb+ DNA
ladder a 90 ul Gel Loading buffer.

3. Do soupravy pro gelovou elektroforézu jsme vlozili agarézovy gel tak, aby byl
orientovany jamkami ke katod¢.

4. Gel jsme zalili IXTBE pufrem, tak aby byl gel ponofeny nékolik milimetrt
pod hladinou. Pomoci pipety jsme odstranili vzduchové bubliny v jamkéch.

5. V96 jamkové titracni desti¢ce jsme si smichali 3 pl Gel loading bufferu s 3 ul PCR
produktu, ktery jsme chtéli zobrazit.

6. Do prvni jamky v gelu jsme nanesli 3 ul 1 Kb Plus DNA ladder, do dalSich jamek
jsme napipetovali 3 ul obarveného PCR produktu (viz krok 5).

7. Aparaturu pro elektroforézu jsme uzavieli a pfipojili jsme ji ke zdroji
stejnosmérného elektrického proudu a nastavili jsme pfistroj na 99V.

8. Po probéhnuti elektroforetické separace (cca 20 min), jsme pfistroj odpojili
od zdroje, agar6zovy gel jsme opatrné vyjmuli a vlozili jsme jej do transluminatoru
pod UV zaieni (302 nm).

9. Gel jsme vyfotili a vysledek vyhodnotili pomoci programu AlphaDigiDoc RT.

7.4 Purifikace PCR produktu roztokem SureClean Plus (Bioline)

Metoda probihajici po PCR reakci, kterd ma za ucel ocisténi DNA od jednotlivych
slozek reakéni smési, které neptizniveé ovliviiuji sekvenacéni reakci. Touto metodou dojde
k odstranéni dNTP, primerti, polymerazy a pufru, o¢istény PCR produkt je rozpustén

ve vode.

Pouzité pristroje:
centrifuga - Centrifuge 5415 R (Eppendorf)
titepacka MS2 Minishaker IKA

ru¢ni vakuova odsavacka (P-lab)
Pouzité chemikalie:

SureClean Plus (Bioline)
PCR produkt
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Ethanol 70% [v/v] (1&kérna FN Motol)

Voda pro injekéni Gcely - Aqua pro injectione (Braun)

Postup:
1. Do oznac¢enych mikrozkumavek jsme si napipetovali davkovaci pipetou 30ul
roztoku SureClean Plus.
2. Do kazdé zkumavky jsme pfidali 30ul PCR produktu.
3. Zkumavky jsme zavfeli, zamichali na tfepacce asi 15s.
4. Zkumavky jsme vlozili do centrifugy a nechali jsme centrifugovat 15 minut,
pii 18 °C na 13,200 rpm (16100 rcf).

5. Po 15 minutach jsme zkumavky opatrné vyjmuli, peclivé odsali tekutinu ru¢ni
vakuovou odséavackou.

6. Pelet, ktery vznikl na dné zkumavky, jsme doplnili 200ul 70% ethanolu.

7. Zkumavky jsme zavfeli, zamichali na tfepacce asi 15s.

8. Poté jsme zkumavky znovu vlozili do centrifugy a nechali jsme centrifugovat
15 minut, pii 18 °C na 13,200 rpm (16100 rcf).

9. Poté jsme zkumavky opatrné vyjmuli, peclivé odsali tekutinu ru¢ni vakuovou
odsavackou.

10. Oteviené a odsaté zkumavky jsme nechali asi 1 minutu uschnout.

11. Pelet na dn¢ zkumavky jsme doplnili 30ul injekéni vody.

12. Takto ocistény PCR produkt jsme skladovali v lednicce, respektive jsme

pokracovali sekvenacéni reakci.

7.5 Sekvenace
Metoda, stanovujici pofadi nukleotidil v useku DNA, ktery je analyzovan. Usek
DNA je nejprve pomoci metody PCR amplifikace zmnoZen in vitro,tato namnozena DNA

je v nasledujici sekvenacni reakci vyuzivajici specifické terminatory pouzita jako templat.
Pouzité pristroje:
Thermal Cycler 2720, Applied Biosystems

trepacka MS2 Minishaker IKA
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centrifuga - Centrifuge 5804 R (Eppendorf)
tiepacka pro desticky IKA MTS 2/4digital

Pouzité chemikalie:

BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit Ready Reaction, 100rxn (Applied

Biosystems); dale jen BDT

precistény PCR produkt

ptislusny sekvenacni primer 100 pmol/ul (oligonukleotidovy primer ziedény vodou 1:40

na koncentraci 2,5 pmol/ul)

Postup:

1.

Ptipravili jsme si oznacenou 96 jamkovou desti¢ku a rozmrazili jsme precisténé
PCR produkty, sekvenacni primery a BDT.

Do kazdé z jamek desticky jsme napipetovali 2ul BDT.

Ptidali jsme 3,5ul precisténého PCR produktu (1 PCR produktu odpovidaji

2 jamky).

Do jamek jsme ke kazdému PCR produktu napipetovali pfisluSny primer.

Desticku pielepili jsme ji folii BIOplastic Opti-Seal™

Optical Disposable Adhesive
a promichali jsme ji na MS2 Minishakeru IKA asi 15 sekund.

Poté jsme desticku vlozili do centrifugy (Centrifuge 5804 R) a centrifugovali

s vyvazenim cca 1 minutu na 3700 otacek za minutu (2250 rcf) pti 18°C.

Desticku jsme vyjmuli a nechali ji tfepat 1 minutu na tfepacce pro desticky IKA
MTS 2/4digital s frekvenci 600/min.

Desticku jsme vlozili do pfistroje 2720 Thermal Cycler. Reakce probihala

za nasledujicich podminek:

o 1. krok: 10s, 96 °C

o 2. krok: 5s, 50 °C

e 3. krok: 4 min, 60 °C
2. a 3. krok opakovat 25x

e 4 krok: o, 4 °C

Poté co probéhla sekvenacéni reakce jsme pokrac¢ovali ve srazeci reakei.
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7.6 Ethanolova precipitace (Srazeci reakce)

Produkt sekvenac¢ni reakce jsme oéistili od volnych dideoxynukleotidi. Diky tomu
jsme zabranili vzniku nezadouciho pozadi na chromatogramu. Tato metoda navazuje
bezprostiedné po sekvenacni reakci, prodleva mezi sekvenaci PCR produktu a ethanolovou

percipitaci by neméla presahovat jeden den.

