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Abstrakt

Tato bakalarska praca je literarnou reSerSou odbornych c¢lankov zaoberajucich sa
dedicénym ochorenim Osteogenesis imperfecta (prezyvanym aj choroba krehkych kosti)
so zameranim sa na genetické aspekty tohto ochorenia. Jedna sa o ochorenie suvisiace
s kolagénom typu | a spdsobujuce u pacientov pocetné zlomeniny od narodenia, nizku
hustotu kosti, rastovy deficit, rdzne sluchové, dentalne a vynimocne aj dychacie a cievne
problémy. V poslednych rokoch bolo objavenych mnoZstvo mutacii génov, ktoré su
spojené s Ol fenotypom, a vyskum v tejto oblasti dalej pokraduje. Jedna sa o gény, ktoré
priamo koduju retazce kolagénu | (COL1A1 alebo COL1A2), alebo gény, ktorych produkty
ovplyvhuju spravnu post-translacnid modifikaciu, zbalovanie, transport a sekréciu
kolagénu |, pripadne samotnu kostnd mineralizaciu a diferenciaciu osteoblastov.
Aktualne je znamych 23 typov Ol, kazdy s inou molekularnou a genetickou pri¢inou alebo
rozdielnym fenotypovym prejavom. V praci su zmienené aj diagnostické metddy
vyuzivané v klinickej praxi a spésoby managementu symptémov pacientov s Ol, nakolko

v sUCasnosti kauzalna lieCba neexistuje.

Klicové slova: osteogenesis imperfecta, kolagén typu |, mutacia, zlomeniny, kostna

hmota, osteoblasty



Abstract

This bachelor thesis is a literature review of scientific articles dealing with the hereditary
disease Osteogenesis imperfecta (also known as the brittle-bone disease) focusing on
genetic aspects of this condition. It is a disease associated with type | collagen that
causes patients to experience frequent fractures from birth, low bone density, growth
deficiency, as well as various hearing, dental and in some cases respiratory and vascular
problems. In recent years, numerous mutations in genes associated with Ol fenotype
have been discovered and research in this area continues. These include genes that
directly code for chains of the type | collagen (COL1A7 and COL7A2) or genes whose
products influence the proper post-translational modification, folding, transport or
secretion of type | collagen or even bone mineralization and osteoblast differentiation.
Currently, 23 types of Ol are known, each with a different molecular and genetic cause or
a different fenotypic manifestation. The thesis also mentiones diagnostic methods used
in clinical practice and ways to manage the symptoms of patients with Ol, as there is

currently no causal treatment available.

Key words: osteogenesis imperfecta, type | collagen, mutation, fractures, bone matrix,

osteoblasts
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Zoznam skratiek

5’UTR = 5’ nekddujuca oblast

AD = autozomalne dominantna

ADAMTS2 = disintegrin a metaloproteinaza s trombospondinovymi motivmi 2
AR = autozomalne recesivna

BMP1 = kostny morfogenicky protein 1

BRIL = protein podobny induktoru remodelacie kosti
Ca?=dvojmocny katién vapnika

CCDC134 = coiled-coil doménovy protein 134

COL1A1 = gén kodujuci retazec al(l) kolagénu |

COL1A2 =gén kodujuci retazec a2(ll) kolagénu |

CREB3L1 = protein viazuci cAMP-odpovedajuci element 3 podobny 1
CRTAP = protein asociovany s transportom kolagénu

CyPB = cyklofilin B

Cys = cystein

DNA = deoxyribonukleova kyselina

ER = endoplazmatickeé retikulum

Fe?*= dvojmocny katidn Zeleza

FAM46A = rodina s podobnostou v sekvencii 46, ¢len A

FKBP10 = FK506-viazuci protein 10

FKBP65 = FK506-viazuci protein 65

Gly = glycin

His = histidin

HSP47 = heat-shock protein 47

IFITM5 = interferonom indukovany transmembranovy protein 5
KDELR2 =receptor pre udrziavanie proteinovv ER KDEL 2

LH1 = lyzyl-hydroxylaza 1

LRP5 =receptor s nizkou hustotou lipoproteinov, 5

Lys = lyzin

MBTPS2 = peptidaza transkripéného faktora viazana na membranu, miesto 2

MESD = kandidat pre vyvoj mezodermu 1



mMRNA = messengerova ribonukleova kyselina

OASIS = transkripcny faktor OASIS (onkodevelopny antigénovy povrchovy protein
podobny imunoglobulinu)

Ol = Osteogenesis imperfecta

OMIM = Online Mendelian Inheritance in Man
OSTERIX = transkrip&ny faktor pre vyvoj kosti

P3H1 = prolyl-3-hydroxylaza 1

P4H1 = prolyl-4-hydroxylaza 1

PDI = protein-disulfid izomeraza

PEDF = faktor odvodeny z pigmentového epitelu

Pro = prolin

RIP = regulovana intramembranova proteolyza

S2P = protedza miesta 2

SERPINF1 = serpin rodiny F, ¢len 1

SERPINH1 = serpin rodiny H, ¢len 1

SP7 = protein Specificity 7

SPARC = sekretovany protein kysly a bohaty na cystein
TMEM38B = transmembranovy protein 38B

TRIC-B = trimérny intracelularny katiénovy kanal B

WNT1 = wingless-integrovany protein 1



1. Uvod

Osteogenesis imperfecta (Ol), nazyvana aj ako choroba krehkych kosti, je geneticka
dedi¢na choroba so Sirokou Skalou fenotypovych znakov. Medzi najCastejSie klinické
prejavy patria vysoky pocet zlomenin a kostnych deformit, nizka hustota kosti, nizky
vzrast, modré zafarbenie ocnych sklér, strata sluchu adentalne problémy (napr.
dentinogenesis imperfecta). Zavaznost symptomov sa liSi od miernej po tazké az
prenatalne letalne formy. Incidencia Ol unovorodencov je 1:15 000-20 000 zivych

p6érodov.

