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ABSTRAKT

Tato bakaldrskd prace je prehledem nejdulezitéjsSich milnik( pfi vyvoji lidského
embrya v oblasti hlavy a obli¢eje a pfinasi uceleny prehled nejnovéjsich poznatk(
ve vyvojové a molekularni embryologii kraniofacialnich struktur se zamérenim
na fuzi facidlnich vybézkl. Vraném embryondlnim obdobi se odehrdvaji
nejddleZitéjsi vyvojové zmény v oblasti hlavy. Tato faze je proto nejvice nachylna
na vznik defektd a malformaci. Nej¢astéjsim defektem v oblasti hlavy a obliceje je
rozStép rtu a/nebo patra, vyskytujici se samostatné (nesyndromicky) nebo v ramci
syndromu (syndromicky). Nej¢astéjsi pricinou vzniku rozstépu je nedostatecnd
chybnou exprimaci genll nebo receptorl danych gend, jejichZ funkci lze modelové
testovat na mysich a kuratech. Predlozena prace sumarizuje také znalosti
z etiologie rozstépovych vad v kontextu novych poznatkl o splyvani obli¢ejovych
vybézkd a osifikace v dané oblasti. Prohlubovani nasich znalosti vyvoje obliceje
a defektd snim spojenych je dulezité pro presnou prenatalni diagnostiku
a Uspésné |éceni pacientd, jejichZ problémy nemusi byt pouze estetické, ale i Zivot
ohrozujici.

Klicova slova: oblicejové vybézky, rozstép rtu a/nebo patra, oblicejové vady,
Zaberni oblouk, ristové faktory, transkrip¢ni faktory, embryo



ABSTRACT

This bachelor thesis is an overview of the most important developmental
and molecular milestones in the embryonic development of the human head
and face and it brings a comprehensive overview of the latest knowledge
in developmental and molecular biology of craniofacial structures with focus
on the fusion of facial processes. During early embryogenesis the most important
developmental changes take place in the cranial area. This period is the most
susceptible period for defects and malformations formation. The most common
defect in the craniofacial region is the cleft lip and/or palate occurring alone (non-
syndromic) or as a part of a syndrome (syndromic). The most common reason
of the cleft formation is the insufficient proliferation in the facial processes
and palatal shelves, which is caused by the incorrect expression of genes
or receptors of these genes whose function can be studied on the mouse
and chick models. The present thesis summarizes also the knowledge of etiology
of orofacial clefts in the context of new findings about the fusion of facial
processes and ossification in the cleft area. Improvement of our knowledge
of facial development and defects associated with it is important for accurate
prenatal diagnosis and successful treatment of patients, whose problems may not
only be aesthetic but also life-threatening.

Keywords: facial processes, cleft lip and/or palate, facial defects, pharyngeal arch,
growth factors, transcription factors, embryo
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6. Seznam literatury

Seznam zkratek

ABCA4 ATP vazebna kazeta podskupina A ¢len 4
ARHGAP29 Rho GTPéza aktivujici protein 29
BMP/Bmp Kostni morfogeneticky protein

CLP Roz5tép rtu a/nebo patra

COL2A1, COLYA (1-3), COL11A (1,2)

alpha 1 fetézec kolagenu typ II, alpha 1-3
fetézec kolagenu typ IX, alpha 1,2 fetézec
kolagenu typ XI

CPX Roz8tép patra vdzany na chromozom X
DIx Distal-less homeobox

Ece Enzym konvertujici endotheliny

ED Embryonélni den

ET Endothelin

ETA, ETB Receptory endothelint typu A a B
FGF/Fgf Fibroblastovy rstovy faktor

Fgfr Receptor fibroblastového ristového faktoru
GRHL3 Grainyhead like transcription factor 3
Hand?2 ;Zig r?r;d neural crest derivatives-expressed
Hh Rodina hedgehog

Hox Homeobox geny

CHD7 I()3r1;rt(;riillo7domain-helicase-DNA-binding
IAD IRF sdruZzena doména

IRF Interferon regulujici faktor



LoF Ztrata funkce

MAFB V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog B

Msx Muscle segment homeobox gene

NSCLP Nesyndromicky rozstép rtu a/nebo patra

p63 Nédorovy protein p63

PDGF Ristovy faktor z desticek

PVRLI1 Poliovirus receptor-related 1

Racl Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Rho/RhoA Ras homolog gene family/¢len A

RIPK Receptor.-mteractmg serine/threonine-
protein kinase

RTK Receptory tyrozinkindzové skupiny

Shh Sonic hedgehog
Intracelularni proteiny prevadéjici

Smad ST -
extracelularni signaly do jadra

Spry Sprouty

SRR Serinové auroinhibi¢ni regiony

TBX T-box

TCOF1 Treacle ribosome biogenesis factor 1

TGF-beta Transformujici ristovy faktor beta

TGF-betaR Receptor pro transformujici ristovy faktor
beta

VWS Syndrom van der Woude

WNT / Wnt Wingless




1.Uvod

Vyvoj hlavové ¢asti zacina u lidského zarodku ve 3. tydnu, spolu s vytvéaienim tii zarode¢nych
listi (ektoderm, mesoderm a entoderm) v procesu gastrulace. Gastrulace je spojena
s vytvofenim primitivniho prouzku na povrchu epiblastu, ktery je na hlavovém konci lehce
zvysen a tvoii Hensenliv uzel s primitivni jamkou. Buiiky epiblastu obrtstaji v hlavové ¢asti
prechordovou ploténku, ktera se vytvaii mezi koncem chorda dorsalis a orofaryngovou
membranou z bunék, které vysly z Hensenova uzlu. Orofaryngova membrana je oblast s tésné
prilehlym ektodermem a entodermem. Zde bude ustni dutina ptechazet v hltan. V hlavové Casti
embrya se proti slepé koncicimu zacatku primitivniho stfeva zacne vchlipovat ektoderm.
Vytvéii jamku zvanou stomodeum, ze které se nasledné¢ vyviji dutina ustni. Kolem stomodea
se vytvofi pét oblicejovych vybezki (neparovy frontonasalni, parové maxilarni
a mandibularni). Maxilarni a mandibularni vybézky vznikaji jako derivat prvniho
faryngealniho oblouku. Na konci 4. tydne jsou jiz na frontonasalnim vybézku patrné nasalni

plakody, vzniklé ztlu§ténim povrchového ektodermu. Proliferaci plakod v 5. tydnu dochazi
ke vzniku nosnich jamek, okolo kterych se tvofi tkanovy val, zédklad pro nosni vybézky
(lateralni a medialni). Mandibularni vybézky splyvaji ve stfedni ¢afe za vzniku dolni Celisti.
Nasledné dochézi ke splynuti maxilarnich vybézkli s medidlnimi nasalnimi vybezky, pficemz
medialni nasalni vybézky srlstaji vzajemné i ve sttedni ¢are. Na podkladé medialnich nasalnich
vybe&zkl vznika s ptispévkem vybeézkl maxilarnich intermaxilarni segment. Formovani patra je
dlouhy proces a kon¢i az ve 12. tydnu. Prenatalni vyvoj lidského obli¢eje je charakterizovan

prodlouzenim hlavy a souasnym vyvysenim stfedni oblasti.

Jednou z nejcastéji se objevujicich vyvojovych vad v oblasti obliceje jsou vady rozstépové.
Jedna se o rozstép rtu, Celisti, patra nebo kombinaci uvedenych rozstépii. Rozstép neni pouze
kosmeticka vada, u novorozencli nastavaji problémy s kojenim, kdy mateiské mléko muiize
vtékat do dutiny nosni. V pozd&Sim veéku mohou nastat 1 problémy s postavenim
zubu, artikulaci a duSevnim prozivanim ditéte v kolektivu. Je tedy dilezit¢ vadu vcas

identifikovat a zvolit vhodnou 1écbu spolu s plastickymi chirurgy a stomatology.

Cilem ptedloZené prace bylo shrnout nyné&jsi poznatky o vyvoji obliceje se zaméfenim na vyvoj
rany a podlozit je molekularnimi aspekty. V praci jsem se také v€novala patologii tohoto
procesu s dirazem kladenym na rozstép rtu a/nebo patra, jehoZ vznik je nasledné také popsan

1 z molekularniho hlediska.



2.Rany vyvoj obli¢eje

Mesenchym tvofici hlavu a krk vznikd z paraaxialnho mesodermu a ektomesenchymu
z neuralni liSty a z ektodermovych plakod. Vyznamnou strukturou pii vyvoji oblieje jsou
faryngové oblouky, které zaindme pozorovat ve 4.-5. tydnu embryondlniho vyvoje. Jsou
tvofeny mesenchymem, ktery je oddélen zabernimi vkleslinami. Faryngové oblouky se
postupné diferencuji a 42. den embryonalniho vyvoje jiz na obli¢eji mizeme spatfit pét vybezka
(obr. 1). Z prvniho faryngového oblouku vznikaji mandibuldrni a maxilarni facidlni vybézky.
Nachazi se okolo stomodea, kde maxilarni vybézky nalezneme lateradln€¢, mandibularni
kaudalné. Tyto dva pary vybézku jsou tvotreny buiikami neuralni liSty odvozenymi z rostralni
oblasti zadniho mozku (Lan et al., 2015). Frontonaséalni vyb&zek se tvofi na horni hranici
stomodea a je tvofen mezenchymalnimi buifikami odvozenymi z bun¢k ptedniho mozku
a sttedniho mozku (Osumi-Yamashita et al., 1994; Lan et al., 2015). Sousedi z obou stran
s ¢ichovymi plakodami, z nichz vznikaji nosni jamky, a to vchlipovanim okolo 5. tydne.
Tkéanovy val, ktery se vytvofi okolo nosnich jamek, d4 pozdéji vzniknout nosnim vyb&zkim
(medialnim a lateralnim) (obr. 1). Ve stiedni ¢aie dochazi ke srtistu dvou medialnich nasalnich
vybézkl, ke kterym z obou stran pfirdstaji vybézky maxilarni a utvaii spolecné horni ret. Dolni
ret a Celist je pak vytvofena splynutim mandibularnich vybézka. Maxilarni vybézky se nadale
zvetSuji a pozdeji utvori tvare a s prispévkem medidlnich nasalnich vybeézkt i horni celist.
Centralni ¢ast frontonasalniho vybézku se podili na vzniku hibetu a kofene nosu. Na stavbé

nosu se dale podileji také lateralni nosni vyb&zky, a to tvorbou nosnich kiidel.



