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2. Abstrakt

Stanoveni genetické pri¢iny malého vzristu jako cesta k pochopeni patofyziologickych
mechanismu ovliviiujicich rist ¢lovéka

Maly vzrist patii mezi nejcastéjsi poruchy, se kterymi se détsky endokrinolog zabyva.
Patofyziologické mechanismy vedouci k ristové poruse jsou komplexni, jednoznacna pticina
je ale vétsinou neznama. Nase studie je prvni praci, ktera se komplexn¢ zabyvala
etiopatogenezi familidrné malého vzristu (FSS). Cilem prace bylo pomoci metod sekvenovani
ptispét tak k pochopeni patofyziologickych mechanismil vedoucich k této specifické riistové
poruse, a nasledné u vybranych genetickych diagn6z popsat fenotyp véetné odpovédi na 1écbu
rustovym hormonem (GH). V ramci centra pro 1é¢bu GH ve FN Motol jsme sestavili unikatni
kohortu 98 rodin s FSS s jednozna¢nym vymezenim vysky <-2 SD u ditéte pted 1é¢bou GH i
u mensiho rodice. Pomoci NGS byla etiologie FSS objasnéna u 40/98 (41 %) rodin; 32/40
neslo geneticky podminénou poruchu riistové ploténky. V ramci kohorty byly nalezeny tfi
geneticky homogenni podskupiny rodin (porucha kolagent ristové ploténky — 10/98 [10,2 %]
rodin, deficit proteinu SHOX — 6/98 [6,1 %] rodin a porucha receptoru natriuretického
peptidu typu C — 4/98 [4,1 %] rodin). Ve fenotypu vSech podskupin dominovala ristova
porucha bez vyraznégj$ich ptidruzenych patologii. Popsali jsme novy fenotyp kolagenopatii
rustové ploténky, jez byly doposud zndmy jen jako pfi¢ina syndromického malého vzristu.
Navrhli jsme klinické prediktory pro monogenni formu FSS. U vSech podskupin byla zjisténa

dobra odpovéd’ na lécbu GH.



3. Abstract

Determining the genetic cause of short stature as a way to understand the
pathophysiological mechanisms affecting human growth

Short stature is one of the most common disorders followed-up by a paediatric
endocrinologist. Pathophysiologic mechanisms leading to growth disorders are complex,
however, the exact cause is mostly unknown. Our study is the first to evaluate the
aetiopathogenesis of familial short stature (FSS). Using next-generation sequencing (NGS)
techniques, we aimed to describe the monogenic aetiology of growth impairment in a group
of FSS families, and therefore to elucidate mechanisms leading to this specific growth
disorder. In selected genetic diagnoses, we additionally aimed to describe the phenotype
including GH treatment response. Within Motol University Hospital centre for GH therapy,
we formed a group of 98 FSS families with clear height definition in <-2 SD in both the child
height before GH therapy and in his shorter parent. Using NGS, the FSS aetiology was
elucidated in 40/98 (41%) families; 32/40 had a genetic growth plate disorder. Within the
cohort, three genetically homogeneous subgroups of families were described
(collagenopathies — 10/98 [10.2%] families, SHOX deficiency — 6/98 [6.1%] families, and C
type natriuretic peptide receptor disorder — 4/98 [4.1%] families). Dominant phenotype in all
the subgroups was the growth disorder without apparent associated pathologies. As mutations
in growth plate collagen genes have previously been known only to cause syndromic short
stature, a new phenotype has been revealed. Moreover, the clinical predictors for monogenic

FSS have been proposed. All the subgroups responded well to GH treatment.



4. Uvod do problematiky

Maly vzrust je definovan jako télesna vyska ditéte pod 3. percentilem pro dany vék a
pohlavi. Za ristovou poruchu se rovnéz povazuje, pokud je riistova rychlost ditéte nizsi nez 25.
percentil pro dany vék a pohlavi, kterd byla spocitand ze dvou presnych méfeni v odstupu
minimalné¢ 6 mésict (Lebl et al. 2016). Dle klasického konceptu hraje v etiopatogenezi
malého vzristu zasadni roli osa rastovy hormon — IGF-1 (inzulinu podobny ristovy faktor
typ 1). Piedni lalok hypofyzy (adenohypofyza) produkuje rtistovy hormon (GH), ktery
stimuluje tvorbu IGF-1 v jatrech a rGstové ploténce, jenz vede svym pusobenim na rastovou
ploténku dlouhych kosti ke stimulaci ristu ditéte do délky. Maly vzrust je dle tohoto konceptu

zpusoben poruchami jednotlivych soucasti této osy (Baron et al. 2015).

K deficitu rastového hormonu miize dojit poskozenim rtiznych transkripénich faktori
(zpGsobené napt. mutacemi v genech SHH nebo OTX2), které vedou k chybnému vyvoji
hypofyzy a sttedo¢arovych mozkovych a obli¢ejovych struktur (tzv. porucha morfogeneze
hypofyzy). Nedostatecna sekrece rtstového hormonu byva v téchto piipadech spojena
s deficitem dalSich hormont hypofyzy (panhypopituitarismus) a poruchou stiedocarovych
struktur (napf. rozSt€py rtu a patra, ztenceni corpus callosum, ektopickd neurohypofyza)
(Dauber et al. 2014). V ptipad¢ poruchy diferenciace bunék do jednotlivych bunéénych linii
produkujicich jednotlivé hormony hypofyzy (zptisobena napt. mutacemi v genech PROP1 nebo
POUIFT) nastava panhypopituitarismus bez pfitomnosti sdruZzenych anomalii sttedoc¢arovych
struktur (Correa et al. 2019; Lebl et al. 2016). I1zolovany deficit riistového hormonu muze byt
zpusoben geneticky podminénou poruchou fizeni sekrece GH z hypotalamu (mutace v genech
GHRHR nebo GHSR), nebo muze byt mutovan piimo gen GHI pro rastovy hormon (Dauber et
al. 2014; Chanoine et al. 2009). Nejcasteji geneticka pfic¢ina izolovaného deficitu ristového
hormonu neni zndma a hovoii se o tzv. idiopatickém deficitu rlistového hormonu (Lebl et al.