Pouzité pristroje:

ttepacka MS2 Minishaker, IKA

centrifuga - Centrifuge 5804 R (Eppendorf)
tiepacka pro desticky IKA MTS 2/4digital

Pouzité chemikalie:

,»Kysely ethanol* (1, 8ml 3M octanu sodného p.a.; pH=5,2; 37,5ml 95% ethanolu [v/v],
8,7 ml vody pro injekéni ucely - Aqua pro injectione (Braun)

Ethanol 70% [v/v] (1ékarna FN Motol)

Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems)

Postup:

1. Po sekvenacni reakci jsme do jednotlivych jamek napipetovali 50ul kyselého
ethanolu.

2. Desticku jsme prelepili adhezivni folii, protfepali na tfepacce asi 30s a vlozili
do centrifugy. Centrifugovali jsme s vyvazenim 40 minut pii 18 °C na 3700 otacek
za minutu (2250 rcf).

3. Desticku jsme vyndali, odlepili folii, desti¢ku jsme oto€ili a nechali volné€ vytéct
obsah na bunicinu.

4. Poté jsme desticku centrifugovali dnem vzhiiru na nové buniciné pii 400 otackach
za minutu (26 rcf) asi 1 minutu pii 18 °C.

5. Do kazdé¢ z jamek jsme poté napipetovali 100ul 70% ethanolu.

6. Destic¢ku jsme pielepili folif a protiepali na tfepacce asi 30s.

7. Centrifugovali jsme desti¢ku pfi 3700 otackach za minutu (2250 rcf) a 18 °C 40
minut.

8. Desticku jsme vyndali, odlepili folii, destic¢ku jsme otocili a nechali volné vytéct
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obsah na bunicinu.

9. Poté jsme desticku centrifugovali dnem vzhiiru na nové buniciné pii 400 otackach
za minutu (26 rcf) asi 2 minuty pii 18 °C.

10. Do kazdé z jamek jsme napipetovali 25ul Hi-Di Formamidu.

11. Desticku jsme prelepili folii a centrifugovali jsme ji pii 3700 otaCkach za minutu
(2250 rcf) a 18 °C asi 1 minutu.

12. Odlepili jsme folii, desticku jsme zakryli ,,gumovou zatkou* (septum) a prendali
ji do drzaku (tray) pro sekvenacni analyzu.

13. Drzék se sekvenacni destickou jsme nechali tfepat na tiepacce pro desticky
s frekvenci 600/min asi 30 minut az 1 hodinu, dokud se nerozpustil pelet.

14. Poté jsme provedli kapilarni elektroforézu na genetickém analyzatoru ABI Prism

3130xL Genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) HITACHI.

7.6.1 Vyhodnocovani vysledkii sekvenacni analyzy

Desticka se vzorky byla po ethanolovém vysrdzeni analyzovana kapilarni
elektroforézou. Analyza probihala na genetickém analyzatoru ABI Prism 3130xL Genetic
analyzer (Applied Biosystems) za pomoci aplikace 3130xl Genetic Analyzer Data
Collection Software v3.0 (Applied Biosystems).

Po genetické analyze byla data vyhodnocovéana za pomoci aplikace Sequencing
Analysis Software v5.3 (Applied Biosystems) a také pomoci programu Chromas Lite MFC
Application. Prochézeli jsme jednotlivé sekvence a sledovali vyskyt malych
jednonukleotidovych polymorfismi a heterozygotnich mutaci. Charakter polymorfismu
jsme vyhodnocovali pomoci NCBI databaze (,,National Center for Biotechnology
Information*) a v ptipad¢ vyskytu nové varianty jsme patogenitu ovéEfili pomoci programu
PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2).

Dale jsme pomoci programu BLAST (,,Basic Local Alignment Search Tool*),
porovnavali jednotlivé vysledné sekvence (ve FASTA formatu) s referen¢ni sekvenci

a kontrolovali tak homozygotni mutace a jednonukleotidové polymorfismy.
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7.7 Bioinformacni analyzy

7.7.1 Predikce patogenniho charakteru mnutaci in silico
Predikce patogenity jednotlivych variant byla provedena programy:
e PolyPhen-2
e SIFT

e MutationTaster

7.7.2 HardyWeinbergova metoda pocitani alel

Frekvence genotypt byly vypocitany na podkladé¢ alelickych frekvenci podle vzorce:

p*+2pq+q* =1
p,q = relativni zastoupeni alel

p+tq=1

7.7.3 Z-test
Statisticky Z-test jsme pouzili pro ur€eni statistické podobnosti dat testovaného
souboru s jiz popsanym souborem. Statistika byla provedena pomoci programu SigmaStat

(Systat Software, Inc.).
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8 Vysledky

8.1 Zavedeni analyzy jednotlivych exonii genu FGFR3

Gen FGFR3 se sklada z 19 exonu, avSak referen¢ni sekvence GenBank
NC_0000041.2, lezici na lidském chromozomu 4, mé exonti pouze 18. Sekvenci genu
FGFR3 (viz obrazek €. 1 na stran¢ 12) jsme zjistili pfes databazi NCBI a ujasnili
si ¢islovani jednotlivych exoni.

Pro kontrolu jsme ovéfili znaceni pres databazi 1000 Genomes Browser.

Pro sjednoceni s obecné uznavanou normou jsme jednotlivé exony cislovali
podle Heuertzové a kol. (2006).

Timto zpisobem jsme ovéfili, Ze referencni sekvence GenBank NC_0000041.2
genu FGFR3 sestava z 18 exont a 17 intronll pfi¢emz mezi exonem 7 a 9 se nachazi
alternativni sestfihové misto a exon 8 vyskytujici se v jinych transkriptech, se v této
referencni sekvenci nevyskytuje. Exon 1 a ¢ast exonu 2 a 19 nepatii do kodujici DNA

mezi translatované ¢asti genu FGFR3.