Frontonasélni vybéiek

Maxilérni vybéiek

Mandibuldrni vybéiek

Nosni jamka

Lateralni nasalni

Medidlni nasalni vybéiek

vybések

Obrazek 1: Oblicejové vybézky (upraveno podle (Francis-West, Robson, & Evans, 2012))

2.1.  Zaberni oblouky

Jak jiz bylo zminéno vySe, vyznamna struktura vznikajici z neurdalni liSty okolo 4.-5. tydne
embryonalniho vyvoje v oblasti hlavy a krku jsou parové zaberni (faryngové) oblouky.
Mesenchymova vyplii oblouktl je oddélena zabernimi vkleslinami v ektodermu. Ctyii pary jsou
jasné patrné, paty a Sesty par lze u €lovéka povazovat spiSe za rudimentarni. Kazdy oblouk
obsahuje hlavovy nerv vytvotfeny z ektodermové plakody a tepnu, mé svou svalovinu a budou

se z n¢j diferenciovat specifické struktury okolo 42. dne vyvoje.

Prvni Zaberni oblouk vznika okolo stomodea koncem 4. tydne a tvoii dva vybézky, maxilarni,
poloZen kranidlné, a kaudalni mandibularni, ten obsahuje Meckelovu chrupavku. Ta pozdéji
zanika a zlstane po ni ¢ast sluchovych kustek: hlava kladivka a télo kovadlinky (Whyte et al.,
2009) (obr. 2). Z maxilarniho vybéZzku dale vznikéa ¢ast premaxily, maxila, os palatinum, os

zygomaticum.

Druhy zaberni oblouk, ktery je vyztuzen Reichertovou chrupavkou, da vzniknout rukojeti
kladivka, dlouhému vybézku kovadlinky spolu s vétSinou tfrminku (Whyte et al., 2009) (obr. 2).

Dale pak vyb&zku processus styloideus a ¢asti t€la a mensim rohlim jazylky.

O vzniku kustek ucha existuje 1 klasicka teorie, ktera se stile jeSt€ objevuje v nékterych
ucebnicich (Sadler, 2011), kde kladivko a kovadlinka se vyvinuly od prvniho oblouku a tfrminek
od druhého. Tuto teorii v§ak Whyte (2009) ve svém experimentu vyvratil (Whyte et al., 2009).



Nasledujici oblouky nejprve vyztuzuji stény primordialniho hltanu. Tteti oblouk se diferencuje

ve zbytek téla jazylky a jeji velké rohy. Zbylé oblouky (4.-6.) tvoii chrupavky hrtanu.
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Obrazek 2: M. — Malleus (Kladivko), 1. — Incus (Kovadlinka), S. — Stapes (Trminek), cervené struktury prvniho Zeberniho
oblouku a modre druhého zaberniho oblouku (upraveno podle (Whyte et al., 2009))

Naruseni vyvoje prvnich dvou zabernich oblouki je zdkladem mnoha kraniofacialnich defektt.

2.2.  Intermaxilarni segment

Maxilarni vybezky pfi sristani rostou medidlnim smérem. Nesplyvaji pouze ¢asti povrchové,
ale 1 hlubsi. Horni ret a Celist jsou vytvorené sristem medialnich nasalnich vybézki ve stiedni
care, se kterymi se z obou lateralnich stran spoji vybézek maxilarni. Medialni nasalni vyb&zky
jsou s maxilarnimi nejprve spojeny epitelovym mustkem (Wei et al., 2000). Medialni vyb&zky
postupné srlstaji vzajemné po celé své délce a vytvofi intermaxiilni segment, pozdé&ji
diferencovany na philtrum a premaxilu. Maxilarni vybézky srtstaji s medidlnimi nasalnimi
piispivajic k intermaxile (Lisson & Kjer, 1997), a také po celé své délce pomoci patrovych

plotének, které nakonec svym splynutim ve stfedni ¢are vytvoii sekundarni patro.

2.3. Vznik nosu

Poprvé miizeme pozorovat struktury nosu na frontonasalnim vybézku, na jehoz stranach se
zatne formovat ztluStély ektoderm cichovych plakod. Okolo 5. tydne se Cichové plakody
vchlipuji a vytvofi nosni jamky, obklopeny tkdniovym valem, ktery da vzniknout nasalnim
vybézkim (He & Soriano, 2013). Medialn€ od jamek se vytvoii vybézky nasdlni medialni
a lateraln€ od nich vybé&Zzky nasalni lateralni. Medialni nasalni vybézky spolu sristaji ve stfedni

¢afe a intermaxilarni segment, jehoz vznik byl popsan vyse, plynule piejde do nosniho septa



(Barteczko & Jacob, 2004), které se pozd¢ji prilozi na sekundarni patro. Interkalace alveolarni
Casti premaxily a maxilarniho oblouku a jeji kontakt s dolni ¢asti vyvijejici se nosni prepazky
hraje zasadni roli pii uzavieni patra (Barteczko & Jacob, 2004). V 6. tydnu jsou nosni jamky
zieteln¢ prohloubeny a od dutiny ustni je oddéluje oronasalni membrana. V té se nésledné
objevi otvory choanae primitivae, lezici t€sné¢ za primarnim patrem. Otvory oddéluje
frontonasalni val, pozd¢jsi septum. Po utvofeni sekundarniho patra lezi choany na rozhrani
nosni dutiny a nosohltanu. Vedlejsi nosni dutiny dosahuji definitivni velikosti az béhem

puberty.

2.4.  Sekundarni patro

Sekundarni patro vznika ze dvou patrovych plotének maxilarniho vybézku. Spojuje se
anteriorn¢ s patrem primarnim a ve stejny ¢as se pohybuje doli nosni septum a ptiklad4 se shora
na vytvofené patro. Srust nasleduje po vytvofeni premaxily. Vymezeni mezi primarnim
a sekunddrnim patrem je v dospélosti sutura incisiva. Tato hranice vSak neodpovida hranici

embryonalni (Lisson & Kjer, 1997; Barteczko & Jacob, 2004).

Anteriorni premaxildrni ¢ast patra se vyviji z frontonasalniho vybézku a posteriorni ¢ast patra
pochazi z maxilarniho vybézku. Patrové ploténky se formuji okolo 6. tydne vyvoje vertikalné
podél jazyka (Lan et al., 2015). Proces uzavirani patra probihd v osmém tydnu téhotenstvi
zeptedu dozadu mezi mékkymi lateralnimi patrovymi vybézky, které se posouvaji z vertikalni
do horizontalni polohy v procesu zvaném horizontalizace (Okuhara & Iseki, 2012). V anteriorni
Casti patra dochédzi k uzavieni patra tak, ze je mezi patrové vybézky vsunuta premaxila.
U nejmladSich embryi je obdélnikovy otvor pied fuzi patra ohrani¢en patrovym epitelem.
U starSich zacina zdvih patrovych plotének a otvor se méni do tvaru pismene Y. Oteviené Y se
uzavird tak, Ze pfedni ¢ast epitelové vystelky mizi diive nez posteriorni (Lisson & Kjer, 1997).
Uplné nahrazeni epitelu kostni tkani je doprovazeno tvorbou kosti v patfe. Svy patra medialni

1 transverzalni a sutura incisiva zistavaji jasné viditelné i po vymizeni epitelu.