2016).

Dalsi pfi¢inou malého vzristu miize byt porusené pusobeni riastového hormonu, které
je zpusobeno tvorbou biologicky nefunkéniho GH, nebo poruchou v signaliza¢ni draze
pusobeni GH (Dauber et al. 2014). Prvni geneticky zndmou pfic¢inou rezistence k rlistovému
hormonu byla porucha receptoru pro ristovy hormon (Dauber et al. 2014). Poruchy tohoto
receptoru, zpusobené homozygotnimi mutacemi v GHR genu, zpusobuji tzv. Laroniv syndrom.
Déti s Laronovym syndromem maji klinické znamky odpovidajici vrozenému téZkému deficitu

rastového hormonu, koncentrace ristového hormonu v krvi je ale u téchto déti vysoka, 1écba



GH je neucinna (Laron 2015). Porucha tvorby a pisobeni IGF-1 zpusobené nejcastéji
mutacemi genu piimo pro IGF-1 ¢i pro jeho receptor je dal$im zndmym mechanismem rastové

poruchy.

Deficit GH se diagnostikuje pomoci kombinace auxologickych, biochemickych a
radiologickych dat. Déti s klinickym podezienim na GHD podstoupi cilené vySetieni
hodnotici sekreci GH (Kommunehospital 2000). Riistovy hormon je z ptedniho laloku
hypofyzy secernovan v pulzech, mezi kterymi je jeho koncentrace v krvi velmi nizka. Bézné
vysetieni koncentrace GH nelze tedy k diagnostice GHD pouzit (Murray et al. 2016). Za
orientacni marker sekrece GH se vyuziva koncentrace IGF-1 v séru, jehoz sérové koncentrace
jsou ve srovnani s GH vyrazn¢ stabilngj$i (Murray et al. 2016). VySetieni pomoci testi
stimulujicich sekreci GH je v soucasnosti zlatym standardem diagnostiky GHD. Jejich
princip je zaloZen na aplikaci latky, ktera zplsobi vyraznou stimulaci sekrece GH v hypofyze.
Maximalni stimulovand koncentrace GH <10 ug/l ve dvou rtiznych testech je diagnosticka pro
GHD (Kommunehospital 2000). Existuje velké mnozstvi latek vyuzivanych ke stimulaci GH,
v Ceské republice je standardnd pouzivan klonidin (latka stimulujici tvorbu GH stimulaci

alfa-1 adrenergnich receptorl) a inzulinem indukovana hypoglykémie (Lebl et al. 2016).

Klasicky koncept hodnoceni patogeneze malého vzristu vnima riistovou chrupavku
zejména jako konec¢né misto ptisobeni osy GH - IGF-1 (Baron et al. 2015). Primarni poruchy
zpusobené mutacemi v nékterém z genti dilezitych pro spravnou funkci riistové ploténky, jsou
dle tohoto konceptu pficinou vzacnych nemoci spojenych typicky s vyrazné asymetrickym
malym vzristem (klinicky je nazyvame kostni dysplazie) (Krakow a Rimoin 2010; Bonafe et
al. 2015). Pti¢iny primarni poruchy funkce riistové ploténky mohou byt zpiisobeny poruchami
v mezibunééné hmot€ chrupavky (napt. poruchy kolagenli ristové ploténky), porusenou
parakrinni signalizaci zpisobené mutacemi napt. v genech FGFR3 nebo NPR2 nebo poruchami
v zékladnich nitrobunéénych déjich, které jsou dilezité pro spravnou funkei riistové chrupavky
(napf. deficit proteinu SHOX nebo rizné poruchy RAS-MAPK signalizacni kaskady) (Superti-
Furga et al. 2002; Lebl et al. 2016). Nové moznosti v genetickém vySetiovani zpisobily
vyrazny pokrok v chapani pticin poruch ristu. Bylo zjisténo, Ze poruchy ristové ploténky hraji
v etiopatogenezi rastovych poruch mnohem vyznamnéjsi roli, ¢imZ vzniklo nové paradigma
— rustova ploténka hraje klicovou roli v etiopatogenezi malého vzrustu a osa GH - IGF-1

je jen jednim z faktori jeji komplexni regulace (Baron et al. 2015).



Normalni rist je ukazatelem celkového zdravi ditéte. Chronické onemocnéni nebo
dlouhodobé stradani velmi casto télesny riist negativné ovlivni. Sekrece rtistového hormonu
muze byt porusena jakymkoli zevnim procesem poskozujicim hypofyzu (napt. nador, krvaceni,
zanét) nebo dlouhodobym psychosocidlnim stradanim — tzv. psychosocidlni nanismus. Na
urovni IGF-1 a ristové ploténky muze byt rast ditéte negativné ovlivnén napt. chronickym
zanétlivym onemocnénim (Crohnova choroba, juvenilni idiopaticka artritida), malnutrici
(celiakie a jiné malabsorpéni syndromy), chronickym onemocnénim ledvin nebo réznymi
endokrinopatiemi (Cushingtv syndrom, hypotyreoza, poruchy pohlavnich hormont) (Lebl et
al. 2016). Vylouceni téchto sekundarnich pficin poruchy ristu patii do vstupniho vyseteni

ditéte u endokrinologa.