8.1.1 Navrhovani specifickych primeri pro jednotlivé exony

K navrzeni primert jsme pouzili genetickou databazi GenBank na zakladé¢
referen¢ni sekvence (cDNA) NM _000142.4 a genomové sekvence NC _000004.12
(1793299..1808872). Primery jsme navrhovali do intronovych oblasti co nejblize
pfislusného exonu tak, abychom se vyhnuli malym jednonukleotidovym polymorfismiim
SNPs. Gen FGFR3 je na tyto oblasti velmi bohaty. Jednim z faktord, které bylo nutné vzit
v tvahu, byla anela¢ni teplota potiebna pro PCR anelaci. Tomu jsme ptizptisobili
zastoupeni jednotlivych nukleotidi v navrhovanych primerech. Anela¢ni teplota
se pohybovala mezi 53-59 °C a délka oligonukleotidii byla rGizna, jednalo se o 18
az 21-mery. Pii vybéru jednotlivych primert jsme se snazili vyhybat repeticim 4 a vice
nukleotidl. Primery jsme designovali tak, aby se na 3 konci, pro lepsi nasednuti DNA
polymerdzy, nachazely baze cytosin nebo guanin. Dale jsme uvazovali nad strukturou
samotného oligonukleotidu. Snazili jsme se vyhnout vzniku sekundérnich motivi
(vlasenky a smycky).

Primery byly syntetizovany u firmy Generi Biotech.
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8.1.2 Optimalizace PCR reakce

Optimalni sloZeni reak&ni smési jsme otestovali na jednom vzorku takto:
Pro kazdy exon byly vytvofeny 3 reakéni smési, s 1 mM Mg, s 1,5 mM Mg*" a s DMSO.
Po probéhnuti PCR reakce jsme vzorky testovali agar6zovou elektroforézou. Vybrali jsme
podminky, pii kterych na vysledném elektroforeogramu vznikal silny a Cisty produkt.

Pro exony 6-12,14, 16 a 19 se jevilo optimélni slozeni s 1 mM Mg?*, pro exony
3-5 a 15 jsme zvolili slozeni s 1,5 mM Mg”" a pro exon 2 jsme vybrali reakéni smés

s DMSO a 2 mM Mg?* (viz obrazek €. 7 a 8).

2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M
Obrazek €. 7. Elektroforeogram — reakéni smés 1mM Mg“. Pro exony 2-5, 13, 18, 19
nutna optimalizace reakce, doslo k amplifikaci nespecifického produktu (2-5) nebo produkt

nebyl amplifikovan; M — oznacuje marker, v naSem piipad¢ 1Kb+.

S
sy W

2 3 4 5151718 19|12 3 4 5 35 17 1819

Obrazek ¢. 8. Elektroforeogram — reakéni smési s DMSO (vlevo) s 1,5mM Mg2+
(vpravo). U exonu 2, 17, 18 a 19 nedoslo k amplifikaci produktu nebo byl amplifikovan
nespecificky produkt.

Primery pro Exony 6, 13,17,18 bylo nutné znovu navrhnout, nebot’ nebyly dost

specifické. Nové primery pro exony 6, 13, 17 a 18 byly navrhovany stejnym zptisobem

jako primery piedchozi (viz obrazek ¢. 9). Navic jsme specifitu oligonukleotidu oveéfili
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prostiednictvim programu BLAST.
Primery pro exon 18 ndm i po opakované korekcei a optimalizaci nenasyntetizoval

PCR produkt. Proto jsme tento exon amplifikovali pomoci forward primeru pro exon 17
a reverse primeru pro exon 19.

Seznam vSech optimalizovanych primert uveden na stran¢ 35 a 36 v tabulce ¢. 4.

Na zacatku exonu 10 se nachazi jedenacti nukleotidova repetice, diky které je
obtizné vyhodnoceni sekvena¢ni analyzy. Proto jsme navrhli vnitini forward primer
do oblasti zacatku exonu 10 tésné za tuto repetici (viz obrazek ¢. 10).

Nésledna optimalizace ukdzala, Ze pro primery pro exon 13, 17 a 18 a vnitini primer

exonu 10 je idealni reakéni smés 1mM Mg,

et ) = | 2

W onnAy

Obrazek €. 9. Vysledné elektroforeogramy. a) pro exony 101, 13, 17 a 18; M - oznacuje
marker, v naSem ptipadé 1Kb+; b)pro exon 6 - 6a a 6¢ obsahuje reakéni smés s ImM Mg,
6b a 6d obsahuje reakéni smés s 1,5mM Mg”". Reakéni smés pouZitd u 6a a 6b obsahovala
primery nové, reakéni smes u 6¢ a 6d obsahovala forward primer novy a reverse primer

stary; M - oznacuje marker, v naSem piipad¢ 1Kb+ .

Wiy WV

Obrazek ¢. 10. Sekvenace exonu 10. Repetice v exonu 10 ve sméru 5°'—3"; dochazi

Kk rozmazani a necitelnosti vysledné sekvence.
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8.1.3 Ovéreni vysledkii na kontrolnim souboru pacienti

Utinnost metody detekce jsme ovéfili analyzou kontrolnich vzorki se znamym
genotypem. Ovéteni bylo mozné provést jen u urCitych exontl, pro néz byly ve Fakultni
nemocnici v Motole k dispozici vzorky s jiz diive prokdzanou mutaci zptisobujici
achondroplazii, hypochondroplazii a thanatophorickou dysplazii. Jednalo se o exony 7, 10,

13, 15 a 19 (viz obrazek ¢. 11 a 12).

1y ,_ I'I‘.'I | 'R | f‘\ VY 'R ,-‘I I'.'I \.' I';I ." I:, ,'I 1Y I! |‘ | | I'Il BEEEE }I it
¢.749C=>G p.(Pro250Arg), forward strand, ¢.1118A>G p.(Tyr373Cys), reverse strand,
exon 7 exon 10
f

w -'I| .

|'| .'| /| 1 || . fl |'| A

|II | || I |I III | | .I' ll |I l Il" 'IIII |II It N fi

I-ll RN | il I' 'n-l | I I. i I |I |I | { | | '.'I| ||.II ||”||
(LR ~_..'..Jl._'._.'.._'._-'_l.ll I'-'I H In _-'..I-I__-I L ln ) 11 A /A [ | I-,'._ I;.iI i |
¢.742C>T p.(Arg248Cys), forward strand, ¢.1620C=A p.(Asn540Lys), forward strand,
exon 7 exon 13