Patrové ploténky tvoii hlavné kranidlni neuralni buiiky z mesenchymu neuralni liSty, pokrytych
jednoduchym embryonalnim epitelem (Lan et al., 2015). Jejich vzajemné splynuti je zdsadnim
pfedpokladem pro vytvoreni sekundarniho patra. Oralni epitel je sloZzeny ze 2 vrstev, a to
svrchniho peridermu a bazélnich bun¢k. Oralni periderm je ploché epitelova vrstva, ktera kryje
bazélni buniky. Periderm zastdva mnoho roli ve vyvoji patra, v€etné prevence patologické oralni

adheze mezi patrovymi ploténkami a pfilehlymi strukturami. Je totiz prvni, ktery se dostane
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do kontaktu s protéj$i ploténkou. Bunky peridermu pii fuzi patrovych plotének migruji,
coz vede k tvorbé epitelovych trojuhelniki, kde vétSina z bunck peridermu zemfe. Tyto bunky

fidi adhezi a migraci epitelovych bunék medialniho okraje tkan€. Tato migrace je nezbytna
k zah4jeni fuze. Pokud k migraci nedojde, adheze neni Uplnd (Cuervo & Covarrubias, 2004)

(obr. 3). Bazélni epitel je kubicky, nachazejici se mezi peridermem a bazalni membranou,

pod kterou se nachazi mesenchym.

nasalni

Obrazek 3: Fuze patrovych plotének (A): patrové ploténky se priblizuji, bunky peridermu (Zluté) prekryly epitelové burky
medialniho okraje (bile); (B): bunky peridermu jsou v kontaktu a pohybuji se ve smeru Sipek; (C): epitelové buriky medidlniho
okraje interaguji do jedné vrstvy, bunky peridermu tvori epitelové trojuhelniky (et); (D a E): epitelové buiiky medidlniho okraje
i buriky v epitelovych trojuhelnicich umiraji; (F): mesenchymalni bunky (riizové) se jen mirné rozprostrou ve sméru Sipek

(upraveno podle (Cuervo & Covarrubias, 2004))

3.Molekularni podstata déjii souvisejicich s formaci
obliCeje a patra

Pti utvareni organismu jsou télni ¢asti oddéleny hranicemi, mezi nimiz se bunky specializuji
na vytvareni urcitych struktur. Tyto pomysIné hranice jsou zde diky ¢asovému i prostorovému
oddéleni exprese jednotlivych gent. Tim bunky ziskaji polohovou identitu pii procesu
vzorovani (Meinecke et al., 2018). Mezi hlavni genové rodiny ovliviiujici tvorbu obli¢ejovych
struktur patii kostni morfogenetické proteiny (Bmps), Fibroblastové rustové faktory (FGFs),
geny rodiny Hedgehog (Hh), drdha Wingless (Wnt), kyselina retinova a endotheliny (Depew et
al., 2005). Experimentalni embryologické studie na mySich urcily obdobi mezi ED10 a ED10.5
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jako klicové, kdy exprese geni v zabernich obloucich definitivné ovliviiuje kraniofacidlni

struktury embrya (Depew et al., 2005).

Z okraji neuralnich valii vznikaji bunky neuralni listy, a to diky rodiné proteini BMP a WNT
(obr. 4). V budouci oblasti hlavy vznikaji buiiky hlavové neurdlni liSty, seskupujicich se
do segmentli nazyvaji se rhombomery. Buiiky z rhombomer nasledné¢ migruji do Zzabernich
oblouki (obr. 5). Tento tok usmériuji Ephriny (a jejich receptory) a Semaforiny (Sadler, 2011).
Zaberni vychlipky vznikaji migraci entodermu, k ¢emuZ dochézi diky stimulaci pomoci FGF.
Exprese téchto morfogent fidi diferenciaci mesenchymu zabernich obloukt. Mesenchym
na signaly odpovid4d expresi transkripcnich faktorti (napt. kodované Homeobox geny).
Pfijemcem téchto signall je prevazné epitel (Francis-West et al., 2012). Bunky v obliceji
nejprve exprimuji podobné geny, a to kviili svému spoleénému pocatku. Diky multipotenci se
ale nasledné jejich osudy rozdéli, a to d& vzniknout oblicejovym vybézkim s odliSnym osudem

(Buchtova et al., 2010).

neurdlni ploténka

ectoderm

chorda

Obrazek 4: Viiv Wnt, Bmp a FGF signalizace na vznik neuralni trubice (upraveno podle (Francis-West et al., 2012))



'/ posteriomi
. stfedni mozek

Obrazek 5: Migrace bunék z rhombomer (R) do prislusnych Zabernich obloukii (ZO) (upraveno podle (Francis-West et al.,
2012))

3.1. Homeotické geny
Homeotické geny tvoii rodina genil vyznamna pii embryogenezi obsahujici homeobox (Hox),
coz je sekvence DNA schopna po translaci fungovat jako transkripéni faktor. Homeoboxy jsou

vysoce konzervované nukleotidové sekvence o 180 parech bazi (Wolf et al., 2014).

Hoxa?2 tidi vznik druhého zaberniho oblouku a kosternich struktur z n&j diferencovanych. Je
exprimovan v neuralni 1i§t€. Po migraci téchto buné€k pifejima expresi ektoderm (Francis-West

etal., 2012).

Rodina gentt Dix (distal-less homeobox) je nezbytna pro vyvoj a morfogenezi Zabernich
obloukli. Na mysSim modelu bylo zjisténo, Ze specificka exprese Dilx ovliviiuje vnitini
diferenciaci, tedy tvorbu jednotlivych struktur z jednoho Zaberniho oblouku (Depew et al.,
2005). Naptiklad DIx5 a 6 interaguje s geny Hand? (Heart and neural crest derivatives-
expressed protein 2), které jsou silné exprimované v mandibularnim vybéZzku, a pomahaji tak

jeho diferenciaci u kutat (Buchtova et al., 2010).

3.2. Hedgehog rodina

Hedgehog rodina koduje proteiny dilezité pro interakci buiika-burika a je nutné pro vyvoj patra
a frontonasalniho vybé&zku. Soucasti této genové rodiny je gen Sonic hedgehog (Shh), ktery je
specificky vyznamny ve formaci oblic¢eje. Shh ma vysoce konzervovanou N-koncovou oblast,
zato C-koncova oblast je velice variabilni. Ztrata signalizace Shh v Casnych stadiich neuralni
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ploténky ma zéasadni vliv na kraniofacidlni morfogenezi (Hu & Helms, 1999). Bylo shledano,
ze Shh je ptevazné exprimovan v mistech epitelové mezenchymalnich interakci a je kriticky
dilezity zejména pro frontonasalni vybézek a maxilarni vybézky (Hu & Helms, 1999).
Ovliviiuje také rast patrovych plotének, a to pomoci regulace exprese Fgfl0 a Fgf7
v mesenchymu (Lan et al., 2015). Ukazalo se, ze Shh exprimovany v epitelu piimo signalizuje
mesenchymu pfi ristu patra, pticemz Shh signalizace reguluje expresi Bmp2, Bmp4, Msx1
(Muscle segment homeobox gene) a Fgf10 (Deshpande & Goudy, 2019). Je exprimovan také
piimo v zabernich obloucich, kde je na ném zavisld exprese 7-box! (Garg et al., 2001), ale
samotny vyvoj zabernich obloukl na ném zéavisly neni (Francis-West et al., 2012). Nejvice
kritickd u embryi kufat je ztrata exprese Shh mezi ED25-ED26, ktera vede k tézkym
malformacim (Hu & Helms, 1999).

3.3.  WNTdraha

WNT dréha se podili na regulaci bunééné proliferace, z hlediska vyvoje obli¢eje prevazné
ve frontonasalnim vybézku (Szabo-Rogers et al., 2008), a v hlavové oblasti je zodpovédna
za vyvoj mozku. Homologni gen wingless u Drosophil hraje klicovou roli v embryogenezi
(Francis-West et al., 2012). Wnt5a byl studovan na mySich embryich a popsan jako nezbytny
pro rist obliceje. Je exprimovan pievazné v prvnim zZabernim oblouku a ve vSech obli¢ejovych
vybézcich a nejspiSe hraje zasadni roli pfi ristu a diferenciaci tkani. Ztrata exprese vede
k letalité, ale i tak mizeme u mysich embryi pozorovat zkraceny ¢enich (Yamaguchi et al.,
1999). Dale byl u lidskych embryi popsan gen WNT3 lokalizovany na chromozom 17g21, jehoz

mutace vede kromé absence vSech koncetin také k rozstépu rtu a patra (Niemann et al., 2004).

3.4. Endotheliny

Endotheliny (ET-1, ET-2, ET-3) pfedstavuji rodinu mimo jiné vazoaktivnich latek. ET-1 je
vazokonstriktor a byl prokdzéan jako nezbytny pro vyvoj dolni ¢elisti (Francis-West et al., 2012).
Je to maly peptid skladajici se z 21 aminokyselin, kazdy je syntetizovan jako vétsi prepropeptid
a nasledn¢ modifikovan. Kontroluje expresi homeobox genil v Zabernich obloucich a sdm se
exprimuje v jejich ektodermu. Tento ektoderm také exprimuje receptor ETA v zavislosti na ET-

1, coz naznacuje, Ze se ET-1 autoreguluje (Nair et al., 2007).



3.5. Rdstové faktory

Tyto latky ovliviiuji rist, proliferaci a diferenciaci bun€k v okoli mista jejich syntézy. Pasobi
na genovou expresi, a to jako aktivatory i inhibitory. Jejich struktura je pfevazné bilkovinna.
Existuji ¢tyfi velké rodiny: Rodina WNT a rodina Hedgehog (zminéné vyse), fibroblastové

rustové faktory a nadrodina transformujicich ristovych faktort.

3.5.1. Fibroblast growth factor (FGF)

Fibroblastovy rtstovy faktor je podskupinou RTK (receptory tyrozinkindzové signalni dréhy),
které jsou znamé jako podilejici se na riziku vzniku rozstépu u lidi. RTK jsou regulacni siti
pii vyvoji embrya a stoji za proliferaci, diferenciaci a migraci bunék. RTK signalni drédhy se
skladaji z20 podskupin. RTK signalizace mize fidit expresi Sprouty gent (Spry),
které produkuji proteiny, které reguluji RTK signalizaci v ramci negativni zpétnovazebné
smycky (Dorey & Amaya, 2010). Spry také udrzuji homeostazu exprese F'GF a sniZeni jejich
exprese vede ke sniZeni exprese FGF (Szabo-Rogers et al., 2008). Signélni interakce IRF6
(Interferonovy regulacni faktor 6) a RTK, v regulaci peridermalni diferenciace a funkce, stejné
jako epistatické interakce mezi variantami v genech v IRF6 a RTK signalnich drahach, maji

vyznam pro vznik rozstépu u lidi (Ludwig et al., 2012).