Télesna vyska je z vyrazné ¢asti dana genetickymi faktory (Dauber et al. 2014). Byly
identifikovany stovky genovych variant, z nichz kazda mé jen maly vliv na vyslednou vysku
¢loveka (Lango Allen H et al. 2010). V pripad¢, ze se u daného jedince tyto varianty kumuluji,
mohou vysku jiz vyznamné ovlivnit, a vést k malé postavé (polygenni dédi¢nost). V piipadé
velmi malého vzristu je astéji mozné prokazat pricinu ristové poruchy na molekularni trovni.
Tito lidé mohou nést mutaci v jediném genu, kterd ma na jejich rtst vyrazny vliv (monogenni
dédi¢nost) (Chan et al. 2011). Identifikace konkrétni pfi¢iny ristové poruchy na genové Grovni
je velmi dillezita. Pacient dostane odpovéd’, pro€ se porucha riistu v rodin€ vyskytuje, pro 1ékare
je toto zjisténi voditkem, jaké komorbidity se mohou u jeho pacienta objevit (a po kterych ma
aktivné patrat pred jejich klinickou manifestaci). Naprosto zasadni je védecké hledisko
genetického vysetfovani malého vzristu - poznani genetickych pri¢in malého vzristu ma
nezastupitelnou roli v pochopeni patofyziologie poruch ristu (Baron et al. 2015).
V soucasné dobé je k dispozici n€kolik metod umoziujici vysetfeni genetické pticiny poruchy
rastu. U vSech divek s malym vzristem nezndmé piiciny je vySetfen karyotyp k vylouceni
Turnerova syndromu (Shankar a Backeljauw 2018). V ptipad¢ klinického podezieni na urcitou
konkrétni genetickou pficinu poruchy ristu lze vyuZzit rizné standardni metody cytogenetické
amolekularné-genetické diagnostiky (napt. FISH, MLPA, Sangerovo sekvenovani). U naprosté
vétSiny déti s malym vzristem ale klinické podezieni na zadnou konkrétni genovou poruchu
nevznikd. Monogenni pfic¢ina malého vzristu u téchto déti mize byt odhalena pomoci metod

sekvenovani nové generace (NGS) (Dauber et al. 2014).

Naprosta vétSina jedincl je 1éCena riistovym hormonem z indikace riistového selhdni

navazujici na narozeni s malou porodni hmotnosti nebo délkou, resp. z indikace deficitu

8



rustového hormonu. Mensi ¢ast déti je 1éCena GH z diivodu své genetické diagnozy. Bylo
prokazano, ze déti s Turnerovym syndromem, deficitem SHOX-proteinu, Prader-Williho
syndromem a se syndromem Noonanov¢ profituji z 1¢cby GH, geneticka diagndza tyto jedince
proto piimo indikuje k 1é¢be (Loche et al. 2014; Blum et al. 2007). Na druhou stranu G¢innost
podavani GH u déti s achondroplazii neni velkd, 1éba proto neni indikovéna (Massart et al.
2015). S pokroky genetické diagnostiky se daii odhalit genetickou pficinu u stale vice jedinct
s poruchou rustu. Postupné tak vznikaji etiopatogeneticky homogenni skupiny pacientll se
stejnou genetickou pfi¢inou malého ristu a predpokladanou obdobnou odpovédi na 1écbu GH.
Ve vétsing pripadil jsou ale informace o ucinnosti terapie GH u téchto skupin velmi omezené.
Objasnéni odpovédi na 1é¢bu ristovym hormonem u geneticky definovanych skupin déti

wewrs

s malym vzristem patii mezi nejdilezitéjsi ukoly soucasné détské endokrinologie.

Déti s familidarné malym vzrastem (FSS) tvofi znacnou ¢ast pacientii v ambulanci
détského endokrinologa. Jedna se o popisnou diagnézu bézné uzivanou v klinické praxi, ktera
vyjadiuje, Ze se rustova porucha pienasi v rodin¢ ve dvou nebo vice po sobé jdoucich
generacich (vyska <-2 SD u ditéte a u mensiho z jeho rodicit). Nékteré literarni zdroje povazuji
FSS za fyziologickou variantu riistu (Barstow a Rerucha 2015; Al-Jurayyan N et al. 2012), coz
muze vést k zastaveni diagnosticko-terapeutického postupu. Na druhou stranu mnozi jedinci
s FSS splni indika¢ni kritéria pro 1é€bu ristovym hormonem — nejcastéji jako rastové selhani u
déti narozenych malé na sviij gestacni vék (SGA), méné Casto jsou déti testovany a splni kritéria
pro diagnézu deficitu riistového hormonu (GHD). JelikoZ se maly vzrist vyskytuje v nékolika
generacich, predpoklada se, Ze je ristova porucha v rodinach s FSS podminéna geneticky. To
¢ini skupinu déti s FSS velice zajimavou z hlediska genetického vySetfovani malého
vzristu. Objasnéni genetické pfi¢iny monogenniho FSS umozni pochopeni etiopatogeneze
ristové poruchy v roding€ a celkové zlepSeni chapani patofyziologie malého vzriistu obecné.
Z4dna komplexné pojata studie zabyvajici se rodinami s familiarnd malym vzriistem nebyla
doposud provedena. Etiopatogeneze, fenotyp a reakce na ristovy hormon u déti s familiarné

malym vzrlistem proto zistava velkou neznamou.



5. Hypotézy a cile prace

Cil prace

Pomoci genetickych metod vcéetné metod sekvenovani nové generace objasnit na
genetické a patofyziologické trovni pfic¢inu riistové poruchy u skupiny déti s familiarné malym
vzrustem léCenych rastovym hormonem z riiznych indikaci. U vybranych skupin genetickych

diagnéz podrobné popsat fenotyp a odpovéd’ na 1écbu ristovym hormonem.

Veédecka hypotéza

Hlavni védecka hypotéza
Pfic¢inou rastové poruchy u vyznamného poctu déti s familiarné malym vzristem je mutace
v jediném genu. Genetické vysetifeni povede k lepSimu pochopeni etiopatogeneze familidrné

malého vzrustu.