¢.1138p.G==C p.(Gly380Arg), reverse strand,
exon 10

Obrazek. €. 11. Vysledky sekvenacni analyzy znamych mutaci. Na obrazku jsou
uvedeny mutace ¢.749C>G p.(Pro250Arg), ¢.1118A>G p.(Tyr373Cys), c.742C>T
p.(Arg248Cys), ¢.1620C>A p.(Asn540Lys) a ¢.1138p.G>C p.(Gly380Arg) oveétované pii
validaci metody.
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exon7

ase 248
--------------------
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c.1138G=A p.(Gly380Arg), reverse strand,
exon 10

exon 15
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¢.2420G=C p.(Term807Ser), forward strand,
exon 19

Obrazek ¢. 12. Vysledky sekvenacni analyzy znamych mutaci. Na obrazku jsou
uvedeny mutace ¢.746C>G p.(Ser249Cys), ¢.1138G>A p.(Gly380Arg), c.1948A>G
p.(Lys650Glu), ¢.2420G>C p.(Term807Ser) ovéfované pii validaci metody.

8.2 VySetfovany soubor - vzacné mutace

8.2.1 Strategie molekularné genetického vySetieni

Soubor vSech 108 pacientli byl vysetfen metodou piimého sekvenovani dle Sangera

nasledovné: Pacientim s familidrnim vyskytem hypochondropléazie byly vysetfeny vSechny

kédujici exony genu FGFR3 (referencni sekvence Gen Bank NM_000142.4). U pacientii

se sporadickym vyskytem onemocnéni byly analyzovany kodujici exony 3, 5, 7, 10, 13

als.

8.2.2 Vysledky molekulirné genetického vysetieni

V souboru pacientil s familidrnim vyskytem hypochondroplazie jsme nenalezli

zadnou mutaci.

V souboru 87 sporadickych pacientil jsme nalezli 2 vzacné mutace se sporadickym



vyskytem hypochondroplazie. Zachyt mutaci v celém souboru €inil necela 2 %.
Statistické porovnani zachytu mutaci v souboru familiarnich (0/18) a sporadickych

(2/80) pacientt nebylo statisticky vyznamné pii pouziti Z-testu (z=0,508; P=0,612).

8.2.3 Pacient ¢. 1 - kazuistika

Pacientka ¢islo 1 je zena narozena roku 1968. Byla sledovana od détstvi
pro podezieni na kostni dysplézii s disproporé¢ni malou postavou. Byla indikovéana
k vysetfeni MUDr. Marcelou Malikovou z FN v Motole v roce 2014.

Pacientka se narodila v 39. tydnu po prvni fyziologické gravidité. Porodni vaha
a délka pacientky nejsou k dispozici. Matka pacientky poté prodélala 3 spontanni aborty,
dva v prvnim trimestru a jeden v druhém.

Fenotyp pacientky ¢. 1 byl klinicky hodnocen jako achondroplazie. Pacientka ma
nizkou postavu a dispropor¢éni maly vzriist a makrocefalii (viz obrazek €. 13). Pacientce
byla také diagnostikovana neurofibromatdza, po celém téle ma napadné cetné kozni
fibrolipomy, které ji deformu;ji horni koncetinu.

V dospélosti pacientka méti 135,8 cm (-5 SD). Jeji finalni vyska je zkreslena
prolongaci bércii dle Illizarova o cca 9cm. Vyska pacientky bez prolongace by Cinila
126,8 cm (-6,4 SD). Hmotnost pacientky ¢ini 51,5 kg (-1,1 SD). BMI pacientky je 27, 9,
coz znaci nadvéahu. Postava je dispropor¢ni, trup je relativné prodlouzen. Vyska vsedé €ini
84,1 cm (-1,3 SD), u pacientky je pfitomné vyrazné rhizomelické zkraceni hornich
koncetin (-6,1 SD) a dolnich koncetin (-5,5 SD). Obvod hlavy pacientky je 59 cm (2,5 SD),
a bez vyraznych obli¢ejovych rysu typickych pro achondroplézii. Nastup puberty u
pacientky odpovidal popula¢ni normé. Antropologicka méteni provedla RNDr. Daniela
Zemkova, CSc. z FN v Motole.

Rentgenologicka a ortopedicka vysetfeni dale odhalila skoliézu hrudni patete,
zkraceni krckii dlouhych kosti a coxa vara.

Pacientka zaroven trpi strabismem. Rodinn4 anamnéza pacientky nenaznacuje
vyskyt disproporéniho malého vzristu v rodiné. Matka (1940) méti 164 cm a otec (1939)
méti 192 cm. Bratr pacientky (1971) je rovnéZ bez ptiznaki onemocnéni, meti 178cm.

Zadny ¢len rodiny netrpi neurofibromatézou.
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Obrazek €. 13. Pacientka €. 1. Na obrdzku je zietelné vidét disproporénost koncetin

vuci trupu, predevsim zkraceni proximalnich segmentti koncetin. Déle jsou na téle vyrazné

neurofibromy. Fotodokumentaci pacientky laskavé poskytla MUDr. Marcela Malikova.

Sekvenacni analyza genu FGFR3 u pacientky odhalila de novo heterozygotni
jednonukleotidovou mutaci c.833A>G, vedouci k zdmeéné TAC>TGC v exonu 7.

Na pozici 278 dochazi k zdméné tyrosinu za cystein (p.Tyr278Cys) (viz obrazky ¢. 14 a
15).

Charakter substituce Tyr278Cys byl interpretovan in silico v programu PolyPhen-2.
Oblast, kde se bodova mutace vyskytuje je vysoce konzervativni oblast imunoglobulinové
domény III. receptoru FGFR3. Zména aminokyseliny na této pozici, kde se vyskytuje
evolu¢né ustalena aminokyselina tyrosin, je s nejvétsi pravdépodobnosti patogenniho

charakteru (viz obrazek €. 16).
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forward strand reverse strand

Obrazek ¢. 14. Vysledek sekvenaéni analyzy pacientky €. 1. (horni Fadek) a zdravé
kontroly bez této mutace (dolni Fadek). Levy sloupec nam ukazuje forward tisek DNA
a pravy sloupec stejnou oblast v reverznim sméru. Na obrazku je v hornim fadku vidét

heterozygotni mutace NM000142.4:¢.833A>G p.(Tyr278Cys) oznacend Sipkou.

gl gl Ig i ™ TK1 TK2

NHz mm_l I— - s COOH

1 61 109 176 228 275 339 \ 307

bunééna

TyrZ?SCys membrana

Obrazek €. 15. Mutace ¢.833A>G p.(Tyr278Cys) u pacientky €. 1. Pozice mutace
NMO000142.4¢.833A>G p.(Tyr278Cys) na zacatku imunoglobulinové domény II. receptoru
FGFR3.
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PolyPhen-2 report for P22607 Y278C

Query

Protein Acc  Position AA; AA; Description
P22607 anonical, RecName: Full=Fibroblast growth factor receptor 3; Shot=FGFR-3; EC=2.7.10.1; AltName CT " lags: g

Results

+| Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv

=] HumVar

Details
=] Multiple sequence alignment UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)

A

Obrazek ¢. 16. Interpretace patogenity substituce Tyr278Cys v programu PolyPhen-2.