Ristové faktory jsou vytvareny bud’ v epitelu, jako je tomu v piipadé Fgf8 a Fgf2, nebo jsou
lokalizovany v mesenchymu, jak je tomu v ptipadé Fgf5. Zda se, Ze funkce Fgf8 kontroluje
regulaci exprese Hox genli a epitelové-mesenchymalnich interakci. Fgf8 byl identifikovan
v ekodermu Zabernich obloukt a nosnich jam. Jeho t¢inek byl testovan na kufecich embryich.
Nejdilezitejsi je exprese na lateralni strané frontonasalniho vybézku, kde podporuje proliferaci
bunék, a to vede k spojeni medidlniho nasalniho vybézku s maxilarnim (Szabo-Rogers et al.,
2008). Signalizace Fgf10 / Fgfr2b koordinuje epitelové mezenchymalni interakce béhem tvorby
patra. Fgfl0 je exprimovan v mesenchymu vyvijejicich se patrovych plotének a jeho
odpovidajici receptor Fgfi2b je exprimovan v sousednim epitelu. Piedpokladéd se,
ze po navazani Fgf10 na Fgfr2b je vytvofen komplex, ktery aktivuje expresi Shh (Okuhara &
Iseki, 2012). Experimentalni sniZeni exprese FGF na laterdlnich okrajich frontonasalniho
vybézku kutat vedlo ke snizeni proliferace a zvySeni apoptozy, coz vedlo k rozstépu zobdku

(Szabo-Rogers et al., 2008).

Fgf3 byl navic popsan jako kandidatni faktor pro regulaci vyvoje vnitiniho ucha (Francis-West
et al., 2012).
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3.5.2. Transforming growth factor (TGF)

Rodina TGF-beta se sklada ze tii izoforem, TGF-betal, TGF-beta2 a TGF-beta3, které jsou
signalnimi molekulami dtlezitymi pro zprostfedkovani mnoha udalosti v normalnim ristu
avyvoji. Tyto rastové faktory jsou vylucovany buitkkami, v oblasti obli¢eje je to nejvice
okolo nosnich jam (Szabo-Rogers et al., 2008), a jsou vazany sousednimi receptory, které pak
intracelularné signalizuji cytoplazmatické proteiny patfici do rodiny Smad (Inman, 2005).
Tento komplex je pak transportovan do jadra, kde jsou indukovany transkripéni zmény. TGF-
beta3, ktery je exprimovan v epitelovych builkkach na jejich medidlnim okraji, se podili
na mnoha bunéénych procesech, vcetné¢ transformace epitelu na mezenchymalni tkan
a na programované¢ bunécné smrti epitelu na okraji patra (Deshpande & Goudy, 2019).
Receptor TGF-betaR3 je vyzadovan pro normalni palatogenezi a zaroven zprostiedkovava
vyvoj cév a kosti. Ztrata TGF-betaR3 vede k poruchdm signalizacni drahy TGF-beta /BMP,
jelikoz TGF-betaR3 pusobi proti proudu téchto drah a udrzuje odpovidajici hladiny
pro normalni palatogenezi (Hill et al, 2015). Pravé mutace v receptoru je nejspiSe odpovédna

za fadu kraniofacialnich malformaci u lidi.

Bone morphogenetic proteins (BMPs)
BMP je rustovy faktor patfici do nadrodiny TGF, ktery ovlivituje vyvoj kosti, jejich

modelovani, rlst a diferenciaci. Jeho vyssi exprese koreluje s misty nizsi exprese FGF (Szabo-
Rogers et al., 2008). Jednotlivé BMP se svou funkci znacné lisi, jsou pfitomny ve vyvijejicim
se mozku a ovliviiuji diferenciaci frontonasalniho vybézku a vybézkli maxilarnich. Aby se
specifikoval frontonasalni vybé&zek, sniZi se v dané oblasti kuteciho embrya BMP a zvysi se
hladina kyseliny retinové (Lee et al., 2001). Bmp2 indikuje tvorbu kosti a chrupavek. Hraje také
dalezitou roli pfi diferenciaci osteoblasti. Jeho exprese v maxilarnim vybé&zku je klicova
pro naslednou proliferaci bun€k v oblasti patrovych plotének pted jejich horizontalizaci
a sristem. To bylo zkoumano na Zelvé z rodu Emydura, u které se patrové ploténky nikdy
nespoji (Abramyan et al., 2014). Bmp4 reguluje programovanou bunéénou smrt bun¢k neuralni
liSty, a tim je regulovan vyvoj kosti a také zubt (Francis-West et al., 2012), detekujeme ho také
na medialni stran¢ mesenchymu patrovych plotének (Okuhara & Iseki, 2012). Je to dalsi
dilezity faktor pro diferenciaci obli¢ejovych vybézkti. U kufat byla nejvétsi exprese
zaznamenana v maxilarnim vybézku (Buchtova et al., 2010). Pfedpoklada se vzéjemna regulace

Bmp4 a Fgf8, mohou se vzajemné omezovat v expresi (Szabo-Rogers et al., 2008). Bmp7 je
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exprimovan v mesenchymu frontonasalniho vybézku, ale ne v maxilarnim mesenchymu, je to

dalsi z moznych zpusobi diferenciace vybézkl (Lee et al., 2001).

3.5.3. Platelet Derived Growth Factor (PDGF)

Ristovy faktor odvozeny od krevnich desticek (PDGF) je klicovy pro bunécnou proliferaci,
pieziti a migraci bunék (Hoch & Soriano, 2003). Pdgfc a Pdgfa, které koduji ligandy PDGF,
jsou exprimovany v epitelu patrovych plotének (Deshpande & Goudy, 2019). Pdgfc -/- mysi
umiraji v perinatdlnim obdobi v dasledku potravnich a respiracnich obtizi spojenych s iplnym
rozstépem sekundarniho patra (Ding et al., 2004). Problémy se zdvihem patra a fuzi patrovych

plotének méla i mys$i embrya s mutaci Pdgfa (Deshpande & Goudy, 2019).

3.6. Transkripcni faktory

Transkripéni faktory jsou velmi riznorodou skupinou proteinii podilejicich se na aktivaci
nebo potlaceni transkripce genu. Nékolik studii pouzivajicich modely na zvitatech prokazalo
ulohu gent transkrip¢nich faktorti ptfi kraniofacidlnim vyvoji, béhem néhoz jsou transkripéni
faktory zodpovédné za diktovani osudu jednotlivych bun€k (Gurramkonda et al., 2018). Tyto
transkripéni faktory byly také zapojeny do tady dalSich biologickych procest, jako jsou
epitelové mezenchymadlni interakce (Msx/), bunécna migrace (Paired box 6) a bun&tna

diferenciace (D/x5) (Francis-West et al., 2012).

3.6.1. Interferon-regulatory factor (IRF)

IRF6 je transkripéni regulator pii morfogenezi Ust, ktery koduje helix-turn-helix DNA
vazebnou doménu a méné konzervativni protein vazajici doménu. Nachazi se na lidském
chromozomu 1q32.2. Jeho gen obsahuje 10 exonl a kdéduje protein obsahujici celkem 517
aminokyselin, obsahuje N-terminalni DNA-vazebnou doménu s kiidlovymi helixy a C-
terminalni doménu. U lidi je zndmo devét IRF (Gurramkonda et al., 2018). IRF6 se exprimuje
v brzkém ortofacidlnim ektodermu a je exprimovan podél stfedniho okraje patra, kde se IRF6
muze zapojit do signalni drahy TGF-beta (Kondo et al., 2002). U mySich embryi je nésledné
omezen na vzdaleny periderm v ED13.5 patrovych ploténkach (Paul et al., 2017). Exprese IRF6

byla v mysich také detekovana ve folikulech ochlupeni, zubnich pupenech, ductus
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thyreoglossus, vnéjsich genitaliich a na kizi v celém téle (Kondo et al., 2002). Pti ztrat¢ IRF6
dochazi k tvorbé ztlustélého neorganizovaného epitelu, ktery je tvotfen kulovitymi bunikami
nemajicimi diferencovany vzhled (Parada-Sanchez et al., 2017). IRF6 ma nejspiSe 2 role,
v cytoplazmé ma piimy dopad na epitelovou adhezi a v jadie jako transkripcni regulator
ovliviiuje epitelovou diferenciaci a proliferaci (Parada-Sanchez et al., 2017). Nadorovy protein

p63 ptimo aktivuje expresi Irf6 béhem Casného vyvoje epitelu (Lan et al., 2015).

3.6.2. Proteiny NME

NME rodina gent koduje vysoce konzervativni multifunkéni proteiny, které se ucastni
metabolismu nukleovych kyselin, energetické homeostazy a bunécné signalizace (Hsu, 2011).
IRF6 ma 2 partnerské proteiny. NMEl a NME2 se nalézaji v genech situovanych
na chromozomu Vv pozici ,head-to-tail“. NejspiSe vznikly genovou duplikaci, jsou tedy
paralogy. Vyzkumy pouzivajici geny Drosofil naznalily roli NME v regulaci pohybu
a morfogeneze epitelovych bunék, ktera byla také demonstrovana v savéi bunécné kultuie

(Hsu, 2011).