Vedlejsi védecka hypotéza
Vyuzitim genetického vysetfovani vzniknou skupiny pacientl se stejnou monogenni pii¢inou
familiarné malého vzristu, u nichz nasledné bude mozné popsat genové specificky fenotyp a

odpovéd’ na 1écbu riistovym hormonem.
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6. Material a metodika
6.1.Kritéria pro zarazeni do studie
V databazi pacientd 1écenych GH na Pediatrické klinice FN Motol a 2. LF UK se k datu
1.11.2016 (zahajeni néboru do studie), nachézelo 747 jedinct. Po vylouceni déti se znamou
chromosomalni aberaci (Turnerovym syndromem a Prader-Williho syndromem) a se znamou
sekundarni pfi¢inou ristové poruchy (napt. chronické onemocnéni ledvin, sekundéarni deficit
GH) zbylo 531 déti. V ramci této skupiny mélo 128 déti FSS (vyska ditéte pred zahdjenim 1écby
GH a vyska mensiho z jeho rodi¢t <-2 SD). U 98 déti s FSS jejich zdkonny zastupce podepsal

pisemny informovany souhlas a nasledné¢ byly tyto déti zafazeny do studie.

6.2.Klinické vySetieni déti po zarazeni do studie

Vysky vSech déti byly zméfeny pii antropologickém vysetieni, pti kterém byla rovnéz
zhodnocena proporcionalita télesného vzristu (pomér vysky vsedé k celkové vysce) a dalsi
antropometrické parametry. U vSech déti byla laboratornimi a zobrazovacimi metodami
vyloucena sekundarni porucha ristu. Diagndzy deficitu GH a narozeni SGA byly stanoveny
podle soucasnych doporuceni (Kommunehospital 2000; Clayton et al. 2007), vSechny déti
s diagn6zou GHD byly néasledné vySetieny pomoci magnetické rezonance k vylouceni
organické 1éze mozku. Vékovy median déti zatfazenych do studie byl 12 let (IQR 9-15 let),
median jejich vysky pred zahajenim terapie GH byl -3,0 SD (IQR -3,5 az -2,7 SD) a median
vysky mensiho z jejich rodict byl -2,7 SD (IQR -3,0 az -2,3 SD). Déti byly 1é¢eny GH po dobu
5 let (median, IQR 3-7 let) davkou 33 ug/kg/den (medidn, IQR 31-35 ug/kg/den). V ramci
vySetiované skupiny byl u 65 % (64/98) déti diagnostikovan GHD (vySetfeni prob&hlo pomoci
dvou riznych nezavislych stimulacnich testdi, u déti starSich 7 let byl proveden priming
pohlavnimi hormony). Celkem 54 déti (55 %) se narodily SGA, jejich porodni hmotnost a
porodni délka byly -2,0 SD (median, IQR -2,4 az -1,6 SD), respektive -2,6 SD (median, IQR -
3,1 az-2,3 SD). Dvacet déti (20 %) splnilo jak diagné6zu GHD, tak SGA.

6.3.Genetické vySetreni
U vsech jedinct bylo pted zatazenim do studie v ramci rutinniho vySetfovani pfic¢iny
poruchy ristu provedeno zékladni genetické vySetfeni. VSechny divky byly vySetfeny pomoci
cytogenetické metody FISH za tcelem vylouceni Turnerova syndromu a haploinsuficience
proteinu SHOX. U vSech chlapct s disproporcionalnim malym vzristem byl vySetien deficit
proteinu SHOX pomoci Sangerova sekvenovani a metody MLPA. U déti s podezienim na

konkrétni genetickou pfi¢inu malého vzristu bylo provedeno cilené genetické vySetfeni.
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Zakladni genetické vySetteni odhalilo monogenni pfi¢inu rtistové poruchy u 11 déti s FSS —

geny SHOX (6), ACAN (2), PTPN11 (2) a NF1I.

Zbyvajicich 87 déti, u kterych zakladni genetické vySetfeni neprokdzalo etiologii
rustové poruchy, bylo vySetfeno pomoci genetickych metod sekvenovani nové generace. DNA
prvnich 28 déti s t¢zsi formou FSS (vyska ditéte pred zahajenim 1é€by GH a mensiho z jeho
rodict <-2,5 SD) byla vysetfena pomoci celoexomového sekvenovani (WES). Zbylych 59 déti
bylo vysetfeno cilenym NGS pomoci panelu 398 genil ovliviiyjicich rist ¢lovéka. Panel genil
byl sestaven nasi studijni skupinou v ramci tohoto projektu. Nalezené genetické varianty
s moznym klinickym vyznamem byly vyhodnoceny pomoci standardi ACMG (American
College of Medical Genetics and Genomics) a nasledné klasifikovany jako patogenni,
pravdépodobné patogenni, benigni, pravdépodobné benigni nebo jako varianty s nejasnym

vyznamem (Richards et al. 2015). Patogenni a pravdépodobné patogenni varianty byly

hodnoceny jako kauzalni pro maly vzrist vySetfovaného jedince.

6.4.Hledani klinickych prediktori monogenni pri¢iny malého vzristu
Rozdily ve vybranych klinickych parametrech mezi détmi s prokdzanou monogenni
pfi¢inou FSS a détmi, u kterych monogenni pfi¢ina riistové poruchy odhalena nebyla, byly
porovnany pomoci neparametrického testu (Kruskal-Wallis test). Model mnohonasobné
linedrni regrese se zpétnou eliminaci byl pouzit k popsani vztahu mezi zavislou proménnou
(diagn6za monogenni piic¢iny FSS) a skupinou nezévislych moznych prediktort monogenniho
FSS (rizné hodnocené klinické parametry). V piipadé nalezeni vhodného kvantitativniho
ristu pomoci ROC ktivky (nejvyssi Youdeniv index).
6.5.Zhodnoceni fenotypu jednotlivych genetickych pfi¢in malého ristu a reakce na
ristovy hormon
Po dokonceni genetického vySetfeni byly vytvofeny geneticky homogenni skupiny
pacientil se stejnou pricinou rustové poruchy. U vSech takto vzniklych skupin (pocet jedinct ve
skupiné 4 a vice) byl podrobné popsan fenotyp (pt. auxologické parametry, porodni parametry,
znamky kostni dysplazie). Reakce na 1écbu GH byla retrospektivné zhodnocena porovnanim
rustové rychlosti v roce pfed zahdjenim 1écby GH s rstovou rychlosti v prvnim roce 1écby a
pomoci vyvoje télesné vysky (vyjadieno ve smérodatnych odchylkdch) v prvnich tfech letech
1écby GH. Ke statistickému zhodnoceni vyvoje ristovych parametrli byl pouZit parovy T-test,
resp. ANOVA test pro opakované méfeni). Srovnani fenotypickych znakli mezi jednotlivymi