Dle tohoto programu je mutace s vysokou pravdépodobnosti patogenni.

Substituci Tyr278Cys jsme nenasli u Zddného ze 17 nemocnych s achondroplézii, u nichz

se nenasla mutace vedouci k substituci Gly380Arg.

8.2.4 Pacient ¢. 2 - kazuistika

Pacientem ¢islo 2 je divka narozena v roce 1996. Pacientka byla sledovéana
pro podezieni na hypochondropldzii MUDr. Vérou Jiittnerovou a pozdéji MUDr. Marii
Senketikovou z Oddgleni 1ékaiské genetiky ve FN v Hradci Kralové.

Pacientka se narodila ve 41. tydnu ze tieti fyziologické gravidity matky. Porodni
vaha byla 3900g a porodni délka 53 cm. Pozdéji byla pacientka sledovana praktickou
1ékatkou pro makrocefalii. Pacientka do 7 let rostla v pAsmu primeéru, ve véku 9 let bylo
pozorovano vyrazné zpomaleni riistu (viz obrazek ¢. 17). Rust pacientky se zacal
pohybovat v oblasti tfetiho percentilu rastové kiivky. Jeji télesna vyska Cinila v deviti
letech 124 cm (-1,87 SD), vaha byla 29,5 kg (-0,03 SD). V 19 letech pacientka méti 156
cm (-1,79 SD) a vazi 51 kg (-1,15 SD). BMI pacientky je v normé¢, jeho hodnota je 20,69.
Postava pacientky je mirn€ dispropor¢ni, trup je relativné prodlouzeny. Dolni koncetiny
pacientky jsou zkracené. Rozpéti pazi pacientky je 169 cm. Na patefi pacientky je hrudni
skoli6za. Obvod hlavy pacientky ¢ini 60 cm (3,18 SD). Hlava je mezocefalicka a

makrocefalicka. Celo je bez prominence. Pacientka ma mirnou hypoplazii sttedni ¢asti
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oblic¢eje a mirnou prominenci zahlavi. Projevy puberty u pacientky odpovidaly populacnim

standardam.

1040503 VYSRA, QIVKy
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Obrazek €. 17. Pacientka €. 2. a) pohled zeptedu b.) pohled z boku; c.) riistovy graf
pacientky €. 2 — od devatého roku trvale pod 3 percentilem. Material laskavé poskytla

MUDr. Maria Senkefikova.

V rodinné anamnéze nebylo dosud vysloveno podezieni na skeletalni dysplazii.
Otec pacientky méfi 170 cm a matka je nizsi postavy 159,5 cm. Bratr (1993) méti 175 cm
a sestra (1995) méti 165 cm.

Sekvenac¢ni analyza genu FGFR3 u pacientky odhalila vzacnou heterozygotni
bodovou mutaci ¢.517 C>T v exonu 5 genu FGFR3, kterd pravdépodobné vede k substituci
Argl73Cys. Tato mutace dosud nebyla v mezinarodnich databazich a odborné literatuie
popséna (viz obrazky ¢. 18 a 19).

Podle vysledki z predikénich programii PolyPhen-2, MutationTaster a SIFT se
s vysokou pravdépodobnosti jedna o mutaci patogenniho charakteru (viz obrazek ¢. 20).
Na této pozici je evolu¢né ustalena aminokyselina arginin a zaména za cystein v této
vysoce konzervované oblasti imunoglobulinové domény II. receptoru FGFR3 vede ke
vzniku patologie. Kombinace klinického obrazu pacientky a nalezu substituce Argl73Cys

v genu FGFR3 s velkou pravdépodobnosti potvrzuje diagnézu hypochondroplazie.
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forward strand reverse strand

Obrazek ¢. 18. Vysledek sekvenaéni analyzy pacientky ¢. 2. (horni Fadek) a zdravé
kontroly bez této mutace (dolni Fadek). Levy sloupec nam ukazuje forward tisek DNA
a pravy sloupec stejnou oblast v reverznim sméru. Na obrazku je vidét heterozygotni

mutace NM000142.4:c. 517C>T p.(Argl73Cys), nachézi se v hornim fadku a je oznacena

Sipkou.
lgl Igli Ig il ™ TK A1 TK2
NHz — s COOH
1 61 w09 176 228 275 339 807
bunétna
Arg173cy5 membrana

Obrazek €. 19. Mutace ¢.517C>T p.(Argl73Cys) u pacientky €. 2. Pozice mutace
NMO000142.4:¢.517C>T p.(Argl 73Cys) na zac¢atku imunoglobulinové domény II.
receptoru FGFR3.
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PolyPhen-2 report for P22607 R173C
Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description
P2 173 R C Canonical, RecName: Full=Fibroblast growih factor receplor 3, Short=FGFR-3; EC=27.10.1; AliName: CD_antigen=CD333, Flags: Precursor, Length. 806

Results
[ Prediction/Contidence PolyPhen-2v2.2.2r398
HumDiv
This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING  with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00. specificity. 1.00)

€ - »

om——l
0,00 0.20 0.40 0,60 0.80 1.00

(=] Humvar
This mutation is predicted to be PROBABLY DAMAGING  with a score of 0.953 (sensitivity: 0.64; specificity: 0.92)

Details
[=) Multiple sequence alignment UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)

~

Obrazek ¢. 20. Interpretace patogenity substituce Argl73Cys in silico v programu
PolyPhen-2. Vysledna interpretace poukazuje na vysokou pravdépodobnost patogenity u

této mutace.