Vacsina pripadov Ol je spésobena defektom génov COL7TA7 a COL1A2 kdodujucich
retazce al(l) a a2(ll) kolagénu I. Vzacne vSak Ol fenotyp suvisi s mutaciou inych génov,
ktorych produkty interaguju s kolagénom | a zabezpecuju jeho spravnu post-translaénu
modifikaciu, zbalenie, zosietovanie, vnutrobunkovy transport asekréciu do
extraceluldrneho priestoru, alebo prispievaju kspravnej diferenciacii kostnych

osteoblastov (Jovanovic & Marini, 2024).

Medzi hlavné ciele tejto bakalarskej prace patri opisat moznosti diagnostiky Ol aktualne
vyuzivanych v klinickej praxi, popisat genetické aspekty tohto ochorenia so zameranim sa
na konkrétne gény, ktorych mutacie su spajané s Ol fenotypom, apoukazat na
genotypovo-fenotypové koreldcie na priklade konkrétnych typov Ol, ako aj opisat su¢asné

spb6soby managementu klinickych priznakov pacientov s Ol.



2. Diagnostika Ol

Diagnostika Ol je zalozena na fyzikalnom vySetreni, zahffiajicom rontgenové snimky
skeletu a denzitometrické vysSetrenia, v kombinacii s osobnou aj rodinnou anamnézou.
NajvyraznejSim klinickym prejavom Ol su pocetné zlomeniny vyskytujuce sa od detstva.

Niektoré typy Ol sa prejavuju aj prenatalnymi zlomeninami (Marlowe et al., 2002).

Biochemické testy analyzuju zmeny Struktury a produkcie kolagénu |. Vyuzivaju metddu
kultivacie fibroblastov a analyzuju produkovany kolagén. Zameriavaju sa predovsSetkym
na mnozstvo sekretovaného kolagénu | ajeho kvalitu. Laboratérne biochemické testy

vS8ak nie su klu¢ové pre diagnostiku Ol (Wenstrup et al., 1990).

Molekularne diagnostické testy sa zameriavaju na analyzu génov, ktorych strata funkcie
je asociovana s fenotypom Ol. Ol je vo viac ako 90% pripadov spdsobena mutaciou
a stratou funkcie génov COL7TA7 aCOL1A2 kdédujucich proal(l) aproa2(ll) retazce
prokolagénu typu I.

Zvysné pripady Ol su asociované s mutaciamiv génoch kédujucich proteiny U€astniacich
sa post-translacnej modifikacie alebo spravneho zbalovania kolagénu |. Snahou
molekularneho genetického testovania je odhalit mutacie a patogénne zmeny génov,
ktoré su asociované s Ol fenotypom (Korkko et al., 1998). Najdenie genetickej pri¢iny
konkrétnej formy Ol je dblezZité pre prenatalnu diagnostiku a urenie rizika v konkrétnej

rodine (Marlowe et al., 2002).
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3. Klasifikacia typov Ol

Prva Kklasifikacia jednotlivych typov Ol na zaklade fenotypovych prejavov bola
predstavena vroku 1979 a delila pripady Ol do 4 skupin. Prva skupinu tvorilo najvacsie
mnozstvo pacientov atato autozomalne dominantna forma sa okrem zlomenin
vyznacovala vyraznymi modrymi sklérami. Druhu skupinu tvorili pripady novorodencov
s neonatalnymi zlomeninami a autozomalne recesivnou dedi¢nostou. Tretia skupina sa
vyznacovala deformitou konéatin achrbtice, menej sfarbenymi sklérami
s pravdepodobne aj dominantnou, aj recesivhou dedi¢nostou. Pacienti Stvrtej skupiny
mali normalne skléry, ale okrem zlomenin aj r6zne deformity dlhych kosti, podmienené

autozomalne dominantnym genotypom (Sillence et al., 1979).

Objav novych génov asociovanych s Ol rozSiril poznatky o biologickych drahach
patogenézy tohto ochorenia a umoznil vytvorit presnejsi klasifikacny systém jednotlivych

typov Ol zhrnuty v tabulke 1 (Kang et al., 2017, Jovanovic & Marini, 2024 ).

Ol typ Dedi¢nost Gén Protein

Struktira kolagénu

I AD COL1A1 Kolagén a1

-1 AD COL1A1, Kolagén a1 alebo Kolagén
COL1A2 a2

Mineralizacia kosti

Vv AD IFITM5 BRIL

Atypicka VI AR IFITM5 BRIL

Vi AR SERPINF1 PEDF

Modifikacia kolagénu

VI AR CRTAP CRTAP
VI AR LEPRE1 P3H1
IX AR PPIB CyPB
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Zbalovanie a zosietovanie kolagénu

X AR SERPINH1 HSP47

Xl AR FKBP10 FKBP65

Xl AR BMP1 BMP1

XXI AR KDELR2 KDEL receptor 2
Funkcia a diferenciacia osteoblastov

Xl AR SP7 SP7 (OSTERIX)
% AR TMEM38B TRIC-B

XV AD/AR WNT1 WNT1

XVI AR CREB3L1 OASIS

XVII AR SPARC SPARC (Osteonektin)
XVIII XR MBTPS2 S2P

Novo klasifikované Ol typy

XIX AR TENT5A FAM46A

XX AR MESD MESD

XXI AR KDELR2 KDEL receptor 2
XXII AR CCDC134 CCDC134

XXII AR PHLDB1 PHLDB1

Tabulka €. 1: Prehlad jednotlivych typov Ol na zaklade defektnych génov. Zaroven je pri kazdej
forme uvedeny jej typ dedi¢nosti (AR: autozomalne recesivna; AD: autozomalne dominantna;
XR: X-viazana recesivna), néazov mutovaného génu a vysledného chybného proteinu (prevzaté z
Jovanovic & Marini, 2024). Doplnené o novo klasifikovany Ol typ XXIIl (OMIM 620 639) (Tuysuz et
al., 2023).