vySetfovanymi skupinami bylo provedeno pomoci Kruskal-Wallis testu.
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7. Vysledky
7.1.Etiologie familiarné malého vzristu
Genetické vySetieni prokazalo etiologii rustové poruchy u 40/98 (41 %) déti FSS. U

chrupavky (kauzalni varianty v genech SHOX [6], COL2A1 [5], COL11A41 [4], NPR2 [4],
ACAN (2], FGFR3 [2], PTPNI1 [2], COL11A2, COLIA2, COMP, MATN3, EXT2, NFI a
FLNB). U 5/40 déti (13 %) byla poskozena néktera ze slozek osy GH — IGF-1 (kauzélni varianty
v genech GHSR, HGMA?2, IGFIR, IGFALS a OTX2), u zbylych 3/40 déti (7 %) byla nalezena
jiné pticina malého ristu (kauzalni varianty v genech TRHR, SALL4 a MBTPS?2).

7.2.Klinické prediktory monogenni pri¢iny familidrné malého vzrustu

V porovnani s détmi, u kterych nebyla geneticka etiologie riistové poruchy nalezena,
mély déti s prokdzanym monogennim FSS signifikantné méné opozdény kostni vék (median -
0,4 let vs. -1,2 let, p=0,025) a jejich rodi¢e s malym vzristem méli signifikantn€ vyrazné;si
ristovou poruchu (medidn vysky -2,9 SD vs. -2,5 SD, p=0,002). Pomoci mnohoc¢etného
regresniho modelu byly oba vySe uvedené parametry potvrzeny jako vhodné prediktory
monogenni pfi¢iny FSS (p=0,027 pro kostni v€k a p=0,003 pro vysku rodi¢e s malym
vzrustem). Pomoci ROC kiivky byly ur¢eny optimalni mezni hodnoty predikce monogenniho
FSS — opozdéni kostniho véku pred 1é€bou GH o <0,5 roku (Youden index 0,31) a vyska
mensiho z rodict <-2,4 SD (Youden index 0,34). V piipadé déti, které splnily ob¢€ vyse uvedena
kritéria, byla monogenni etiologie FSS prokazana v 78 % (14/18 déti).

7.3.Charakteristika geneticky homogennich skupin s familiarné malym vzristem
Po vyhodnoceni vysledkli genetického vySetfeni vznikly tfi skupiny déti s geneticky
homogenni riistovou poruchou —u 10 déti byla nalezena porucha nékterého z kolageni riistové
chrupavky, u 6 déti byl nalezen SHOX-deficit a u 4 déti porucha receptoru natriuretického
peptidu typu B.

Geneticka porucha kolagenu riistové chrupavky byla nalezena u 10/98 (10,2 %) déti
s FSS. U 5 byla odhalena kauzalni varianta v genu COL2A41,u4 v genu COLI1Al au 1 v genu
COL1142. Median veéku déti s prokdzanymi kolagenopatiemi byl 12,5 let. Porodni délka
(median -2,8 SD) byla postizena vyraznéji nez porodni hmotnost (median -2,1 SD). Osm déti
se narodilo SGA. Antropologické vySetieni prokdzalo proporcionalni riistovou poruchu u 8/10
déti s kolagenopatiemi (SHH -0,99 az +0,99 SD), zbylé 2/10 déti mély mirn€ disproporcionalni
poruchu rustu s krat§imi koncetinami (SHH 1,2 SD, resp. 2,0 SD). U 4/10 déti byly nalezeny
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mirné znamky kostni dysplazie (skolidza, vyraznéjsi bederni lord6za, omezena extenze v lokti).
Po zahijeni 1é¢by GH se jejich rastova rychlost zlepsila z medidnu 5,3 cm/rok v roce pied
zahajenim 1écby na 8,7 cm/rok v prvnim roce 1€cby GH, jejich vyska se se zlepsila z medidnu

-3,1 SD v dob¢ zahajeni 1¢cby GH na -2,2 SD po ttech letech 1écby (p<0,001).

Deficit SHOX proteinu byl nalezen u 6/98 (6,1 %) déti s FSS. Median jejich véku byl
13 let. Porodni délka (medién -1,8 SD) byla postizena vyraznéji nez porodni hmotnost (median
-1,2 SD), dvé déti se narodily SGA. Antropologické vySetfeni prokéazalo proporciondlni
rustovou poruchu u 2/6 déti (SHH -0,6 SD, resp. +0,4 SD), zbylych 4/6 déti mélo
disproporcionalni poruchu ristu s krat§Simi koncetinami (SHH 2,2-4,1 SD). U 1/6 déti byly
nalezeny mirné znamky kostni dysplazie (Savlovité predlokti a gotické patro). Po zahdjeni 1écby
GH se jejich rustova rychlost zlepS$ila z medidnu 5,6 cm/rok v roce pted zahajenim 1é¢by na 9,6
cm/rok v prvnim roce lécby (p=0,014), jejich télesna vyska se se zlepsila z medianu -2,6 SD

v dobé€ zahgjeni 1écby na -1,8 SD po tiech letech 1é€by (p<0,01).