Poté co byla u pacientky zjisténa zaména Argl73Cys byla k molekularni analyze
odeslana 1 matka pacientky. Molekularné genetické vysetfeni odhalilo u matky stejnou
mutaci NM000142.4:¢.517C>T p.(Argl 73Cys) jako u pacientky €. 2. Matka pacientky
méti 159,5 cm (-1,23 SD), jeji obvod hlavy €ini 57,5 cm (1,58 SD) a rozpéti pazi matky

pacientky je 159,5 cm, coz odpovida normé.

8.3 Zjisténi variant (SNPs) ve vySetFovaném souboru

Kromé nalezenych mutaci byly nalezeny i dalsi nepatogenni varianty, které jiz byly
popsany a jsou katalogizovany v databazi NCBI. Tyto varianty lze pouzit pro prikaz
paterndlniho nebo maternalniho plivodu alely na které se varianta nachazi. Frekvence alel
byla vypocitana pomoci Hardy-Weinbergova zakona a poté byla porovnana s frekvenci
zjisténou v evropskych populacich prostfednictvim databaze 1000 Genomes Browser.

Souhrnné informace poskytuji tabulky ¢. 8 a 9 na stran¢ 62.
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Tabulka €. 8. Tabulka zjisténych nepatogennich variant genu FGFR3 ve vySetfovaném

souboru.
Genotyp
Alely Frekvence heterozygotu
SNP exon | Pocet jedincti
N=92 Alela 1 Alela 2 | pozorovana ocekavana
CC CT TT C T
RS2234909 7 0 26 66 26 158 28 % 24 %
(14 %) (86 %)
GG CG CC G C
RS2305184 7 0 3 89 3 181 3.2% 3%
(1,6 %) | (98,4 %)
GG GA AA G A
RS121913115 7 0 1 91 1 183 1,1% 1%
(0,5%) | (99,5 %)
CC TC TT C T
RS17881656 10 0 2 90 2 182 2,1% 2%
(1 %) (99 %)

Tabulka €. 9. SNP v genu FGFR3. Porovnani frekvenci alel jednotlivych SNP testovaného

souboru s frekvenci vyskytu ve finské, britské, iberské a toskanské populaci

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/).

SNP testovany finska britska iberska toskanska
soubor populace populace populace populace

RS2234909 T=0,8587 T=0.8687 T=0,8462 T=0.7944 T=0,6667
C=0,1413 C=0.1313 C=0,1538 C=0,2056 C=0.3333

RS2305184 C=0.9837 C=0,8687 C=0,8462 C=0,7944 C=0,8131
G=0,0163 G=0,1313 G=0,1538 G=0,2056 G=0,1869
RS121913115 | G=0,0054 G=1,0000 G=1,0000 G=1,0000 G=1,0000
A=0,9946 A=0,0000 A=0,0000 A=0,0000 A=0,0000

RS17881656 | T=0.9891 T=1,0000 T=0,9945 T=1,0000 T=0,9907
C=0,0109 C=0,0000 C=0,0055 C=0,0000 C=0,0093
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8.4 Hodnoceni uspésnosti zachytu mutaci

Nalezem dvou pravdépodobné patogennich mutaci v genu FGFR3 ve vySetfovaném
souboru, jsme potvrdili spravnost nasi pracovni hypotézy.

Nas testovany soubor pacientli jsme porovnali se studii Heuertzové a kol. (20006).
Studie Heuertzové a kol. (2006) popisuji dosud nejrozsahlejsi soubor pacientt, ktefi méli
otestovan molekularné genetickou analyzou cely gen FGFR3 a u kterych byly nalezeny
vzacné mutace. Pro srovndni uspé$nosti detekce mutaci genu FGFR3 u pacientd
s hypochondroplazii v nasi praci s praci Heuertzové a kol. (2006) jsme do vypoctu zahrnuli
1 pacienty s diive zjisSténymi mutacemi ve FN v Motole v letech 2002-2014 (viz tabulka

& 10).

Tabulka €. 10. Porovnani mutaci v genu FGFR3 v naSem testovaného souboru (2015) se

souborem Heuertzové a kol. (2006).

Studie: Heuertz et al. (2006) Nas testovany soubor (2015)
Pocet pacientil
74 114
s diagn6zou HCH
Pocet nalezenych mutaci
55 28
celkem
Familiarnich 10 (14 %) 24 (21 %)
Sporadickych 64 (86 %) 90 (79 %)
c.1620C>A: 9 (7,9 %)
Asn540Lys 47 (63,5 %) 17 (14,9 %)
c.1620C>G: 8 (7 %)
Lys650GIn
1 (1,5 %) 2 (1,8 %)
c.1948A>C
Asn540Thr
0 2 (1,8 %)
c.1619A>C
Asn540Ser
0 1 (0,9 %)
c.1619A>G
Nova mutace 7 (9,5 %) 2 (1,8 %)
Mutace nenalezena 19 (25,5 %) 90 (79 %)
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Za pomoci statistického programu SigmaStat jsme zjist'ovali rozdil v zadchytu mutaci
mezi témito dvéma testovanymi soubory, nasim a souborem Heuertzové a kol. (2006).
Ke statistickému vyhodnoceni jsme zvolili metodu Z-testu.

Porovnali jsme Uspé$nost zachytu vSech mutaci v genu FGFR3 v souboru pacientl
s hypochondroplazi. V naSem souboru jsme nalezli 28 mutaci u 114 vySetiovanych,
v souboru Heuertzové a kol. (2006) bylo zachyceno 55 mutaci u 74 vySetfovanych. Zachyt
mutaci v nasem souboru byl statisticky vyznamné niz8i v porovnani s celkovym poctem
pacientl nez v souboru Heuertzové a kol (2006). Mezi soubory byl signifikantni rozdil
(P=<0,000001).

Dale jsme porovnali pomér vzacnych mutaci v testovanych souborech s celkovym
zachytem mutaci u obou studii. V naSem souboru byly nalezeny
2 vzacné mutace z 28, v souboru Heuertzové a kol. (2006) bylo nalezeno 7 vzacnych
mutaci z celkovych 55 mutaci. Mezi nasim souborem a souborem Heuertzové a kol. (2006)
nebyl nalezen signifikantni rozdil v zachytu vzacnych mutaci (P=0,827274), coz

odpovidalo nasemu ocekavani. Oba soubory jsou porovnané mezi sebou v tabulce ¢. 11.

