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Abstrakt

Trichorhinofalangealni syndrom (TRPS) je malformacni syndrom charakteristicky
kraniofacialnimi a skeletdlnimi abnormalitami s autozomalné dominantni dédi¢nosti. Dnes se
na klinické i molekularni drovni rozlisuji tfi typy — TRPS I, TRPS Il a TRPS lI, jejichZ spole¢nym
rysem jsou fidké vlasy, hruskovity tvar nosu, dlouhé a ploché philtrum, Gzky horni ret,
odstavajici usi, mald postava a kuzelovité epifyzy clankd prstl. Podtypy TRPS | a TRPS Ill jsou
vysledkem mutaci vgenu TRPS1, ktery je zamapovan do oblasti 8g24. Tento gen lezi
proximalné od genu EXT1; delece obou téchto genu zaroven vede k tfetimu podtypu, TRPS Il
(Langer-Giedion(iv syndrom, LGS), jehoZ pacienti kromé obecnych znakd TRPS trpi jesté
mnohocetnymi exostézami a nékdy téZ mentalni retardaci.

V této diplomové praci byla provedena molekularné genetickd analyza na vzorku 16
pacientl, pricemzZ 8 proband( vykazovalo fenotyp TRPS a 8 proband(l mélo pouze izolované
exostozy. Z periferni Zilni krve pacient( byla vyizolovana DNA, ktera byla nasledné poufZita k
vySetieni chromozomové oblasti 824 metodou MLPA (,,multiplex ligation-dependent probe
amplification”). Tato analyza odhalila deleci u 1 pacienta s TRPS a u 1 pacienta s exostézami.
Sekvenovani kddujicich exond genu TRPS1 u zbyvajicich 7 pacientl s TRPS odhalilo mutace u
dalsich 2 z nich. Celkové tedy byla odhalena pravdépodobna molekularni pricina onemocnéni
u 3 pacientd s TRPS a u 1 pacienta s exostézami.

Klicova slova

Trichorhinofalangedlni syndrom (TRPS), Langer-Giedioniv syndrom (LGS), dédicné
mnohocetné exostdzy, gen TRPS1, gen EXT1, brychydaktylie, hypotrichdza, kuzelovité
epifyzy, multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA), mutacni analyza



Abstract

Trichorhinophalangeal syndrome is a malformation syndrome characterized by craniofacial
and skeletal abnormalities and is inherited in an autosomal dominant manner. We
distinguish free subtypes on clinical and molecular level — TRPS I, TRPS Il, TRPS Ill. All TRPS
patients have sparse hair, a pear-shaped nose, a long flat philtrum, a thin upper lip and
protruding ears. Skeletal abnormalities include cone-shaped epiphyses at the phalanges, hip
malformations and short stature are present. The subgroups TRPS | and TRPS Il are result of
the mutated TRPS1 gene, which is maped into the 8g24 region. This gene is situated
proximal of the EXT1 gene, both genes are affected in a subgroup of patients with TRPS II.
These patients suffer more from multiple (cartilaginous) exostoses and mental retardation.
In this work we performed molecular genetic analysis of a sample of 16 patients, 8 probands
showed a TRPS phenotype and 8 probands had only isolated exostoses. The peripheral
venous blood of patients was used to gain purified DNA, which was subsequently used to
investigate the chromosome 8q24 region using MLPA (,multiplex ligation-dependent probe
amplification”). This analysis revealed a deletion in 1 TRPS patient and 1 patient with
exostoses. Sequencing of the TRPS1 gene coding exons in remaining 7 TRPS patients
revealed mutations in another 2 of them. Overall it was revealed probable molecular cause
of the disease in 3 TRPS patients and 1 patient with exostosis.

Keywords

Trichorhinophalangeal syndrome (TRPS), Langer-Giedion syndrome (LGS), hereditary
multiple exostosis, TRPS1 gene, EXT1 gene, brachydactyly, hypotrichosis, cone-shaped
epiphyses, multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA), mutation analysis
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1. Literarni reserse
1.1 Trichorhinofalangealni syndrom

Trichorhinofalangealni syndrom (trichorhinophalangeal syndrome; TRPS) je skupina
vzacnych genetickych malformacnich onemocnéni s typickymi kraniofacialnimi a skeletalnimi
abnormalitami, které Ize dobfe klinicky i radiologicky charakterizovat. Je zplsoben mutaci Ci
kompletni deleci genu TRPS1 (GenelD #7227) nalézajictho se na dlouhém raménku
chromozomu 8 v oblasti 8g24.1. V soucasné dobé se rozliSuji na klinické i molekularni drovni
tri typy oznacované jako TRPS | (Online Mendelian Inheritance in Man [OMIM] #190350),
TRPS Il (OMIM #150230) a TRPS Il (OMIM #190351).