Genetickd porucha v receptoru pro natriureticky peptid typu C (gen NPR2) byla
nalezena u 4/98 (4,1 %) déti s FSS. Medién jejich véku byl 10 let. Porodni délka (median -1,9
SD) byla postizena vyraznéji nez porodni hmotnost (medidn -1,6 SD), 2 déti se narodily SGA.
Antropologické vySetieni prokazalo proporciondlni ristovou poruchu u 2/4 déti (SHH 0,3 SD,
resp. 1,0 SD), zbylé 2/4 déti mély disproporcionalni poruchu ristu s kratSimi koncetinami (SHH
1,2 SD, resp. 2,2 SD). U 2/4 déti byly nalezeny mirné znamky kostni dysplazie (brachydaktylie,
plochéa noha). Po zahajeni 1écby GH se jejich rlstova rychlost zlepSila z medianu 4,8 cm/rok
v roce pied zahdjenim 1écby na 8,7 cm/rok v prvnim roce 1écby GH (p<0,001), jejich vyska se

zlepsila z medianu -3,4 SD v dob¢ zahéjeni 1é€by na -2,5 SD po ttech letech 1écby (p=0,03).

Déti, jejichz FSS byl zpisoben deficitem SHOX proteinu, mély pted zahajenim 1éCby
GH signifikantn€ méné vyraznou riistovou poruchu oproti ostatnim skupindm (median vysky -
2,7 SD vs. -3,1 SD u poruchy kolagenu rtstové ploténky a -3,4 SD u poruchy receptoru pro
natriureticky peptid typu C, p=0,01). V Zadnych dalSich hodnocenych klinickych parametrech
se jednotlivé skupiny mezi sebou signifikantné nelisily. Piestoze byly déti s deficitem SHOX
proteinu dle mezinarodnich doporuceni (Loche et al. 2014) [é¢eny vyssi ddvkou GH, reakce na

1écbu GH se mezi jednotlivymi skupinami signifikantné neliSila.
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8. Diskuse
NaSe studie je prvni praci, ktera se komplexné zabyvala etiopatogenezi familiarné malého
vzristu. Sestavili jsme unikéatni kohortu rodin s FSS s jednozna¢nym vymezenim vysky ditéte
1 mensiho z jeho rodicl, ¢imz jsme poprvé ve védecké literatuie pojem FSS jednoznacné
definovali. Pomoci raznych metod genetického vySetfeni jsme vyrazné¢ posunuli chapani
patofyziologickych mechanismi vedoucich k FSS, dale jsme nalezli vhodné klinické prediktory
monogenni etiologie FSS, ukazali na limitace soucasného zpusobu testovani deficitu GH a
prokazali dobrou ucinnost 1é¢by GH dvou geneticky definovanych skupin déti s malym

vzrustem.

Poruchy ristové ploténky byvaji tradicné povazovany za vzacnou pii¢inu malého
vzrustu spojenou s asymetrickou ristovou poruchou a dal§imi znamkami kostni dysplazie.
V nedavné dobé¢ bylo zjisténo, ze nékteré poruchy riistové ploténky maji rozmanitéjsi fenotyp,
nez se predpokladalo. Pfikladem mohou byt aktiva¢ni mutace v genu FGFR3, které zpiisobuji
achondroplazii (zavazna kostni dysplazie s t¢zkou asymetrickou poruchou riistu a dalSimi
fenotypickymi zndmkami) nebo hypochondroplazii, kterd je spojena s vyrazné¢ mirnéjSim
fenotypem. Znamky kostni dysplazie mohou byt v nékterych piipadech diskrétni,
proporciondlni ristova porucha pak ziistdva jedinym napadnym fenotypickym znakem (Lebl et
al. 2016; Ornitz a Legeai-Mallet 2017). Obdobn4 variabilita byla popsana i u dal$ich poruch
ristové ploténky (mutace v genech SHOX, NPR2 nebo ACAN) (Wit et al. 2011). V ramci nasi
studie jsme odhalili, Ze obdobné variabilni fenotyp maji i poruchy kolagenu riistové
chrupavky, které byly doposud znamy pouze jako pri¢iny syndromického malého vzristu
(Barat-Houari et al. 2016). Skutecnost, ze primarni poruchy rtistové ploténky mohou byt ¢astou
pfi¢inou malého vzristu i v piipadé¢ nepfitomnosti znamek kostni dysplazie, vedla ke
zformulovani zcela nového paradigmatu etiopatogeneze malého vzristu — kli¢ovou roli
hraje rstova ploténka a jeji komplexni endokrinni a parakrinni regulace (Baron et al. 2015).

Vysledky nasi prace toto nové paradigma vyrazné podporuji.

Monogenni ristové poruchy se zdaji byt relativné Casté, jejich pfesna prevalence ale
metod NGS se ve svych vysledcich 1i§i — monogenni porucha malého rtistu nalezena v 9-54 %
ptipadt (Hauer et al. 2018; Homma et al. 2019; Huang et al. 2018; Kim et al. 2017; Freire et al.
2019; Zhang et al. 2015). Pro zlepSeni efektivity vySetfovani je nebytné nalézt klinické

prediktory monogenni ristové poruchy, které by umoznily optimalizovat vybér pacientl
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vhodnych ke genetickému vySetieni malého vzristu. Zadné obecné prediktory monogenni
rustové poruchy, které by byly podpoteny vysledky védeckych studii, nebyly ale doposud
popsany. Dle vysledkii nasi prace by takovymi vhodnymi prediktory mohly byt kostni vék a
vy$ka rodi¢i. Pouzitim téchto prediktorti by zachytnost monogenni pfi¢iny malého rlstu

v rdmci nasi kohorty stoupla ze 41 % na 78 %.