Tabulka €. 11. Porovnani nasich testovanych dat s daty ze studie Heuertzové a kol. (2006).

Byl pouzit statisticky Z- test v programu SigmaStat.

Zachyceno mutaci | Pocet pacientl Z-test
celkem: v souboru
Nas testovany soubor 24 (p=0,21) 114
7z=7,045271
Studie Heuertz et al.
55 (p=0,74) 74 P=<0,000001
(2006)
Mutaci
Vzacné mutace BéZné mutace Z-test
celkem
Nas testovany soubor 2 (p=0,083) 22 24
7z=0,218199
Studie Heuertz et al.
7 (p=0,13) 48 55 P=0,827274
(2006)
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9 Diskuze

V této praci uvadime vysledky rozsifeného molekularné genetického vysetfeni genu
FGFR3 u souboru pacientt s klinickou diagn6zou hypochondroplazie, kteti byli v letech
2002-2014 indikovani k zakladnimu molekularné genetickému vysetfeni hypochondro-
plazie do UBLG FN v Motole a u nichZ nebyla piedchozim vy3etfenim zjiiténa mutace v
kodonu 540 nebo 650. Analyzu jsme provedli v souboru 98 pacientii z populace Ceské
republiky, z nich bylo 80 nemocnych indikovano pro sporadicky vyskyt onemocnéni
v rodin€ a 18 nemocnych z 12 rodin bylo indikovano pro familiarni vyskyt malého vzrustu.
Jde o soubor vétsi, nez vSechny dosud publikované soubory nemocnych
s touto diagnozou. Oc¢ekavali jsme, ze podobné, tak jako je tomu u jinych geneticky
podminénych onemocnéni, bude zachyt mutaci u pacientli s familiarnim vyskytem malého
vzrastu vétsi, nez u piipadi sporadickych, mezi nimiz Ize ocekavat urcité procento
fenokopii. Z ekonomickych diivodl jsme proto vySetrovali cely gen FGFR3
jenu 18 pacientid s familiarnim vyskytem onemocnéni (12 nepiibuznych rodin),

u 80 pacientt indikovanych jako sporadické ptipady onemocnéni v rodin€ byly
analyzovany exony, u kterych byl v minulosti popsan vyskyt mutaci genu FGFR3

tj. exony 3, 5,7, 10, 13 a 15 genu FGFR3 (Heuertz et al. 2006; Baujat et al. 2008; Bellus
et al. 2000).

Nejprve jsme zavedli analyzu jednotlivych exonli genu FGFR3 metodou sekvenovani
dle Sangera s pouzitim vlastnich oligonukleotidovych primeri. Primery byly navrhovany
s piihlédnutim k dosud zndmym variantdm genu FGFR3 uvedenym v databazi 1000
Genomes Browser tak, aby eventualni pfitomnost varianty nemohla zabranit spravnému
nasednuti (anealing) oligonukleotidu. Systém jsme validovali vySetfenim vzorkt DNA
s Jiz znamou mutaci, zjiSténou dosud pouzivanymi primery. VSechny znamé mutace byly
spolehlivé detekovany, coz svédci pro dobrou detekéni schopnost nového diagnostického
postupu.

Presto, Ze se v odborné literatufe uvadi, Ze mezi achondroplazii a hypochondroplazii
muze byt fenotypovy piekryv, u zddného z nemocnych s klinickou diagnézou
hypochondroplazie jsme nenasli mutaci typickou pro achondroplazii, ktera vede k zdméné
Gly380Arg. V nasich podminkéch je tedy pravdépodobné achondropléazie klinickymi 1ékafi
spolehlivé rozpoznana od hypochondroplazie.

V celém vySetfovaném souboru jsme odhalili dvé vzacné pravdépodobné patogenni
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mutace u pacientll indikovanych k vySetteni pro sporadicky maly vzrist. Jde o mutace
c.517C>T p.(Argl73Cys) v exonu 5 a ¢.833A>G p.(Tyr278Cys) v exonu 7 genu FGFR3

(viz obrazek ¢. 21). Timto ndlezem jsme potvrdili nasi pracovni hypotézu.

Igl Ig Il Ig Il ™ TKA1 TK2

173
NH2 — - s COOH

1 61 109 176 228 275 339 807

\

bunééna

Arg173Cy5Tyr27ch5 membrana

Obrazek €. 21. Mutace ¢.833A>G p.(Tyr278Cys) u pacientky ¢. 1 a mutace ¢.517C>T
p-(Argl173Cys) u pacientky €. 2. Pozice nalezenych mutaci ¢.517C>T p.(Argl 73Cys) a
¢.833A>G p.(Tyr278Cys) v oblastech imunoglobulinovych domén II

a [T extracelularni oblasti receptoru FGFR3.

Mutace ¢.833A>G p.(Tyr278Cys) v genu FGFR3 zjisténa u pacientky ¢. 1 byla dosud
popsana u tii pacientll se zdvaznym fenotypem hypochondroplazie. Poprvé ji popsala
Heuertzova a kol. (2006), druhy a tteti ptipad publikovali Song a kol. (2012) a Chen a kol.
(2013). Také naSe pacientka trpi zavaznou formou hypochondroplazie, vyska po prolongaci
dolnich koncetin je 135,8 cm (-5 SD) to znamen4, Ze pacientka by bez prolongace bércti
dosahla findlni vysky asi 126,8 cm (-6,4 SD). Vzhledem k jejimu zdvaznému fenotypu
se diive uvazovalo i o klinické diagndze achondroplazie. Pacientka €. 1 ale zaroven trpi
neurofibromatdzou. U pacientl s timto onemocnénim je télesna vyska také snizena (Virdis
et al. 2003), do urcité miry se na vysledné vysce pacientky mize podilet pravé i toto
onemocnéni. Mutace ¢.833A>G p.(Tyr278Cys) v genu FGFR3 vede ke vzniku nového
cysteinového zbytku ve tfeti imunoglobulinové doméné receptoru a miize vést
pravdépodobné ke konstitutivni aktivaci receptoru FGFR3 podobné¢ jako jiné mutace
vedouci k zafazeni nového cysteinového zbytku, jako je tomu u thanatoforické dysplazie
(Tavormina et al. 1995b; Rousseau et al. 1996a). Skutec¢nost, Ze mutace jiz byla

pozorovana u ¢tyt nezavislych ptipadi t€zké hypochondroplazie také svéd¢i pro to, Ze jde
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o skute¢nou molekularni pti¢inu hypochondroplézie u nasi pacientky. Nem¢li jsme

moznost vySetfit rodi¢e pacientky, abychom prokdzali, Ze mutace u ni vznikla de novo.