Klinicky najCastejSie sa vyskytujucifenotyp asociovany s mutaciamiv génoch pre kolagén

I, COL1A1T aCOL1A2, sa vyskytuje pri Ol type | — IV a vyznacuje sa autozomalne

dominantnou dedi¢nostou. (Marini, Forlino, et al., 2007).
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VzacnejSi autozomalne recesivny fenotyp je spésobeny mutaciou v génoch, ktorych
produkty interaguju s kolagénom. Typy V - IV vykazuju mutaciu vgénoch [FITM5
(interferonom indukovany transmembranovy protein 5) a SERPINF1(serpin rodiny F, ¢len
1), ktora sa vyznacCuje naruSenou mineralizaciou kosti. Mutaciou v génoch, ktoré sa
podielaju na post-translacnej modifikacii kolagénu, sa vyznacuju typy VII - IX. Typy X, Xl,
Xl a XXI su spbésobené nespravnym zbalovanim a zosietovanim kolagénu. (Marini et al.,

2014)

4. Genetické aspekty Ol

4.1. Mutacia v génoch suvisiacich so Strukturou kolagénu

Kolagén typu | je najrozSirenejSim kolagénom v ludskom tele. Tvori extracelularnu matrix
spojivovych tkaniv a prispieva kudrziavaniu ich integrity. Biosyntéza prokolagénu sa
odohrava v kostnych osteoblastoch. Prekurzor kolagénu, prokolagén, sa sklada z dvoch
proal(l) retazcov ajedného retazca proa2(ll), ktoré navzajom tvoria Strukturu trojitého
helixu a su kddované génmi COL1A7T a COL1A2. Retazce proal(l) a proa2(ll) pozostavaju
zopakujucich sa Gly-X-Y jednotiek. X a¥Y pozicie tvoria vacsSinou prolin alebo
hydroxyprolin. Glycinové zvysSky sa nachadzaju v centre helikalnej Struktury a opakuju sa

na kazdej tretej pozicii. Sluzia ako opora trojitého helixu (Raghunath et al., 1994).

Vo vnutri ER fibroblastov dochadza k post-translacnym modifikaciam prokolagénu, ako
sU napr. hydroxylacia prolinu/lyzinu a glykozylacia hydroxylyzinu (Kao et al., 1979).
Jednotlivé prokolagénové retazce navzajom tvoria disulfidové mostiky (Bruckner &
Eikenberry, 1984). Peptidyl-prolyl-cis-trans izomeraza katalyzuje zipsovitu reakciu
formovania helixu, ktora sa Siri od C-terminalnej domény smerom k N-koncu,

a ovplyvnuje rychlost tejto reakcie (Fischer & Schmid, 1990).

Nasledne je prokolagén exocytézou sekretovany do extracelularnej matrix. C- a N-

koncové propeptidy su odStiepené peptiddzami a vznika kolagén, ako je znazornené na

obrazku 1 (Goldberg & Sherr, 1973). Molekuly kolagénu sa samovolne skladaju do
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kolagénovych fibril. Dochadza kich vzajomnému zosietovaniu. Zakomponovavanim

mineralov do kolagénovych fibril vznika kostna hmota.

a - .
/ ADAMTS2 ; BMP1 - Ac.tm filaments
: Microtubules
\A @ 3-0H complex
T @ P4H
@ LH
ﬁ @ HSP47
sccct] ol

ﬁ]ﬂj] KDEL receptor

Obr.1: Schéma modifikacie a skladania prokolagénu vnutri fibroblastov, sekrécie do
extracelularnej matrix a tvorby kolagénovych fibril. Modifikaciu sprostredkuvaju enzymy 3-OH
komplex, P4H (prolyl-4 hydroxylaza) a LH1 (lyzyl-hydroxylaza 1). HSP47 (heat-shock protein 47
alebo serpin rodiny H ¢len 1) je kolagenovy Saperdn. KDEL receptor sluZi na transport prokolagénu
ZER. Peptidazy ADAMTS2 (disintegrin a metaloproteinaza s trombospondinovymi motivmi 2)
a BMP1(kostny morfogenicky protein 1) odStepuju koncové peptidy avznika kolagén. Actin

filaments — aktinové mikrofilamenty. Microtubules — mikrotubuly, Prevzaté z Jovanovic et al., 2022.

4.1.1. Mutéacia génov COL1A1a COL1A2

Pacientis Ol typu | -1V trpia autozomalne dominantnou mutaciouv jednom z dvoch génov
kédujucich retazce helixov, COL1AT a COL11A2. Tito pacienti tvoria viac ako 90%
vSetkych pripadov Ol (Willing et al., 1992). Zmeny v Gly-X-Y triplete, ako napr. substitucia

Gly za Cys, narusaju trojhelikalnu Strukturu kolagénu. Dochadza k spomaleniu tvorby
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helixu a k nadmernym post-translacnym modifikaciam, ktoré zabranuju spravnej sekrécii
kolagénu z buniek. Mutacie v génoch COL1A7 a COL11A2 spbsobuju znizenie mnozstva

kolagénu v extracelularnej matrix az o 50% (Pace et al., 2001).

NajcastejSou pri¢inou nefunkénych génov COLTAT a COL11A2 su frameshift mutacie
narusujuce vysledné transkripty. Vyskytuju sa aj mutacie ovplyvnujuce zostrih mRNA ako
je vynechanie exénov alebo aktivacia kryptickych zostrihovych miest (Marini et al., 2007).
Zavaznost fenotypového prejavu zavisi na polohe mutacie vramci prokolagénovych

retazcov (Witecka et al., 2008).