VySetiovani deficitu riistového hormonu je jednou z nejkontroverznéjSich otazek
soucasné détské endokrinologie. Zlatym standardem klinické diagnostiky GHD zGstavaji riizné
testy stimulujici sekreci GH, u kterych se ale prokazala velmi nizka specificita (Ghigo et al.
1996). Z duvodu castych falesné pozitivnich vysledki se predpoklada, ze déti
s diagnostikovanym idiopatickym GHD tvofi velmi heterogenni skupinu s do zna¢né miry
nepochopenou etiopatogenezi rastové poruchy. Vysledky na$i prace tyto predpoklady
podporuji, jelikoz détem z nasSi studijni kohorty byl relativné ¢asto chybné diagnostikovan
deficit riistového hormonu. Z 21 déti s klinickou diagnézou GHD, u kterych byla genetickym
vySetfenim objasnéna etiopatogeneze malého vzristu, byl genovy defekt ovliviujici sekreci
nebo funkci GH nalezen pouze u dvou (geny GHSR a OTX2). U zbyvajicich 19 byla prokdzana
zcela jina etiologie ristové poruchy — 15 mélo poruchu ristové ploténky (geny ACAN,
COLI11A1, COL11A42, COL1A2, COL2A1, FGFR3 [2x], NPR2 [3x], EXT2, FLNB, PTPN11
[2x] a NF'1), 2 poruchu puisobeni IGF-1 (geny IGFALS a HGMA?2) a 2 syndromicky maly vzrist
na podklad€ mutaci v genech MBTPS?2, resp. SALL4. Vysledky na$i prace jasné¢ demonstruji
omezené moznosti standardnich vySetfovacich metod objasnit patofyziologické

mechanismy vedouci k poruse ristu.

U vétSiny monogennich rdstovych poruch jsou informace o efektu lé€by GH
nedostatecné. Objasnéni specifickych ucéinku 1é¢by riistovym hormonem s ohledem na
jednotlivé genetické pri¢iny malého vzrustu patii mezi nejdilezitéjSi vyzvy soucasné
détské endokrinologie. V ramci nasi studie jsme popsali dobry kratkodoby efekt 1écby GH u
skupin déti s kolagenopatiemi a s kauzalnimi variantami v genu NPR2, ktery byl srovnatelny
s vysledky déti se SHOX-deficitem (genetické diagndza se znamym dobrym efektem 1é€by GH
automaticky indikujici k podavani GH) jak vradmci na$i studijni kohorty, tak popsanych
v minulosti jinymi autory (Benabbad et al. 2017; Blum et al. 2007). K definitivnim zavérim
budou tfeba randomizované prospektivni studie provadéné na veétSim poctu pacientii, u nichz

by rovnéz byla k dispozici data o dospélé vysce.
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Déti s malym vzriistem zpisobenym poruchami ristové ploténky mohou tedy dobie
reagovat na lécbu GH. Ke spolehlivému odhaleni genetickych pfic¢in malého vzristu vhodnych
k 1é¢bé GH a k nasledné zméné indikacnich kritérii ale vede velmi dlouha cesta. Do té doby
mohou déti s monogenni pficinou malého vzristu profitovat i z nespravné diagndézy GHD, ktera
jim umozni pfistup k 1é6¢bé GH. NaSe prace ukazuje na tento rozpor a muZe slouzit jako

pocatek diskuse na téma etiologie familiarné malého vzristu a moZnosti jeho ovlivnéni.

Kromé mensiho poctu déti v jednotlivych geneticky homogennich podskupinach a
absence dat ohledné¢ jejich dospélé vysky, méla tato prace dveé zadsadnéjsi limitace. Prvni
limitaci bylo, Ze v ramci nasi prace nebyly provedeny zadné funkéni studie hodnotici
patogenitu nalezenych genovych variant. Podle souc¢asnych doporuceni nejsou ale funkéni
studie k prokazani kauzality genové varianty nezbytné a kauzalita genové varianty mize byt
prokazéana jinym zptusobem (Richards et al. 2015). V ramci nasi kohorty byla nejzasadné&jsi
segregace genove varianty s malym vzrustem v dané rodiné. Druhou limitaci bylo, ze pomoci
pouzitych metod sekvenovani nové generace neni mozné odhalit genetické zmény mimo
exony genl (kromé¢ oblasti hranic mezi exony a introny) ani epigenetické zmény. Vzorky

probandu bez identifikované zmény mohou byt nasledné vySetteny s postupem poznani a

dostupnosti metod celogenomového sekvenovani a jejich hodnoceni.
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9. Vztah prace k testovanym hypotézam

Hlavni védecka hypotéza: Pri¢inou ristové poruchy u vyznamného poctu déti s familiarné

malym vzristem je mutace v jediném genu. Genetické vySetieni povede Kk lepSimu

pochopeni etiopatogeneze malého vzristu.

V nasi praci jsme potvrdili hlavni védeckou hypotézu. U 41 % probandl jsme nalezli patogenni
genovou variantu vedouci k objasnéni pfi¢iny malého vzrustu. K potvrzeni hypotézy zdsadnim
zpusobem pfispél dobie definovany soubor rodin s FSS s detailnim popisem fenotypu a
realisticky navrzeny panel gent pro poruchy rustu, ktery byl vyuzit pfi sekvenovani nové
generace. Vysledek genetické analyzy potvrdil nové paradigma poruch rastu, dle kterého je

rustova ploténka kli¢ovym faktorem etiopatogeneze malého vzriistu.

Vedlejsi védecka hypotéza: vyuZzitim genetického vySetfovani vzniknou skupiny pacienti

se stejnou monogenni pri¢inou familiarné malého vzristu, u nichZ nasledné bude mozné

popsat genové specificky fenotyp a odpovéd’ na 1é¢bu ristovym hormonem.