Mutace ¢.517C>T p.(Argl73Cys) v genu FGFR3 zjisténa u pacientky ¢. 2 dosud
nebyla podle nam dostupnych informaci v odborné literatufe popsana, neni uvedena
ani v databazi 1000 Genomes Browser. Onemocnéni nasi pacientky s touto mutaci je podle
klinického obrazu hodnoceno jako hypochondroplazie, jeji fenotyp lze popsat jako lehkou
formu hypochondroplédzie. Mutace ¢.517C>T p.(Argl73Cys) v genu FGFR3 vede
ke vzniku nového cysteinového zbytku mezi prvni a druhou imunoglobulinovou doménou
receptoru. Domnivame se, Ze i tato mutace miize vést pravdépodobné ke konstitutivni
aktivaci receptoru FGFR3 podobné jako jiné mutace vedouci k zatazeni nového
cysteinového zbytku, byt mirngjsiho stupné. Cilenym vySetienim matky probandky jsme
zjistili, Ze 1 matka probandky nese stejnou heterozygotni mutaci. Doplnéné klinické
vysetieni matky zjistilo, ze matka je rovnéz nizsi postavy (-1,23 SD) a ma vétsi obvod
hlavy (1,58 SD), coz také sv&dci pro to, Ze jde o skute€nou molekularni pti¢inu
hypochondroplézie u nasi pacientky. Vzhledem k tomu, Ze mutace ¢.517C>T
p-(Argl73Cys) v genu FGFR3 dosud nebyla popséana, bylo by vhodné dale ovértit
jeji patogenitu nékterou vyzkumnou metodou, funk¢ni analyzou proteinu in vitro,
nebo na zvifecim modelu. Pfipad této pacientky ¢. 2 dobfe dokumentuje obtiZnost klinické
diagnostiky hypochondroplazie resp. diagnostického zatazeni disproporéniho malého
vzrastu mirného stupné, kdy pacientka byla ptivodné zatfazena jako sporadicky piipad
v roding a jeji matka jako osoba s normalnim vzristem.

U 96 pacientli nebyla popsanym postupem metodou piimého sekvenovani dle Sangera
zadna patogenni mutace genu FGFR3 zjisténa. Tato skute¢nost je v souladu s vysledky
jinych autori. Pfi¢iny malého vzristu u pacientl bez zjis§téné mutace mohou byt riizné,
muze jit o maly vzrast zpisobeny zevnimi vlivy, bez genetické pticiny, nebo maly vzriist
vazany na jiny geneticky lokus, nez FGFR3, nebo i o maly vzrist jako komplexni chorobu,
podminénou souhrou vice genetickych, epigenetickych a environmentalnich faktort.

Pro tuto moznost svéd¢i 1 dosud mala tspésnost vysokokapacitniho sekvenovani
pii identifikaci novych kauzalnich genti.
Zachyt mutaci v naSem souboru nemocnych jsme po zahrnuti nemocnych s mutacemi

v kodonech 540 a 650 statisticky porovnali se souborem Heuertzové a kol. (2006),
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nejvetsim dosud publikovanym souborem nemocnych s hypochondroplazii. Vybér
pacientil ve studii Heuerzové a kol. (2006) vychazel z klinickych a radiologickych dat
jednotlivych pacientd, na rozdil od nasi studie, do které byli vybrani pacienti

s disproporéni malou postavou a podezienim na hypochondroplazii na zaklad¢ doporuceni
1ékare specialisty. Zjistili jsme statisticky vysoce vyznamny rozdil v uspéSnosti detekce
mutaci, v naSem souboru byla GispéSnost nizsi. Tento rozdil by mohl byt zptisoben

jak ptesnosti vybéru zatazenych pacientil, tak mensi citlivosti nasi detekéni metody.
Domnivame se, ze pfi¢inou jsou zejména mén¢ striktni diagnosticka kriteria u naseho
souboru. Naproti tomu jsme nezjistili statisticky vyznamny rozdil v zachytu vzacnych
mutaci, nase Gspésnost vztazend na pocet zjisténych mutaci v kodonech 540 a 650 byla
srovnatelnd s GspéSnosti Huertzové. Z toho usuzujeme, ze ndmi pouzivand metoda
molekularné genetické analyzy je spolehlivd a mize byt pouzivana pii DNA analyze

FGFR3-vazanych skeletalnich dysplazii.
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10 Zavér

Hypochondroplazie, porucha projevujici se disproporénim malym vzristem,
patii mezi jednu z Castych vrozenych vad. Projevy hypochondroplazie mohou byt rizné
zavazné, coz ztézuje klinickou diagnostiku. V¢asna diagnostika pfitom miize hrat
v medicin€ zasadni roli, naptiklad pfi rozhodnuti o mozné terapii nebo pro dalsi
reprodukéni rozhodnuti v rodiné. V soucasné dob¢ je zasadni pro v¢éasnou diagnoézu
hypochondroplazie pfedevs§im molekularné genetické analyza genu FGFR3, ktery je u ¢asti
pacientl za vznik hypochondroplazie zodpovédny.

PredloZena prace prispéla ke zptesnéni molekuldrné genetické diagnostiky
u nemocnych s hypochondroplézii a pfinesla nové poznatky o pacientech
s hypochondroplazii v Ceské republice. Zavedli jsme nové DNA diagnostiku celého genu
FGFR3, identifikovali jsme u dvou pacientek vzacné pravdépodobné patogenni mutace
genu FGFR3. Na zaklad¢ téchto vysledkli bude modifikovan diagnosticky protokol
u nemocnych s hypochondroplazii. Pfesnd molekularné geneticka diagnostika je dtlezita

pro stanoveni presné genetické progndzy pacienta a jeho rodiny.
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