NME proteiny se spojuji s IRF6 v cytoplazmé primarnich epitelovych bunék patra a jejich
interakce s IRF6 je signifikantné zesilena fosforylaci klicovych serinovych residui na IRF6 C-
konci. Fosforylace IRF6 C-koncovych serinti pravdépodobné diky RIPK4 (Receptor-
interacting serine/threonine-protein kinase 4) vyvold interakci s NME1/2 hexamerem
v cytosolu. Kromé¢ ostatnich funkci, tyto 2 NME proteiny jsou kli¢ovymi regulatory RhoA (Ras
homolog gene family A) a Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) aktivace,
specificky kontroluji endocytéozu epitelidlnich spojii proteini a remodelaci plvodniho
cytoskeletu (Parada-Sanchez et al., 2017). Zda se, Ze NME geny v epitelovych buiikach funguji
pouze v definovaném rozsahu Grovni exprese, jelikoz niz8i regulace nebo over-exprese muze

narusit integritu epitelu, coz vede k riiznym epitelovym abnormalitdm (Hsu, 2011).

3.6.3. Rho GTPase-activating protein 29 (ARHGAP29)
ARHGAP29 (kodujici Rho GTPéazu aktivujici protein 29) patii k rodiné malych Rho GTPaz

areguluje RhoA. Je exprimovan v medidlnich a lateralnich nasalnich vybéZzcich, méné
intenzivni exprese je pozorovana v mandibularnich a maxilarnich vybé&zcich u mysich embryi
ED10,5 a v patrovych ploténkdch u ED13,5 (Leslie et al., 2012). Exprese byla popsana
1 v lingvalnich epitelovych bunikach a mezenchymovych tkanich a dale v tkéanich srdce,
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kosterniho svalstva a placenty a je tedy nezbytny pro pfeziti embrya (Paul et al., 2017).
ARHGAP?29 se nachazi na chromozomu 1p22.1 v blizkosti genu ABCA4 (ATP vazebna kazeta
podskupina A ¢len 4) (Leslie et al., 2012), ktery byl ale z potencidlnich etiologickych gent
zapticinujicich rozstépy vyloucen (Beaty et al., 2010). ARHGAP29 funkce v RhoA dependentni
bunécné migraci je zapojit IRF6 a propojit ho v siti genové implikace v kraniofacidlnim vyvoji.
Deficit IRF6 v mysich vede k poklesu exprese ARHGAP29 proteinu (Paul et al., 2017),
coz ukazuje, ze ARHGAP29 mize pusobit downstream od IRF6 a byt jeho mediatorem (Leslie
et al., 2012). Nejcastéji se vyskytujici mutace spadaji pod missense, nonsense a posun ¢teciho

ramce (Leslie et al., 2012).

3.6.4. T-BOX (TBX)

V této rodiné existuje vice jak 100 geni, jejichZ proteiny obsahuji sekvenci T-box uplatiiujici

se jako transkrip¢ni faktor.

T-box transkripcni faktor 1 (7BX1) je nezbytny pro normélni prodluzovani a horizontalizaci
patrovych plotének (Goudy et al., 2010), exprimuje se také v entodermu hltanu a mesodermu
zabernich obloukti, kde jeho expresi reguluje Shh, a v zubnich pupenech. TBXI gen lezi
v lokusu 22q11.2.

TBX22 je dalsi z transkrip&nich faktori T-box genové rodiny, ktera sdili vysoce konzervativni
DNA véazajici doménu a koéduje 180 aminokyselin. Je exprimovany hlavné v patrovych
ploténkach a na bazi jazyka béhem kraniofacidlniho vyvoje (Bush et al., 2002). U mysich
modeld zacina jeho exprese jiz v somitech v ED9 (Bush et al., 2002). TBX22 gen hraje zasadni
roli v palatogenesi (vyvoji patra) a glossogenesi (vyvoji jazyka) (Haenig et al., 2002). Vyzkum
na kufatech ho také oznacil za jeden zhlavnich genli podilejicich se na diferenciaci
obli¢ejovych vybeézki. Jeho hladina exprese je ve frontonasalnim vybézku o mnoho vétsi nez
v mandibularnim (stadium 18) a v maxilarnim nastupuje az o néco pozdé¢ji (stddium 20)
(Buchtova et al., 2010). Exprimuje se v mesenchymu (Buchtova et al., 2010). Mutaci mista
sestfihu TBX22 nebo i pouhd zména sekundarni struktury jeho proteinu muize vést k CPX

(roz$tép patra vazany na chromozom X) a kompletnim unilateralnim CLP (Dai et al., 2018).
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4. Vady obliceje

Jednou z hlavnich pficin vyvojovych vad na obliceji je porucha bunék neuralni listy, které jsou
hlavnim stavebnim materidlem pii morfogenezi obli¢eje a predni casti krku. Tyto bunky se
ovSem podileji také na utvareni srdce, a proto maji pacienti s kraniofacialni malformaci casto
téz vrozené srdecni vady. Tyto buiiky jsou také extrémné nachylné k nejriiznéjSim teratogennim

vliviim.

Etiologie vyvojovych vad obliceje je velmi komplexnim déjem. Naptiklad vice nez 300 genti
je zapojeno do fuze patra. I jednobodové genové mutace mohou vést k rozstépiim, jako ptiklady
muzeme uvést Stickleriv syndrom, ktery je asociovan s patogennimi variantami v jednom
ze Sesti genll (COL2A1, COLI11A41, COL1142, COL9A41, COL9A2 nebo COL9A3, jedna se
o alpha fetézece kolagenu) (Robin et. al., 2017) nebo syndromu Treacher Collins, ktery je
spojen s mutaci naptiklad v genu TCOFI (Dixon et. al., 2006).

V této kapitole budou popsany vyvojové vady v obli¢ejové oblasti s dirazem na vady
rozstépove, které ptimo souvisi s procesem fuzovani facidlnich ¢i patrovych vybézkl v ranych
stadiich prenatdlniho vyvoje. Zaroveii bude pozornost vénovana molekularni podstaté vzniku

téchto vad a sumarizaci znamych fakti o ptipadné patogenezi z molekuldrniho hlediska.

4.1. RozStép rtu a/nebo patra (CLP)

K roz§téptim rtu a patra dochazi u 1 z 1 000 zivé narozenych déti po celém svété, a to ho Cini
jednou z nejcastéjSich vad. CLP prokazatelné¢ pfispiva k morbidit¢ a také ovliviiuje
spole¢enskou interakci a mentalni zdravi v détstvi, ¢asto podminuje poruchy feci (Dixon et al.,
2011). Etiologie rozstépu je komplexni a je zpusobena genetickymi i environmentalnimi
faktory, mohou se vyskytovat jako soucast jednoho z mnoha chromozomalnich syndromt,
mohou byt zplisobeny monogenné nebo teratogennimi G¢inky (Wyszynski & Beaty, 1996).
Cetnost CLP se lidi podle pohlavi. Pomér vyskytu je 2:1 u muzii k Zenam u rozstépi

zahrnujicich pouze ret a 1:2 u muzt k Zenam u rozstépi patra (Dixon et al., 2011).

4.1.1. Syndromicky a nesyndromicky CLP

Ptiblizné 30 %, cili 1/3, rozstépi je syndromickych (asociovanych se syndromy) s vyraznou

variabilitou v expresivité¢ a neuplné penetraci. Zbyvajici 2/3, cca 70 %, jsou nesyndromické
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rozs§tépy, coz znamena, Ze se nevyskytuji v kombinaci s jinymi vyvojovymi, strukturalnimi

nebo kognitivnimi anomaliemi (Demeer et al., 2018; Leslie & Marazita, 2013).

Nesyndromicky rozstép rtu a/nebo patra (NSCLP) je vrozena vada vyskytujici se ve frekvenci
ptiblizné 1 z 700 porodi (Dixon et al., 2011). Nesyndromické rozstépy maji komplexni etiologii
s Cetnymi predisponujicimi genetickymi variantami piisobicimi ve shod¢ s faktory prostiedi

(Demeer et al., 2018).

4.1.2. Etiologie rozstépt

Pti tvorbé rozstépu dochazi k selhani ristu a/nebo fuze oblicejovych vybézka béhem Sirsiho
obdobi ¢asného embryologického vyvoje (4. az 12. tyden t€hotenstvi). Rozstép rtu s rozstépem
patra muze vyplyvat z poruch v proliferaci, migraci a pieziti bun€k neurdlni liSty, nebo fuze
mezi medidlnimi nasalnimi a maxilarnimi vybé&zky, zatimco rozstép patra bez rozstépu rtu mize
byt disledkem naruseni ristu patrovych plotének, jejich horizontalizace nebo fuze (Lan et al.,
2015). CLP jsou klasifikovany podle laterality a uplnosti (obr. 6 a 7) (Dixon et al., 2011).
Rozstépy rti mohou byt jednostranné nebo oboustranné; kompletni, ve kterém roz$tép zahrnuje
celou tloustku horniho rtu; nebo netplné. Nicméné, jsou také dale klasifikovany podle umisténi
rozs§tépu vzhledem k foramen incisiva. Rozstépy mohou vznikat v oblasti patra primarniho
a/nebo sekundarniho. Muize také dojit k rozstépeni mekkého patra (Deshpande & Goudy, 2019).
Rozstép déli patro na vetsi a mensSi segment u unilaterdlniho CLP, anebo na dva lateralni

segmenty a jeden anteriorni segment u bilateralniho CLP (Lisson & Kjar, 1997).