Nezavisle na typu syndromu jsou u vSech pacientli popisovany charakteristické
kraniofacialni znaky: jemné, fidké a pomalu rostouci vlasy, medialné silné avsak lateralné
fidnouci az chybéjici oboci, hruskovity ¢i jinak banaty tvar nosu, odstdvajici usi, dlouhé
ploché philtrum a uUzky horni ret. Méné Casto byvaji popisovany i dalsi klinické znaky, jako
napr. trojuhelnikovity obli¢ej, horizontalni Zlabek na bradé, mikrognacie, hypoplasticka
mandibula, vysoce klenuté patro, nadpocetné zuby, vadny dentalni skus (malokluze), zmény
nehtl. U nékterych pacientl jsou téZ nalézany dalsi skeletdlni abnormality, ke kterym patfi
napf. klinodaktylie, plocha chodidla, kfidlovita lopatka, skoliéza, spontanni kostni fraktury
(Michalek et al. 2009; Vaccaro et al. 2005) a u vice nez 70 % pacient( jsou pritomny i
dysplasie kycelniho kloubu (napf. zkraceni a zplosténi femoralniho krcéku, coxa plana;
zvétSeni hlavice femuru, coxa magna; zmenseni Uhlu mezi hlavici a télem stehenni kosti, coxa
vara) (Machuca et al. 1997). U starsich pacientl se tyto kycelni abnormality mohou podobat
degenerativni artréze (Ludecke et al. 2001). NejtypictéjSim radiografickym znakem TRPS jsou
pak kuZelovité tvarované epifyzy (,cone-shaped epiphyses”; CSEs), a to predevsim na
stfrednich c¢lancich prsta ruky, které vsak ¢asto nejsou viditelné pred druhym rokem Zivota.
Na druhou stranu prvni naznak budoucich CSEs — mirna metafyzarni konvexita — mize byt
v nékterych ptipadech detekovana béhem prvniho roku Zivota (Giedion 1998 in Ludecke et
al. 2001). Tato charakteristicka kuzelovitd deformita na stfednich ¢lancich prstd je vysledkem
predcasného nepravidelného uzavirani rdstovych plotének, coZz nasledné vede krastové
retardaci a abnormalnim deformitam kosti ruky (spektrum mirné az tézké brachydaktylie
z dvodu zkraceni metakarpalnich kosti a ¢lank( prstt) (Giedion 1966 in Ludecke et al. 2001).
Jedinci s TRPS byvaji mensiho vzristu; rdstova retardace se u TRPS vyviji postnatalné a jedna
se o progresivni (tedy s vékem se zhorsujici) proces — to dokladd i skutecnost, ze porodni
délka novorozencli se pohybuje v mezich priméru (49-54 cm), a to i u jedincu, ktefi se
narodili postizenym rodi¢lim. Kostni vék vétSinou zaostava oproti chronologickému véku az
do obdobi puberty, poté typicky akceleruje (Ludecke et al. 2001). Zdlvodu markantni
akcelerace béhem puberty se zkracuje adolescentni vyskovy spurt, ¢imzZ se jesté prispiva k
findIni malé postavé (Naselli et al. 1998).

Nasledné ma kazdy typ jesté své dalsi, charakteristické fenotypové znaky; nutno
ovsem podotknout, Ze TRPS vykazuje Siroké klinické spektrum, co se tyce stupné rlstové
retardace, brachydaktylie a rozvinuti dalSich fenotypovych znak(. Fenotyp se lisi v zavislosti



na véku a pohlavi, a to u pacientl nepribuznych nesoucich identickou mutaci, u pacientd
ptibuznych, z jedné rodiny, (Ludecke et al. 2001) a dokonce i u monozygotnich dvojcat
(Naselli et al. 1998).

Dédi¢nost tohoto syndromu je autozomalné dominantni, ackoliv vice neZ polovina
popsanych pripadl ma sporadicky plvod (Ludecke et al. 2001). TRPS vykazuje velmi vysokou,
ne-li kompletni, penetranci (tj. typické fenotypové znaky se projevi u vsech jedinct
nesouciho mutaci vdaném genu). Zarovén vSak TRPS vykazuje i variabilni expresivitu (tj.
stupen projevu typického fenotypu je rdzny). Zda se, Ze gen TRPS1 je majoritnim (ne-li
jedinym) lokusem, jehoZ mutace dd vzniknout TRPS (Ludecke et al. 2001).