Typ 1 Ol (OMIM 166200) je charakteristicky zvySenou fragilitou kosti bez ich deformacie,
znizenou hustotou kosti, modrymi sklérami, normalnym vzrastom aautozomalne
dominantnou dedi¢nostou. Osteoblasty postihnutych jedincov produkuju iba poloviéné

mnozstvo kolagénu typu | oproti zdravym jedincom (Willing et al., 1993).

Iné mutacievCOL1A7 alebo COL711A2 su spojené s fenotypom Ol typu Il - IV. Typ || (OMIM
166210) je najzavaznejSi avacsSinou smrtelny, typ Ill (OMIM 259420) sa vyznacuje
deformaciami a zhorSujucim sa priebehom pocas Zivota. Typ IV (OMIM 166220) je stredne
zavazna forma, tito jedinci maju zlomeniny v detstve, ktorych pocetnost sa v dospievani

znizuje (Jovanovic & Marini, 2024).

4.2. Mutacia génov suvisiacich s mineralizaciou kosti

Do tejto kategodrie patri Ol typu V s autozomalne dominantnou dedi¢nostou, Ol typu VI

a atypicka Ol typu VI, ktoré sa dedia autozomalne recesivne.

4.2.1. Mutacia génu IFITM5

Ol typu V (OMIM 610967) je vtakmer vSetkych pripadoch sp6sobena mutaciu v 5’UTR

génu IFITM5 (interferonom indukovany transmembranovy protein 5), ktory kdduje protein

BRIL (protein podobny induktoru remodelacie kosti). Protein BRIL sa nachéadza
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v osteoblastoch, ktoré maju nasledne délezitu ulohu v spravnom formovani kosti pocas

vyvoja.

AD mutacia génu IFITM5, ktorou sa vyznacuje Ol typu V, vytvdra novy upstream Start
koddn so silnejSou afinitou k translacii ako poévodny Start kodéon nemutovaného génu
(Semler et al., 2012). Zahajenie translacie z odkrytého Start kodénu spbsobuje pridanie 5
aminokyselin navySe na N-koniec proteinu BRIL (Cho et al., 2012). Tato zmena ovplyviuje

jeho spravnu funkciu v diferenciacii osteoblastov (Moffatt et al., 2008).

Obr. 2: Radiograficka snimka hyperplastického svalku v distalnej Easti stehennej kosti, ktory je

typickym znakom Ol typu V. Prevzaté zo Semler et al., 2012.
Kostné osteoblasty, na ktorych vyvoji sa podielal mutaciou zmeneny protein BRIL, sa

odliSuju od normalne fungujucich osteoblastov. Zasiahnuté osteoblasty sa vyznacuju

zvySenou mineralizaciou a znizenou transkripciou génu COL7A7 pre kolagén typu I. To
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spbsobuje znizené mnozstvo kolagénu zabudovaného vkostnej matrix avedie

k Specifickému fenotypu Ol typu V (Reich et al., 2015).

Ol typu V je stredne zavazna forma Ol vyznacujuca sa podobne ako iné typy Ol znizenou
denzitou kosti a ich vySSou fragilitou. Pacienti maju obyCajne nizSi vzrast, ale vacSinou sa

nevyskytuje zafarbenie o¢nych sklér ani zubov (Rauch et al., 2013).

NajnapadnejSim fenotypovym znakom pacientov s Ol typu V je tvorba hyperplastickych
svalkov (obrazok 2) na kostiach, hlavne pri zlomeninach a poraneniach kosti (Glorieux et
al., 2000). Jedna sa o Ciasto¢ne mineralizovany uUsek kosti s naruSenou organizaciou,

ktory sa Casto prejavuje bolestivym opuchom (Brenner et al., 1989).

4.2.2. Mutéacia génu SERPINF1

Dalsi typ Ol stvisiaci s nesprdvnou mineralizaciou kosti je typ VI (OMIM 613982). Patri
medzi formy Ol s autozomalne recesivhou dedi¢nostou, ktoré tvoria minoritnu Cast
vSetkych foriem (Becker et al., 2011). AR formy Ol sa vacsinou tykaju mutacii génov
UcCastniacich sa v post-translacnych upravach kolagénu. Ol typu VI je vynimka, je
spbsobend mutaciou génu SERPINF1 (serpin rodiny F, ¢len 1) a stratou nim kédovaného
proteinu PEDF (faktor odvodeny z pigmentového epitelu). Suvisi s poruchou udrzovania

homeostazy kosti (Fratzl-Zelman et al., 2015).

Protein PEDF ma kolagén | viazuci motiv (Hosomichi et al., 2005). V pripade spravnej
funkcie SERPINF1 sa PEDF pripaja ku kolagénu v miestach formovania kosti (Hosomichi
et al., 2005). V tychto miestach p6sobi ako regulator angiogenetickej aktivity (Dawson et
al., 1999). Vjeho nepritomnosti dochadza knaruSeniu maturacie osteocytov

a mineralizacie kosti (Fratzl-Zelman et al., 2015).
Ol typu VI sa prejavuje zvySenou lamavostou kosti, nizkym vzrastom a hromadenim

nemineralizovanej kostnej hmoty (osteoidy). Skléry maju normalne sfarbenie (Glorieux et

al., 2002).

17



4.2.3. Atypicka Ol typu VI, ina mutacia génu IFITM5

Atypicka Ol typu VI taktiez suvisi s poruchou metabolizmu mineralizacie kosti. Rovnako
ako Ol typu VI ma AR dedi¢nost afenotypové prejavy podobného charakteru, ale
svaznejSim priebehom (velké mnozstvo zlomenin, nizky vzrast). Patri medzi zavazné

formy Ol (Lindsay et al., 2021).