Mezi predni rozstépoveé vady se tfadi lateralni rozStép rtu (obr. 7b), rozstép horni Celisti
(alveolarni) a roz§t€p mezi primarnim a sekundarnim patrem. Jedna se o ¢aste¢né nebo Uplné
nesplynuti maxilarniho vybézku s medidlnimi nosnimi, a to na jedné nebo z obou stran.
Dorzaln€ od foramen incisiva mize nastat rozst€p sekundarniho patra (obr. 7¢). Nedoslo zde
ke spojeni patrovych plotének, a to nejspise ze dvou diivodu, bud’ ploténky ziistaly piili§ malé
a nedoslo u nich ke splynuti ve stfedni ¢are, nebo mezi nimi zlstal vtlaceny jazyk, ktery ptimo
znemoznuje horizontalizaci a naslednou fizi. Jazyk nemusi sestoupit naptiklad pfi mikrognatii

(mala celist) (Logjes et al., 2018). VySe popsané rozstépy se mohou 1 vzajemné kombinovat.

Specifickou formou obli¢ejovych vad jsou tzv. §ikmé rozstépy. Sikmé rozitépy obliéeje jsou
determinovany chybnou fuzi maxilarniho vybézku s vybézkem laterdlnim nosnim. Je zde

rozevieny ductus nasocrimalis (Sadler, 2011).
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Rozstép rtu ve stiedni ¢are se vyskytuje jen ziidka, kdy dojde k netplnému srastu medialnich
nosnich vali. Nos je rozdélen hlubokym zldbkem na dvé poloviny. Pacienti miizou byt téz
mentalné zaostali, jelikoz mozek muize postradat nékteré stfedové ¢asti. Tato malformace se
také Casto objevuje spolu s defekty okulomotorickych drah, jelikoz vznikaji soubézné béhem

druhého mésice téhotenstvi (Pilon, 2009).

horni ret

tvrdé patro

mékké patro

uvula

Obrazek 6: Pohled na patro bez rozsteépu (upraveno podle (Dixon et al., 2011))

jednostranny

Obrazek 7: Formy rozstépu: (a) izolovany jednostranny rozstép patra, (b) jednostranny rozstép rtu a nosni dirky, (c)
Jjednostranny rozstép rtu a primdrniho patra, (d) jednostranny rozstép patra s rozstépem rtu, (e) izolovany rozstép patra, (f)
oboustranny rozstép rtu a nosnich direk, (g) oboustranny rozstép rtu a horni Celisti, (h) oboustranny rozstép rtu a patra

(upraveno podle (Dixon et al., 2011))

Posledni pokroky ve vyzkumu CLP identifikovaly mnoZstvi lokusti spojenych se zvySenym
rizikem NSCLP. Jedna z prvnich genomovych asociacnich studii pro NSCLP objevila tfi
signifikantni mista: IRF6, 8q24, MAFB (V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene
homolog B) (Beaty et al., 2010) a i studie na thajské populaci identifikovala ¢tyfi potenciondlné
patogenni mutace: p63, PVRLI1 (Poliovirus receptor-related 1), Msx/ a IRF6 v 53
nesyndromickych rozstépech patra (Dai et al., 2018). Studie dale identifikovaly mutace

na ARHGAP29 spojené se zvySenym rizikem NSCLP (Paul et al., 2017) a mutace TBX22
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souvisejici s NSCLP v ¢inskych rodinach, kde hraje dtlezitou roli v X-linked rozstépech patra
(Dai et al., 2018). Také mutace u interakce mezi IRF6 s paralogy NME1 a NME2, které¢ jsou
regulovany fosforylaci serinu na C-konci IRF6, mohou byt pfi¢inou nesyndromického CLP

(Parada-Sanchez et al., 2017).

Ztrata jednoho z hlavnich homeotickych gent Sh# je spojena s defekty ve stfedni linii, véetné
holoprosencefalie a rozStépu patra. Naopak zvySend exprese vede k zvétSeni frontonasalniho
vybézku a rozstépu patra (Hu & Helms, 1999). Kontrolu exprese homeotickych genii provadi
endotheliny. Experimentalni studie inaktivace genli u mysi ukazaly, ze tato skupina peptidi
kontroluje klicové aspekty vyvoje neuralni listy. ET-1 a receptor ETA jsou vyzadovany
pro normalni vyvoj kraniofacidlni oblasti, aortalnich obloukt a srdce, zatimco ET3 a receptor
ETB jsou nezbytné pro vyvoj kmenovych linii neuralni liSty (Francis-West et al., 2012). Cilena
mutace v mySim genu Ece-I - / - (enzym konvertujici endotheliny) se projevuje
kraniofacidlnimi abnormalitami. Mysi embrya s touto mutaci méla deformovanou mandibulu
a Meckelova chrupavka zcela chybéla. Zuby byly vSak neporusené, i kdyz dolni fezaky byly
namisto v mandibule ulozeny volné¢ v mesenchymu (Yanagisawa et al., 1998). Cilena
knockdown mutace receptoru ETA vede k fuzi mezi chrupavkami horni a dolni Eelisti rybicek

Danio (Nair et al., 2007).

Zablokovani funkce Wnt5a u mysi inaktivaci gent vede ke zkraceni cCelisti a také zkraceni
koncCetin a dalSich axialnich struktur (Francis-West et al., 2012). Homozygotni nonsense
mutace ve WNT3 vede ke ztraté funkce a k ovlivnéni vyvoje koncetin a kraniofacialnich struktur
(Niemann et al., 2004). Predpoklada se, Ze u lidi vyvolava nesyndromicky CLP (Juriloff et al.,
20006).

Vyvoj patra je z nejvétsi ¢asti pod kontrolou riistovych a transkripénich faktori. Ztrata TGF-
betaR3 ma za nasledek zastaveni horizontalizace patrovych plotének a také vede k atypické
expresi signalnich drah TGF-beta a BMP v patrovych ploténkach (Hill et al., 2015). Pfi naruSeni
nebo ztrat¢ BMP se zkracuji maxilarni primordia a dochéazi ke ztraté exprese genu Msx/,
ztraceji se také kosterni struktury (Francis-West et al., 2012). IRF6 ma rtzné role ve vyvoji
patra zprostfedkované pies interakce s jinymi transkripénimi faktory. Reguluje napiiklad
GRHL3 (Grainyhead like transcription factor 3), jehoZ ztrata miize vést k abnormalnimu vyvoji
peridermu a rozstépu patra. Missense mutace v GRHL3 také piispiva k riziku izolovaného

rozs§tépu patra (Leslie et al., 2016).
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Okolo poloviny ptipadi CLP je asociovanych s missense mutacemi na IRF6, sidlicimi na C-
konci IRF sdruzené domény (IAD) nebo na C-konci, obsahujicim bohaté serinové autoinhibi¢ni
regiony (SRR) (Leslie & Marazita, 2013). Interakce mezi NMEI1/2 a IRF6 je zavisla
na fosforylaci IRF6 SRR. Zjistilo se, ze vétSina CLP asociovanych s mutacemi IAD narusSuje
spojovani s NME. Kterakoliv z téchto specifickych IAD mutaci narusi celkovou konformaci
IRF6 nebo interakci mezi IAD a SRR je kriticka i1 po nasledujici fosforylaci (Parada-Sanchez
et al., 2017).

Transkripéni faktory obsahujici sekvenci T-box jsou dalsi vyznamnou skupinou, jejiz mutace
muze zpusobit kardiovaskularni defekty, hypoplazii thymu a pfistitnych télisek, abnormalni
rysy obli¢eje a roz$t€p patra (Garg et al.,, 2001). VSechna embrya mysi s mutaci 7BX/
vykazovala roz§tép patra, se zkracenymi patrovymi ploténkami, které nebyly schopny se
prodlouzit a horizontalizovat. Padesat procent mysi bez TBX1 bylo postizeno oralnimi fizemi,
a to predev§im v oblasti zadniho patra. To naznacuje, ze TBXI muze byt také zodpoveédny
za udrzeni integrity epitelu v zadnim patfe (Goudy et al., 2010). 4 % nezafazenych rozstépa
patra ma pficinu v mutaci 7BX22 (Marcano et al., 2004). Patogenni 7BX22 muze ptispivat
k CLP a bylo zde zaznamenano mnoho mutaci. Velka ¢ast mutaci na TBX22 byla popsana jako
obsahujici nonsense, posunujici ¢teci ramec, mutace mista sestiihu nebo missense mutace

(Pauws et al., 2013)

Jednim z dalSich kandidati na udrZzovani integrity je ARHGAP29. Jednonukleotidova zména
v ARHGAP29 vede knonsense mutaci a pravdépodobné vede ke ztraté funkce (LoF).
Heterozygozita pro LoF na ARHGAP29 zvySuje castost vyskytu a délku oralni adheze
v kritickém bodé¢ beéhem orofacidlniho vyvoje. Mys$i embrya s nonsense mutaci na ARHGAP29
vykazovala nespravny kontakt epitelti mezi vyvijejicimi se oralnimi strukturami. Tato embrya
méla také signifikantné vEtSi procento  maxilarniho epitelu v kontaktu s epitelem
mandibuldrnim. Heterozygoti maji také problém s nedostate¢nym vyvojem patrovych plotének
a k jejich horizontalizaci dochazi pozdéji (u mysi az v E18.5) (Paul et al., 2017). Sekvenovani
ARHGAP29 u jedincii s NSCLP odhalilo vzacné kddujici sekvence, na zakladé ¢ehoz byl
ARHGAP29 vyhodnocen jako etiologicky gen v daném lokusu (Leslie et al., 2012). Nasledujici
studie identifikovaly funkcéni nekddujici varianty v oblasti, které ovliviiovaly vazbu CLP
asociovanych transkripcnich faktort. Dalsi sekvenovani ARHGAP29 odhalilo vzacné LoF
varianty napovidajici, ze 1 kopie ARHGAP29 LoF miize zpusobit mirné riziko NSCLP (Paul et
al., 2017). Varianta mutace s posunem c¢teciho ramce byla identifikovana u jedince
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s bilateralnim rozStépem rtu a patra, byla ovSem také identifikovana u jeho nepostizeného
sourozence. Stejn¢ tak varianta s nonsense mutaci (Leslie et al., 2012). Nemtzeme je tedy

povazovat za jasnou pric¢inu rozstépu.