V nasi praci jsme rovnéz potvrdili vedlejsi védeckou hypotézu. Diky stanoveni genetické
diagno6zy jsme definovali 3 skupiny pacientli s monogenni pticinou FSS (porucha kolagent
rustové ploténky, deficit proteinu SHOX a porucha receptoru natriuretického peptidu typu C),
coz ndm umoznilo zhodnotit odpovéd’ na 1é€bu rlistovym hormonem u téchto jasné
definovanych skupin pacientii. NaSe prace miiZze diky tomu slouZit jako prvni podklad

k diskusi o novych geneticky definovanych skupinéch pro 1é¢bu riistovym hormonem.
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10.Zavéry
V ramci disertacni prace jsme se jako prvni pracovni skupina komplexné zabyvali
etiopatogenezi familidrné malého vzriistu. Numericky jsme definovali pojem FSS a sestavili
jsme unikatni kohortu rodin s FSS s jednozna¢nym vymezenim vysky ditéte i mensiho z jeho
rodi¢ii. Pomoci metod sekvenovani nové generace jsme vyrazné posunuli chapani
patofyziologickych mechanismi vedoucich k familidrné malému vzristu — nalezenim
monogenni pti¢iny malého vzristu jsme objasnili etiopatogenezi ristové poruchy u 41 %
rodin s FSS. Vysledky nasi prace ukazuji, ze zdsadnim patofyziologickym mechanismem
vedoucim k familidrn¢ malému vzristu je primarni porucha struktury nebo funkce rastové
ploténky, ktera byla nalezena u 32/40 rodin s prokazanou monogenni pfic¢inou FSS. V ramci
této prace jsme rovnéz odhalili, Ze tize ristové poruchy mensiho z rodict a mira opozdéni
kostniho veéku u ditéte jsou vhodnymi klinickymi prediktory monogenni pti¢iny FSS (v
piipadé€ opozdéni kostniho v€ku ditéte pfed zahajenim 1é€by GH o méné nez 0,5 roku a vysky
mensiho z rodict <-2,4 SD byla prokézana monogenni pficina riistové poruchy u 14/18, tj. 78
% rodin). Dale jsme ukézali limitace soucasného zptisobu testovani deficitu rastového
hormonu. Détem z nasi kohorty byl relativné ¢asto chybné diagnostikovan GHD. Z 21 déti
s klinickou diagn6ézou GHD, u kterych byla genetickym vySetfenim objasnéna etiopatogeneze
jejich malého vzristu, byl genovy defekt ovlivitujici sekreci nebo funkci GH nalezen pouze u
dvou, u zbyvajicich 19 déti byla prokdzana zcela jina etiologie jejich rastové poruchy (15
mélo primarni poruchu ristové ploténky, 2 poruchu ptisobeni IGF-1 a 2 syndromicky maly
vzrist bez ovlivnéni sekrece GH). Déle jsme sestavili tfi geneticky homogenni podskupiny
déti s FSS (jedinci s poruchou kolagenu riistové ploténky [10/98, tj. 10,2 % rodin], jedinci
s deficitem SHOX proteinu [6/98, tj. 6,1 % rodin] a jedinci s porusenou funkci receptoru pro
natriureticky peptid typu C [4/98, tj. 4,1 % rodin]), u nichz jsme podrobn¢ popsali fenotyp a
ucinek 1écby GH. Nové jsme objevili, ze poruchy funkce kolagenti riistové chrupavky, které
byly diive zndmy pouze jako pficina syndromického malého vzristu s jasnou asymetrii
rastové poruchy, dal§imi zndmkami kostni dyspldzie a jinymi pfidruzenymi patologiemi,
velmi Casto zptisobuji 1 nesyndromickou poruchu riistu bez vyraznéjSich ptidruzenych poruch,
a pfispivaji tak malé vysce v béZzné populaci. Nase prace rovnéz pfinesla prvni informace o
ucinku 1écby riistovym hormonem popsané na skupin€ déti s kolagenopatiemi a poruchou
funkce receptoru pro natriureticky peptid typu C. U obou skupin byl efekt 1é€by hodnoceny
v horizontu 3 let od zah4jeni terapie dobry, srovnatelny s jedinci s deficitem SHOX-proteinu,

u nichz je dobra Gc¢innost 1é€by jiz dobfe znama.
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11.Conclusions

In the dissertation work, we as a first study group complexly focused on
aetiopathogenesis of familial short stature (FSS). We numerically defined the term FSS and
formed a unique group of FSS families with clearly defined body height in both the child and
his/her shorter parent. Using next-generation sequencing methods we substantially advanced
the understanding of the pathophysiological mechanisms leading to familial short stature. By
elucidating the monogenic cause of FSS, we clarified the aetiopathogenesis of growth disorder
in 41% families. The results of our work demonstrate that the dominating pathophysiological
mechanism leading to FSS is the primary disorder of growth plate structure or function
(described in 32/40 families with proven monogenic FSS). In this work, we additionally
discovered that the severity of growth disorder in the shorter parent and the bone age delay in
the child are suitable clinical predictors of monogenic FSS (in case the bone age in child prior
to GH treatment is delayed less than by 0.5 years and the shorter parent’s height is <-2.4 SD,
the monogenic FSS was proven in 14/18 [78%] families). Importantly, we have demonstrated
the limitations of current methods of GH deficiency diagnostics. Children from our study cohort
were frequently incorrectly diagnosed with GHD. Out of 21 children with clinical diagnosis of
GHD with short stature pathogenesis elucidated by genetic methods, only 2 had gene defect
influencing GH secretion. In the remaining 19 children, completely different causes of FSS
were described (15 had primary growth plate disorder, 2 had impairment of IGF-1 action, and
2 had syndromic short stature without GH secretion impairment). Furthermore, we assembled
three genetically homogenous subgroups of children with FSS (individuals with growth plate
collagen disorders [10/98 i.e., 10.2% families], SHOX protein deficiency [6/98 i.e., 6.1%
families], and impaired natriuretic peptide type C receptor [4/98 i.e., 4.1% families]), in which
we described the phenotype in detail and the effect of GH treatment. We have newly
demonstrated that growth plate collagen disorders previously known only as the cause of
syndromic short stature with clear body asymmetry, apparent signs of bone dysplasia and other
associated clinical features also frequently cause nonsyndromic growth failure without apparent
associated pathologies and contribute therefore to short stature in the population. Our work also
provided the first information about the effect of GH therapy evaluated in a group of children
with collagenopathies and C-type natriuretic peptide receptor dysfunction. In both groups, the
effect of treatment evaluated within the first 3 years of therapy was good, comparable to

individuals with SHOX protein deficiency with well-known good effect of GH treatment.
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