Je spbsobena de novo mutaciou v géne IFITM5, ktora je rozdielna ako mutdacia suvisiaca
s Ol typom V. NaruSena funkcia proteinu BRIL negativne ovplyvniuje sekréciu proteinu

PEDF a spravnu diferenciaciu kostnych osteoblastov (Farber et al., 2014).

4.3. Mutacia génov suvisiacich s post-translacnou modifikaciou kolagénu

Pre spravne zloZenie astabilitu kolagénu je nevyhnutna spravna post-translacna
hydroxylacia prolinovych alyzinovych zvySkov nascentného prokolagénu. Tato
modifikacia prebieha pomocou hydroxylaz P4H1 (prolyl-4-hydroxylaza 1), P3H1 (prolyl-3-
hydroxylaza 1) a LH1 (lyzyl-hydroxylaza 1) (Myllyharju & Kivirikko, 2004). Hydroxylazy mézu
modifikovat len tie prolinové a lyzinové zvysky, ktoré sa nachadzaju v eSte nezlozZenej,
flexibilnej Casti prokolagénového retazca, teda pred jeho usporiadanim do helikalnej

Struktdry (Marini, Cabral, et al., 2007).

Enzymy hydroxylujuce prokolagén sa nachadzaju vER fibroblastov. Patria medzi 2-
oxoglutarat dioxygenazy alostericky aktivované kationmi Fe?*. P4H1, P3H1 a LH1 maju
navzajom rovnaku konzervovanu sekvenciu rezidui vich aktivnom mieste. P4H1
katalyzuje vznik 4-hydroxyprolinu v sekvencii X-Pro-Gly. LH1 hydroxyluje lyzin v sekvencii
kolagénu X-Lys-Gly. P3H1 interaguje Specificky s rozvolnenym kolagénom. Substratova
sekvencia pre P3H1 je Gly-Pro-4Hyp-Gly (Vranka et al., 2004). Klu¢ovou poziciou pre 3-
hydroxylaciu v retazci proal(l) prokolagénu je Pro986 (Willaert et al., 2009).

P3H1 tvori in vivo komplex s proteinom CRTAP (protein asociovany s transportom
kolagénu) a cyklofilin B (obrazok 3). CRTAP a P3H1 v komplexe navzajom interaguju

(Changetal., 2010). PBH1/CRTAP/CyPB komplex ma 3 aktivity: 3-hydroxylaénu, cis-trans-
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izomericku a Saperdnovu aktivitu (van Dijk et al., 2009). CRTAP je nevyhnutny pre spravnu

3-hydroxylaciu prokolagénového retazca.

4.3.1. Stratafunkcie génu CRTAP

Strata funkcie génu CRTAP je spbsobena frameshift mutaciou, ktora vedie k degradacii
mutovaného transkriptu. Vysledkom je defekt v produkcii osteoidov a mineralizacie
kostnej hmoty. Znizené mnozstvo proteinu CRTAP je asociované s Ol typu VIl (OMIM

610682), uplnd absencia tohto proteinu je spojend so zdavaznejSimi fenotypovymi

prejavmi (Morello et al., 2006).

Obr. 3: Struktirny model komplexu P3H1/CRTAP/CyPB. Prevzaté z Li et al., 2024.
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Ol typu VIl je AR forma s unikatnymi fenotypovymi znakmi v porovnani s ostatnymi
formami (okrem Ol typu VIII). Pacienti trpia mnohopocéetnymi zlomeninami, znizenou
kostnou denzitou a objavuje sa aj coxa vara a rhizomélia (skratenie proximalnych casti
koncatin). Pri tomto type sa vSak neobjavuje dentinogenesis imperfecta, kozné, sluchové

ani srdcové komplikacie a ani vyrazné zafarbenie o¢nych sklér (Ward et al., 2002).

4.3.2. Mutéacia génu P3H1

Mutacie génu P3H1 kdédujuceho P3H1 vedu k fenotypovym prejavom Ol typu VIII (OMIM
610915). Mutované transkripty va¢sinou obsahuju predcasny terminacny kodoén asu
degradované. Nefunkény P3H17 brani 3-hydroxylacii prokolagénu avedie k naruseniu

stability kolagénového helixu.

Ol typu VIl ma tazky klinicky priebeh. Pacienti maju velmi krehké kosti nachylné
k zlomeninam a Casto trpia skoliézou, zavaznymi deformaciami a skratenim dlhych kosti
(Baldridge et al., 2008). Prekryvajuci sa fenotyp OI foriem VII aVlll je spdsobeny
vzajomnou stabilizaciou CRTAP a P3H1 v ER (Chang et al., 2010).

4.3.3. Absencia kolagénovych Saperénov

Okrem svojej enzymatickej funkcie sluzi P3H1 aj ako Saperdn pre kolagén a sprostredkiva
jeho interakcie sinymi proteinmi (Homan et al., 2014). Proteiny HSP47 (heat-shock
protein 47 alebo serpin rodiny H, ¢len 1) a CyPB (cyklofilin B) si asociované s retazcami
prokolagénu. HSP47 funguje ako Saperdn pri translacii prokolagénu. CyPB je cis-trans-
izomeraza pomahajuca spravnemu zbaleniu kolagénu. Na zaciatku translacie brani
vzniku agregatov nascentnych retazcov kolagénu (Smith et al., 1995). Pritomnost CyPB je

nezavisla na pritomnosti CRTAP a P3H1 (van Dijk et al., 2009).

Absencia 3-hydroxylacie vedie k nadmernej 4-prolyl- a lyzyl-hydroxylacii prokolagénu
spb6sobenej dlh§im trvanim skladania retazcov do helikalnej Struktury a dlh§ou dobou
aktivity P4H a LH. Rychlost skladania helixu je pravdepodobne limitovana CyPB a jeho

prolyl-cis-trans-izomerazovou aktivitou.
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Absencia CyPB sp6sobuje vznik vzacnej Ol typu IX (OMIM 259440) (Barnes et al., 2010).
Znizené mnozstvo CyPB nespbsobuje znizenie mnozstva CRTAP a P3H1 (Pyott et al.,

2011).