4.1.3. Rozstép patra vazany na X

X-linked rozstép patra (CPX) je semidominantni vada charakterizovana silnou vazbou
na chromozom X, podléhajici mendelovské dédicnosti a projevuje se izolovanym rozstépem
sekundarniho patra, ktery je nékdy doprovazen ankyloglossii (tongue-tie, pfirostly jazyk),
kterou mizeme povazovat za diagnosticky marker onemocnéni (Dai et al., 2018). Takto
zapricinény typ rozstépu postihuje pirevazné muze. U Zen pienasecek se Casto projevi pouze

ankyloglosie, rozstép postihuje asi 16 % z nich (Margano et al., 2004).

CPX fenotyp s nejvétsi pravdépodobnosti vyplyva ze ztraty funkce proteinu TBX22 (Andreou
et al.,, 2007). V TBX22 byly nalezeny dvé mutace kanonického mista sestfihu. Podrobna
typizace téchto dvou mutaci na probandech a u jejich rodin odhalila orofacidlni rysy, které diive
nebyly spojeny s fenotypovym spektrem CPX, jako je napfiklad choandlni atrézie, sekvence
Pierre-Robin a nadmérné ptirstani kosti na zadnim okraji tvrdého patra na kazdé strané€ patrové

sttedové linie (Demeer et al., 2018).

4.1.4. Anomalie zubt pii1 CLP

Pokud jde o vztah premaxily k roz§tépu rtu a patra, jak jiz bylo zminéno vyse, poloha rozstépt
neni totozna se sutura incisiva, ale s embryondlni fizi medidlnich nasalnich a maxilarnich
vybézkl (Barteczko & Jacob, 2004). Dokladem této skutec¢nosti je vznik zdvojeného horniho
lateralniho fezdku u pacientli s alveolarnim roz$tépem, kdy mohou byt laterdlni fezaky
lokalizovéany po obou stranach rozstépu. Linie rozstépu totiz oddéluje vyvojové zéklady tohoto
zubu (obr. 8). Zubni pupeny jak mlécnych, tak trvalych maxilarnich lateralnich fezaka jsou
umistény v oblasti, ktera je nachylna béhem vyvoje na vznik patologii pravé z diivodu lokace
v linii fuze facidlnich vybézkl. U lidskych embryi se primordia mlécnych laterdlnich fezaka
objevuji mezi ED42-44 a jsou fyziologicky tvofeny piispévkem medidlnich nasalnich

1 maxilarnich vybézki (Hovorakova et al., 2006).
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Obrazek 8: Horni celist s dentici: A: medialni rFezak, B: lateralni rezdk, C: Spicak, a: embryondlni hranice mezi medidlnim
nasalnim vybézkem a maxilarnim, b: sutura incisiva (upraveno podle (Wei et al., 2000))

U jedinct bez rozstépu obsahuje premaxila zubni pupeny ¢tyi hornich fezakl a maxila nese
zarodky Spicaku, tfenovych zubl a stolicek (Garib et al., 2015). Premaxila je ale, jak bylo
popsano vyse, tvofena jak medidlnimi nasalnimi, tak maxilarnimi vybézky, zatimco alveolarni
rozs§tép vznikd praveé nesplynutim téchto vybézkl, a tedy i nesplynutim vyvojovych ¢asti
zarodku laterdlniho fezaku v misté rozstépu. Kazdé cast se potom mize vyvijet v samostatny
zéklad podle toho, zda je material ptislusSného vybézku dostatecny. Proto mtze byt alveolarni
rozstép ¢i dokonce i rozstép rtu s intaktni Celisti doprovazen zdvojenim lateralniho fezaku (Tsai
et al., 1998). Rozstép se obecné miize objevit bud’ mezi centralnim a lateralnim fezakem, pfimo
v oblasti laterdlniho — pficemz vysledkem bude vznik dvou laterdlnich fezdkl po stranach
roz§tépu nebo Uplné chybéni laterdlniho fezaku v misté rozstépu, nebo mezi laterdlnim fezdkem

a Spicdkem (Garib et al., 2015; Hovorakova et al., 2006).
Existuji tedy tyto Ctyii zékladni typy lokalizace lateralniho fezaku pfi rozstépu:

1. Pfitomnost dvou laterdlnich ftezdkl, jednoho medialné a druhého distalné
od alveolarniho rozstépu (obr. 9). Zubni pupen laterdlniho mlé¢ného tezaku se vyviji
v oblasti splyvani medidlniho nasalniho vybézku s maxilarnim, pokud tyto vybézky
nesplynou, nespoji se ani dva zarodky fezaku, coz vede k vytvofeni dvou samostatné se
vyvijejicich fezakt. Tento typ patologie laterdlnich fezaki se cCasto objevuje

1 pfi roz$tépu pouze mékkych tkani, kdy alveolarni rozStép neni pfitomen.

Obrazek 9: Pritomnost dvou lateralnich rezakit u alveolarniho rozstépu: 11-medialni rezak, [2m-lateralni rezak medialné od

rozstépu, 12d-laterdlni rezak distalné od rozstépu, C-Spicak (upraveno podle (Garib et al., 2015))
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2. Ptitomnost jediného lateralniho fezdku umisténého medialné k alveolarnimu rozstépu

(obr. 10).

Obrazek 10: Lateralni rezak medialné od rozstépu: I1-medialni rezak, 12-laterdlni vezak medialné od rozstépu, C-Spicak

(upraveno podle (Garib et al., 2015))

3. Ptitomnost jediného lateralniho fezdku umisténého distalné od alveolarniho rozstépu

obr. 11).

Obrazek 11: Laterdlni rezak distalné od rozstépu: Il-medialni rezdik, I2-lateralni rezak distalné od rozstépu, C-Spicdk

(upraveno podle (Garib et al., 2015))

4. Ageneze lateralniho fezéku (obr. 12). Ageneze je nejrozsifengj$i zubni anomalii sdilena
pacienty s roz§tépem. Hypodoncie (sniZeny pocet zubt) je zplisobena absenci velkého

mnozstvi mesenchymu (Da Silva et al., 2008).

Obrazek 12: Chybéjict laterdlni rezdk: 11-medialni fezak, C-Spicak (upraveno podle (Garib et al., 2015))
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Pokud se objevi jen jeden Casto maly fezak umistény medialné nebo distalné k rozstépu muze
to odrazet vyvoj pouze jedné slozky zakladu fezaku (na méné poskozeném vybézku obliceje),
zatimco druhd slozka (na opacném vybézku) se neutvofila z divodu insuficience tkané

(Hovorakova et al., 2006).

U pacientil s izolovanym rozstépem rtu by tak ptitomnost dvou lateralnich fezakid v intaktnim
alveolu na stran¢ rozstépu piedstavovala netuplny projev alveolarniho rozstépu (Garib et al.,
2015). Z tohoto hlediska pacienti s nadpocetnymi laterdlnimi fezaky bez rozstépovych vad
mohou byt zatizeni zvySenym rizikem nést néjakou genetickou predispozici pro orofacialni

roz$tépy (Hovorakova et al., 2006).

4.2.  Syndromy spojené s orofacidlnimi vadami se zaméfenim na rozstépy obliceje

4.2.1. Van der Woude syndrom (VWS)

Van der Woude syndrom, znamy také jako syndrom lip pit, je vzacna autosomalné dominantné
podminéna malformace s 80 % az 100 % penetraci, ale s variabilni klinickou expresi,
s incidenci asi 1 ze 75 000 az 1 ze 100 000 a bez genderové preference (Gurpal-Chhabda &
Singh-Chhabda, 2018). Je charakterizovana rozstépem, ktery mohou doprovéazet kongenitalni
vyvojové malformace typu ,lip pits“ na spodnim rtu (Rizos & Spyropoulos, 2004)
a ptileZitostné hypodoncie (Gurpal-Chhabda & Singh-Chhabda, 2018). Jedna se o nej¢astéjsi
variantu syndromického CLP (Rizos & Spyropoulos, 2004) vyskytujici se u asi 2% populace
s rozs§tépem obliceje (Gurpal-Chhabda & Singh-Chhabda, 2018).

Kriticka oblast VWS byla identifikovana na Iq32 az 41 s vysokou, ale neplnou penetraci
a variabilni expresivitou. Bylo zjisténo, ze geneticky defekt rtti je zplisoben mikrodeleci
na chromozomovych pasmech 1q32-q4. Gen zodpovédny za VWS byl mapovéan na dlouhé
raménko chromozomu 1 na q32 az g41. Druhy lokus VWS byl mapovan na Ip34 (Gurpal-
Chhabda & Singh-Chhabda, 2018).