4.4. Mutacia génov suvisiacich so skladanim a zosietovanim kolagénu

Retazce prokolagénu su kotranslacne transportované do ER, kde prebieha tvorba
disulfidovych mostikov. Tieto vazby su nevyhnutné pre spravne zlozenie kolagénu do
trojhelikalnej Struktury. Tvorba helixu prebieha smerom od C-terminalnej domény.

Nasledne dochadza k tvorbe kolagénovych fibril.

Pre spravne zlozenie prokolagénu vnutri bunky st nevyhnutné Saperény nachadzajlce sa
v ER. Medzi nich patria proteiny PDI (protein-disulfid izomeraza), P4H a HSP47 (Ishida et
al., 2006).

HSP47 sa viaZze Specialne na kolagén, rozoznava primarne kolagén vo forme trojitého
helixu (Macdonald & Bachinger, 2001). Zabranuje tvorbe kolagénovych nerozpustnych

agregatov vo fibroblastoch (Widmer et al., 2012).

Fibrily vzniknuté bez ucasti HSP47 su abnormalne tenké, maju rozvetvenu Strukturu a su

nachylnejSie na degradaciu proteazami (obrazok 4). Dochadza k spomaleniu tvorby

a sekrécie kolagénu a jeho akumulacii v ER fibroblastov (Ishida et al., 2006).
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Obr.4: Snimka z elektrénového mikroskopu abnormalnych fibril produkovanych fibroblastami

bez HSP47. Prevzaté z Ishida et al., 2006.

Protein FKBP65 (FK506-viazuci protein) sa nachadza vER fibroblastov av procese
biosyntézy prokolagénu zohrava ulohu Saperdna. ZvySuje stabilitu prokolagénovych
retazcov a spomaluje proces tvorby kolagénovych fibril. Zaroven funguje ako enzym
peptidyl-prolyl-cis-tans izomeraza. Katalyzuje cis-trans izomeraciu peptidovej vazby

retazcov kolagénu a urychluje vznik disulfidovych mostikov (Ishikawa et al., 2008).

Aktivita Saperonov HSP47 a FKBP65 je navzajom prepojena. Mutacia v SERPINH1 ma
vplyv aj na lokalizaciu HSP47. Defektny HSP47 spbsobuje degradaciu FKBP65. Tieto

proteiny navzajom kooperuju v procese vzniku prokolagénu (Duran et al., 2015).

4.4.1. Mutacia génu SERPINH1

Mutacia génu SERPINH1 kdédujuceho protein HSP47 je spojena s fenotypom Ol typu X
(OMIM 613848). Ide o vzacnu AR formu so zavaznym a Casto smrtelnym fenotypovym
prejavom stazkymi deformaciami. Frameshift mutacia SERPINH1 spbsobuje vznik
pred¢asného terminaé¢ného koddénu (Marshall et al.,, 2016). Mutovany HSP47 je
degradovany v proteazéme. Absencia HSP47 spdsobuje, ze vzniknuté fibrily su
abnormalne dlhé atenké. Dochadza kspomaleniu sekrécie kolagénu Ido
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extracelularneho priestoru. Post-translacna modifikacia kolagénovych retazcov nie je
ovplyvnena. Nedochadza kznizeniu celkovej produkcie prokolagénu, sekretovany
kolagén Ima vSak vyS8Siu senzitivitu k degradacii proteazami kvéli jeho naruSenej

trojhelikalnej konformacii (Christiansen et al., 2010).

4.4.2. Defekt génu FKBP10

Fenotyp Ol typu Xl (OMIM 610968) suvisi s mutaciou génu FKBP10 a absenciou proteinu
FKBP65. Typ Xl sa prejavuje zavaznymi deformaciami a zlomeninami, prevazne hrudnych
stavcov. Absencia Saperénovej aktivity FKBP65 spbsobuje spomalenie sekrécie kolagénu
latvorbu fibril vextraceluldarnej matrix. Dochadza k hromadeniu kolagénu vnutri

fibroblastov (Alanay et al., 2010).

Kolagén | produkovany fibroblastami bez FKBP65 je Standardne post-translacne
modifikovany. Mutacia FKBP10 nenaruSuje cis-trans izomeraciu, Ol fenotyp suvisi
s absenciou Saperdnovej aktivity FKBP65 ajej vplyvom na zosietovanie a sekréciu
kolagénu I. Désledkom je, Ze kostna matrix je riedka a dezorganizovana (Barnes et al.,

2012).

4.4.3. Mutacia génu KDELR2

Ol typu XXI (OMIM 619131) ma charakteristicky fenotyp suvisiaci s AR mutaciou KDELR2
kédujucim KDEL receptor 2 (receptor pre udrziavanie proteinov v ER KDEL 2). Medzi
charakteristické znaky patria kostné deformacie a narusenie motoriky a reci (Efthymiou
et al.,, 2021). KDEL sluzi vER krecyklacii proteinov retrogradne transportovanych
z Golgiho aparatu (Capitani & Sallese, 2009). Jeho absencia spésobuje znizenie mnozZstva
HSP47 a FKBP65 a nasledne aj znizenie mnozZstva prokolagénu |. Bez vazby na KDELR2 nie
je HSP47 schopny disociovat z molekul kolagénu. Désledkom je naruSenie fibrilarnych

Struktur a charakteristicky Ol fenotyp (van Dijk et al., 2020).
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4.5. Mutacia génov suvisiacich s funkciou a diferenciaciou osteoblastov

4.5.1. Mutacia génu SP7

DNA-viazuci protein OSTERIX (transkripény faktor SP7 pre vyvoj kosti) funguje ako
transkripcny faktor v procese diferenciacie osteoblastov, iniciuje ich vznik z prekurzorov.
Je nevyhnutny pre spravne formovanie kostnej hmoty. Obsahuje 3 motivy Cys2-His2-

zinkového prsta za sebou na C-konci, ktoré mu umoznuju viazat DNA.

Absencia OSTERIX spdsobuje znizené mnozstvo osteoblastovych markerov ako napr.
osteonektin, osteopontin a osteokalcin (Nakashima et al., 2002). Promoétor aj zosilhovac
COL1A1 obsahuju miesta viazuce OSTERIX (obrazok 5). Strata expresie SP7 vedie aj
k strate expresie COL7A17 (Ortufio et al., 2013).

Sp1 Sp1 Sp1 Sp1 _
—i —i

-1685 |-1571 -122  -63

C1 a5, C3 C4

Obr.5: COL1A1 promdtors Sp1 miestamiinteragujicimis OSTERIX. Prevzaté z Ortufio etal., 2013.

Recesivna mutacia v SP7 spdsobuje vznik predé¢asného stop kodénu a transkripty pre
protein OSTERIX sU mutované v poslednej DNA-vazobnej doméne. Mutovany OSTERIX
bez tretej domény zinkového prsta je spojeny s fenotypom vzacnej AR Ol typu XII (OMIM
613849).
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Medzi fenotypové priznaky patri okrem pocetnych zlomenin (prevazne dlhych kosti),
skolidzy, kostnych deformacii a nizSieho vzrastu aj oneskoreny vyvoj zubov. O¢né skléry
maju normalne zafarbenie (Lapunzina et al., 2010). MbézZe dbjst k poSkodeniu trvalého
chrupu (Tung et al., 2022). Existuje podozrenie, Ze jednym z priznakov mdze byt aj
naruSenie sluchu (Fiscaletti et al., 2018). NajnovSie Studie poukazuju aj na suvis s

dentinogenesis imperfecta (Al-Mutairi et al., 2024).

Dominantna bodova mutacia SP7 spb6sobuje zmenu v sekvencii aminokyselin v druhej
DNA-vazobnej doméne zinkového prsta. Na rozdiel od pacientov s recesivhou mutaciou,
pri dominantnej mutacii SP7 je pozorovany nizky obrat kostnej hmoty (Ludwig et al.,

2022).

4.5.2. Mutacia génu TMEM38B

Delécia v géne TMEM38B (transmembranovy protein 38B) spbsobuje degradaciu
transkriptov TRIC-B (trimérny intracelularny katidon-selektivny kanal B) anaruSenie
vnutrobunkovych Ca?*-asociovanych signalnych drah. Je spojend fenotypom AR Ol typu
XIV (OMIM 615066) (Volodarsky et al., 2013). Zavaznost tejto formy sa liSi medzi
pacientami od miernej po tazku (Webb et al., 2017). TRIC-B sa nachadza v membrane ER
osteoblastov aovplyviuje hladinu Ca? pocas bunkového delenia. Podiela sa na
udrziavani vnutrobunkovej vapnikovej homeostazy a na synchronizacii zvySovania hladiny

Ca? (Yazawa et al., 2007).

Absencia TRIC-B a naruSenie vnutrobunkovych vapnikovych signalnych drah vedie
k naruSeniu expresie viacerych Saperénov a enzymov interagujucich s kolagénom |
(Cabraletal., 2016). Dochadza k znizeniu produkcie kolagénu | a naruSeniu mineralizacie

kostnej hmoty (Zhao et al., 2016).
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4.5.3. Mutacia génu WNT1

WNT signalna draha je kluCova pre spravnu diferenciaciu osteoblastov. Fenotyp AR Ol
typu XV (OMIM 615220) je spojeny s recesivnhou mutaciou WNTT (wingless-integrovany
protein 1) spdsobujlucou absenciu proteinu WNT1. Fenotypové znaky zahffiaju pocetné
zlomeniny (prevazne stavcov), nizky vzrast a nizku kostnu denzitu (Fahiminiya et al.,

2013).

Mutacie faktorov Ucastniacich sa WNT-regulovanej beta-katenin embryonalnej
signalizaCnej drahy, napr. LRP5 (receptor s nizkou hustotou lipoproteinov, 5), ovplyviuju
kostnU homeostdazu avedu kabnormalnym zmenam vkostnej hmote. Mutacia

spbsobujuca stratu funkcie WNTT je pric¢inou AR OI XV.

WNT1 ma klucovu ulohu vo formovani a premodelovani kosti. Tento typ sa prejavuje
Sirokym spektrom fenotypovych znakov, od miernych po deformujlice. Mutovany WNT1
straca schopnost aktivovat LRP-sprostredkovani WNT-regulovanu beta-kateninovu

drahu (Keupp et al., 2013).

Existuje podozrenie, ze WNT1 ovplyviiuje neurologicky vyvoj areCovUd schopnost
a spOsobuje poruchu kognitivheho vyvoja (Pyott et al., 2013). U mySi bol preukazany vplyv
WNT1 na vyvoj mozgu (McMahon & Bradley, 1990.) Pacienti s Ol typu XV nereaguju na

lieCbu bisfosfonatmi (Kantaputra et al., 2019).

4.5.4. Mutacia génov CREB3L1 a MBTPS2

AR Ol typu XVI (OMIM 616229) aXVlll (OMIM 616507) suvisia s regulovanou
intramembranovou proteolyzou (RIP) a jej ulohou pri vyvoji kosti. Ol typu XVl je sp6sobena
mutaciou v géne CREB3L1 (protein viazuci cAMP-odpovedajuci element 3 podobny 1)
kédujiucom protein OASIS (onkodevelopny antigénovy povrchovy protein podobny
imunoglobulinu), ktory sluzi ako substrat pre fungovanie RIP (Symoens et al., 2013). Ol

typu XVIII je spojend s mutaciou MBTPS2 (peptidaza transkripéného faktora viazana na
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membranu, miesto 2) kéddujucim proteazu membrany Golgiho aparatu SP2 (proteaza

miesta 2) (Lindert et al., 2016).