,,L1p pits* miZeme rozd¢lit na tii typy podle jejich umisténi: v koutcich a na stfedni ¢are horniho
a dolniho rtu. Nejcasteji se nachazeji na rtu dolnim (Rizos & Spyropoulos, 2004), obvykle jsou
bilateralni, ale zndme 1 jednostranné piipady, a mohou byt perforované a sekretovat sliny.

Hloubka téchto jamek je mezi S mm a 25 mm (Gurpal-Chhabda & Singh-Chhabda, 2018).
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U pacientt s IRF6-negativnim VWS a nesyndromickym CLP byla prokazana dtlezitost role
IRF6-NME interakci, kterd je podpofena identifikaci dvou ne tak Castych missense mutaci
(jedna na NMEI a jedna na NME2) (Parada-Sanchez et al., 2017). Upln4 ztrata funkce miize

vést k prechodu z epitelovych bunék na mesenchymalni stadium (Hsu, 2011).

4.2.2. Poplitedlni pterygicky syndrom

Jedna se o vzicnou autosomaln€¢ dominatni kongenitdlni malformaci postihujici oblicej,
koncetiny a genitalie. NejbéznéjSim projevem je rozStép patra s nebo bez doprovodného
rozStépu rtu, a to az v 97 % ptipadli. Mohou se objevit i intraoralni tkafiové spoje mezi maxilou
a mandibulou, které¢ znemoznuji spravné otvirani ust a museji byt odstranény kvuli kojeni.
DalSimi projevy jsou ,lip pits a adnatni filiformni ankyloblefaron, vétSinou Castecny srist

oc¢nich vicek (Froster-Iskenius, 1990).

Dva alelické stavy zptusobené mutaci IRF6 jsou pri¢inami Van der Woudeho syndromu
a poplitealniho pterygického syndromu (Kondo et al., 2002). Pfi CLP vznika missense mutace
na IRF6, kterd narusi schopnost pfipojeni IRF6 k NME proteintim. Objevuji se také 2 unikatni
missense mutace na NME proteinech, které také narusuji schopnost interakce IRF6
s piislusnymi proteiny. Mutace na IRF6 nebo na NME-IRF6 interakénim rozhrani vede
k destabilizaci adheze, méni tvar epitelu a zvySuje proliferaci (Parada-Sanchez et al., 2017).
U mysi znamena ztrata IRF6 nebo porucha v FGF signalni draze abnormalni adhezi oralniho
epitelu a rozstép patra (Kousa et al., 2017). Mutace v GRHL3 vedou spiSe k VWS (Kousa et
al., 2017). Také mutace na NME1 muze byt unikatni pricinou VWS (Parada-Sanchez et al.,
2017). Mutace v IRF6 miize také zpiisobit popliteal pterygium syndrom, ktery vykazuje nékteré
rysy spolecné s VWS (Gurpal-Chhabda & Singh-Chhabda, 2018).

4.2.3. Pierre Robinliv syndrom

Nebo téz Pierre Robinova sekvence se vyznacuje vyvojovou poruchou prvniho Zaberniho
oblouku a hypoplazii dolni celisti. Obvykle je doprovazen tfemi fenotypy: mikrognatii (mala
Celist), rozs§tépem patra a zapadajicim jazykem. V disledku toho mohou nastat respiracni
potize, problémy s krmenim a mluvou (Giudice et al., 2018). Sekvenci je mySlen postupny
vyvoj udalosti od malé mandibuly, ktera nuti jazyk zapadnout a vyklenout se, coZ znemozni
horizontalizaci patrovych plotének a dojde krozstépu patra, i kdyz ploténky nejsou
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hypoplastické. Vyskytuje se v fadé¢ syndromd, jako napiiklad Stickeriiv syndrom a syndrom

Treacher Collins (Logjes et al., 2018).

DIx5, jehoz missense mutace byla u lidi identifikovana jako jedna z klicovych pti vzniku Pierre
Robinovy sekvence, byl studovan na psim modelu (Nova Scotia duck tolling retrivr). Nachazi
se na chromozomu 14 v tésné blizkosti genii rodiny Hox. Psi s mutaci na DIx5 a DIx6 maji také
zkracenou dolni Celist a rozstép patra, ktery se podoba lidem s Pierre Robinovou sekvenci (Wolf

etal., 2014).

4.2.4. Sticklertiv syndrom

Jedna se o autozomalné¢ dominantné dédi¢ny syndrom s anomaliemi kloubii a o¢i, jako je
vyraznd kratkozrakost a degenerativni zmény sitnice. Déale mlzeme pozorovat sluchové
a orofacidlni defekty (Rishi et al., 2015). Defekty obliceje se mohou objevit ve form¢e Pierre
Robinovy sekvence (mikrognatie, zapadajici jazyk a rozStép patra) viz vyse. Orofacialni
malformace vedou Casto k respiraénim potizim okamzité po narozeni. U postizenych jedinct

muze nakonec dojit az k Giplné slepoté a hluchoté (Antunes et al., 2012).

4.2.5. Treacher Collins syndrom

Autosomalné¢ dominantni syndrom s prevalenci 1 dit€¢ z 40000 az 70000 zivé narozenych.
Postizeny je pfi ném prvni a druhy Zaberni oblouk a nasledné z nich diferencované struktury

(Madi et al., 2018). Projevuje se hypoplazii dolni cCelisti a Spatnym postavenim zubd,

P 4

4.2.6. CHARGE syndrom

Syndrom CHARGE je vzacné autozomalné dominantni onemocnéni (prevalence se pohybuje
mezi 1/8500 a 1/12 000), které je zptisobeno mutacemi v genu CHD7 (Chromodomain-helicase-
DNA-binding protein 7). Onemocnéni charakterizuje 6 hlavnich symptomu: koloboma (rozstép
duhovky), srde¢ni defekty, atrézie choan (vada zadniho nosniho vychodu), retardace rastu,
genitalni hypoplazie a usni malformace (Kiligarslan et al., 2018). U pacientli se syndromem
CHARGE se objevuje i1 rozstép rtu a/nebo patra, je vSak zatim jako marker opomijen. Hughes

se svym tymem (2014) ve svém vyzkumu identifikovali 33 % pacientt jak s roz§t€povou vadou,
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tak s pozitivni mutaci CHD7 (Hughes et al., 2014). Navrhli tedy novy akronym pro syndrom
CHARGE s pfidanim rozstépovych vad a zanedbavanym prizkumem rodinné historie u

identifikace syndromu u postizenych jedinct (obr. 13).

Nové navrzeny akronym

Koloboma z anglického Coloboma

Rozitépové vady z anglického Clefting

Srdeeni defekty z anglického Heart defects
Roninnd historie z anglického History in the family

Atrézie choan z anglického Atresia of the choanae

Retardace riistu z anglického Retarded growth and/or development

Abnormalie genitélii z anglického Genital anomalies
Abnormalie usf z anglického Ear anomalies

mao W » T T OO

Obrazek 13: Nové navrzeny akronym syndromu CHARGE s pridanim rozstépovych vad a priizkum rodinné historie postizenych
Jjedincii (upraveno podle (Hughes et al., 2014))

TBX22 mutace nebyly nalezeny jen u rodin s dobfe definovanym CPX, ale i u vice sporadickych
nesyndromickych rozstépu patra, u CLP, hypodoncie a u anomalii konc¢etin (Margano et al.,
2004). Dale souvisi s mikrodoncii a navozuje znaky syndromu CHARGE (Demeer et al., 2018).
Nejcastéjsi fenotyp se pohybuje od vysoce klenutého patra po kompletni rozstép sekundarniho

patra (Dai et al., 2018). BéZny fenotyp u mutaci 7BX22 je ankyloglossia (Marcano et al., 2004).

5.7Zaveér

Tato prace shrnuje recentni poznatky v oblasti embryonalniho vyvoje lidského obliceje,
ktery mohou postihnout mnohé vyvojové vady. Hlavni diiraz byl kladen na rozstép rtu a Celisti
s nebo bez rozstépu patra, ktery je jednou z nejcastéjSich malformaci, a ktery pfimo souvisi
s poruchami fuze facidlnich ¢i patrovych vybézkl. Jsou zde popsany i1 syndromy,
jejichz hlavnim projevem je praveé rozstép. Prace se zaméiuje rovnéz na molekularni pozadi
hlavnich dé&ju pti vzniku, diferenciaci a sristu oblicejovych vybézkli a sumarizaci zékladnich

znamych gent podilejicich se na téchto procesech.

Ne&které ze zdsadnich obecnych informaci se jesté¢ nedostaly do vSech vyukovych materialt
a ucebnic, 1 kdyz od jejich potvrzeni ub¢hlo par let. Naptiklad skutecnost, ze sutura incisiva
nepfedstavuje hranici mezi plvodnim embryondlnim medidlnim nasdlnim a maxilarnim
vybézkem. Dal$im takovym poznatkem je nova teorie o vzniku usnich kustek, které se

diferencuji z prvnich dvou zabernich oblouki.
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Celkov¢ lze fict, Ze problematika vyvoje obli¢eje a s tim souvisejicich obli¢ejovych vad je
v centru zajmu soucasné védy a novych poznatkii zejména v oblasti etiologie patologii neustale
pribyva. Je vSak potieba klast diiraz neustdle i na normogenezi obliceje jako takovou,
kde i v soucasnosti existuji stdle nezodpovézené otazky, jejichz zodpovézeni muize uroven

veédéni posunout blize pravé smérem k pochopeni jednotlivych patologii.
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