4.5.5. Defekt génu SPARC

Vzacna AR Ol typu XVII (OMIM 616507) suvisi s mutaciou SPARC (sekretovany protein
kysly a bohaty na cystein), ktory kdduje osteoblastovy marker osteonektin nevyhnutny pre

proces mineralizacie kosti (Mendoza-Londono et al., 2015).

5. Management Ol

Doposial pre ochorenie Ol neexistuje lieCba a management je zamerany na potlacanie
symptédmov a fenotypovych prejavov tohto ochorenia. KedZze sa jedna o genetické

ochorenie, nadej na efektivnu lieCbu spodiva v oprave samotnej poSkodenej DNA.

NajcastejSie priznaky Ol sUvisia s poSkodenim kosti, zubov a sluchu. Najvacsia pozornost
sa preto venuje managementu symptomov postihujdcich tieto oblasti. Vo vynimoc¢nych

pripadoch sa symptomy tykaju aj dychacej a cievnej sustavy.

Management kostrového svalstva pozostava z rehabilitacie a operacnych zakrokov. Pre
posilnenie kostrového svalstva je kluc¢ova hlavne rehabilitacia, operacné zakroky maju
vacsinou napravny charakter (Van Brussel et al., 2008). NajucinnejSie operacné zakroky
zlepSujuce priebeh priznakov Ol su osteotémie (ndprava a vyrovnanie kosti) a medularny

rodding (zavadzanie tyCovych vystuh pre posilnenie kosti).

Dezorganizovana a hypermineralizovana kostna matrix sa v sucasnosti neda opravit
ziadnymi liekmi. Pre zlepSenie stavu kostnej hmoty je vS8ak mozno vyuzit lieCbu

bisfosfonatmi alebo anabolikami (napr. rastovy hormoén) (Bishop, 2016).

Bisfosfonaty preukazatelne zlepSuju architektiru kostnej matrix (Rauch et al., 2006).

Zaroven pri lieCbe bolo preukazané zvySenie kostnej denzity pacientov (Bishop et al.,

27



2013). Vyznamné je hlavne zvySenie kostnej hustoty chrbtice (Dwan et al., 2014).

Bisfosfonaty sa vyuzivaju aj pri lie€be uz existujucich deformit (Bishop et al., 2010).

Sucasne je vSak vedlajSim ucinkom lie¢by bisfosfonatmi znizenie mnozstva novo
produkovanej kostnej hmoty, preto je potrebné, aby sa pacienti vyhybali Castej expozicii,
aby sa dosiahli ¢o najlepSie vysledky lie¢by (Uveges et al., 2009). Pre udrziavanie
normalnej hodnoty kostnej denzity je potrebné monitorovanie hladiny vitaminu D

u pacientov (Edouard et al., 2011).

Nadej pre objavenie lieCby pre Ol spociva v stale sa zlepSujucich moznostiach génovej
terapie (hlavne objav CRISPR/Cas9 systému), ktora by dokazala opravit defektny gén
priamo v Struktire DNA. Aktualne prebiehaju klinické skusky vyuzitia transformacie

kmenovych buniek a protilatok proti sklerostinu na lie¢bu Ol (Schindeler et al., 2022).

28



6. Zaver

Tato bakalarska praca sa venovala reSerSi genetickych aspektov ochorenia Osteogenesis
imperfecta. Jedna sa o dedi¢né ochorenie prejavujice sa poc¢etnymi fraktirami, nizkou
denzitou kosti, rastovym deficitom, zafarbenim oCnych sklér, dentinogenesis imperfecta
a poSkodenim sluchu. Vo viac ako 90% pripadov Ol ide o AD dedi¢nu formu spdsobenu
mutéaciou génov COLTAT alebo COL7A2 kdédujucich retazce ail(l) a a2(ll) kolagénu I.
Defekt vtychto génoch spbdsobuje znizenu produkciu kolagénu 1o priblizne 50%

a naruSenie mineralizacie kostnej matrix.

ZvySna minoritna Cast vSetkych pripadov Ol je tvorena vzacnymi mutaciami génov
kédujucich proteiny ucastniacich sa spravnej post-translacnej modifikacie, zbalenia,
zosietovania, transportu asekrécie kolagénu |, mineralizacii kostnej hmoty alebo
spravnej funkcie osteoblastov. Jedna sa o AR formy, ktoré maju spravidla zavaznejsi
klinicky priebeh. Vyskum v tejto oblasti pokracuje dalej a postupne sa odhaluju nové
mutacie a molekularne mechanizmy suvisiace s Ol fenotypom. Odhalenie presnej
genetickej priciny konkrétneho typu Ol méze pomdct odhalit nové terapeutické moznosti.
V sucCasnosti je znamych v klinickej klasifikacii 23 typov Ol, ich polet sa vSak stale

zvacSuje.

V sucasnosti neexistuje lieCba, ktora by dokazala pacientov vylieCit z Ol auplne
regenerovat posSkodenu kostnu hmotu. LieCba bisfosfonatmi aanabolikami
preukazatelne zlepSuje stav demineralizovanej kostnej hmoty a pomaha zlepSit celkovu
denzitu kosti, zaroven vsak brani syntéze novej kostnej matrix, preto nie je mozné takto
pacientov lieCit dlhodobo. Management Ol sa zameriava na zmiernenie ucinkov
symptéomoy, tieto metdédy zahffiaju napravné operacie zlomenych alebo deformovanych
kosti, rehabilitacie a posiliiovanie kostrového svalstva apouzivanie nacuvacich

pristrojov.
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