1.1.1 Historie

Typické znaky trichorhinofalangealniho syndromu popsal jiz roku 1966 Svycarsky
radiolog Andreas Giedion. Ten si jako prvni vSimnul spojitosti mezi pomalu rostoucimi
ridkymi vlasy (tricho-), abnormalnim tvarem nosu (-rhino-) a deformitami prstd (-phalangeal)
(Giedion 1966 in Tsang et al. 2014). O tomto syndromu se tedy zacalo hovofit jako o
Giedionovu syndromu (pozdéji jako o trichorhinofalangealnim syndromu I, TRPS I). O tfi roky
déle, tedy vroce 1969, popsal Andreas Giedion a nezavisle na ném i americky radiolog
Leonard O. Llanger IJr. pacienta, ktery vykazoval pravé tyto znaky, ale navic trpél
mnohocetnymi exostdézami. V roce 1974 zaved| Hall. et al. pro tento fenotyp nazev Langer-
GiedionlQv syndrom (LGS), Ci také TRPS Il (Hall et al. 1974 in Tsang et al. 2014). Sugio a Kajii
v roce 1984 a nasledné i Niikawa a Kamei v roce 1986 popsali pacienty s typickymi facialnimi
znaky TRPS, bez mentalni retardace, avsak stézkou brachydaktylii a rlistovou retardaci.
Zadny z téchto pacientd véak nemél mnohocetné exostézy. Fenotyp téchto pacient(l byl tedy
zdanlivé podobny typu TRPS I, byl vSak mnohem zavazinéjsi a navic byli pacienti vyrazné malé
postavy. Niikawa a Kamei pro fenotyp téchto pacientl navrhli oznaceni TRPS Il (Sugio-Kajii
syndrome) (Niikawa and Kamei 1986). Dnes se tedy trichorhinofalangelni syndrom rozlisuje
na tyto tfi podtypy, které maji nékteré znaky shodné a jiné naopak charakteristické pro ten
ktery podtyp.

Dlouho zlstavala molekularni podstata TRPS skryta. Teprve v roce 1995 se podafilo
identifikovani genu EXT1 z chromozomé oblasti 824, a to u pacientl s Langer-Giedionovym
syndromem (Ahn et al. 1995). Nasledné v roce 2000 odhalil Momeni et al. gen TRPS1 v téze
chromozomové oblasti a dokazal, Ze pravé tento gen je u pacientd s TRPS deletovan. Zarovén
bylo potvrzeno, Ze u pacientd s TRPS Il je vysledny fenotyp zplsoben deleci obou genu
zaroven, a tedy Ze TRPS |l predstavuje typicky syndrom prilehlych genli (Momeni et al. 2000).

1.1.2 Trichorhinofalangealni syndrom, typ |

Podtyp TRPS | predstavuje nejcastéjSi a zaroven nejmirnéjsi formu TRPS.
Charakteristickymi znaky jsou obecné znaky TRPS, tedy kratké, ridké, jemné, pomalu rostouci
vlasy, hruskovity tvar nosu, dlouhé philtrum, lateralné fidnouci oboci (Obr. 1), kuzelovité
tvarované epifyzy predevsim stfednich ¢lank( prstl rukou i nohou (Obr. 2), mirné zkracené
metakarpalni a metatarsalni kosti, brachydaktylie (prfevazné zpisobena brachymesofalangii),
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mirna postnatalni rdstova retardace a zpozdény kostni vék (Giedion 1998 in Ludecke et al.
2001). Méné casto je popisovano téz vyboceni prstl v proximalnich interfalangedlnich
kloubech (Corsini et al. 2014) a malé a nepravidelné tvarované femoralni epifyzy (Vaccaro et
al. 2005). Nékdy je u pacientll nalézana brachydaktylie pouze u palc na rukou a na nohou;
Ning et al. povaZuje pravé izolovanou brachydaktylii palcd u nohou jako specificky znak a
tedy potencialni moznost jak syndrom klinicky rozpoznat (Ning et al. 2001). Dale byly u
nékterych pacientll zjiStény problémy svyvinem druhé dentice a opoZidény zubni vék
(Machuca et al. 1997).

Obr. 1: Rodina s fenotypem TRPS | — typické znaky pozorujeme predevsim u probanda (oznacen
Sipkou): dlouhé ploché philtrum, hruskovity tvar nosu, velké odstavajici usi, fidké vlasy s vysokou
vlasovou hranici ve frontdlni oblasti. VétSina téchto znak( je pozorovatelnd i u jeho matky (vlevo) a
babicky z matciny strany (vpravo), coz demonstruje autozomalné dominantni dédi¢nost (Momeni et
al. 2000).

Obr. 2: Radiologicky snimek pravé ruky: kuZelovité tvarované epifyzy u stfednich ¢lankd prstd,
ulnarni vyboceni 4. a 5. prstu, zkraceni 4. metakarpu (brachymetacarpalia) (Vaccaro et al. 2005).



Pficinou TRPS | na molekularni Urovni je mikrodelece ¢i bodova mutace v genu TRPS1
(pokud je to bodova missense mutace, pak musi byt tato mimo GATA zf doménu — viz kap.
1.1.4) nachazejicim se na dlouhém raménku chromozomu 8 (Ludecke et al. 2001). Pacienti
s TRPS | majici mikrodeleci ¢i bodovou mutaci v genu TRPS1 vykazuji vétSinou normalni
inteligenci (Ludecke et al. 2001; Ludecke et al. 1999; Ning et al. 2001; Sasaki et al. 1997). Byly
vsak popsany dva pripady pacientl s mentalni retardaci, ktefi vSak méli rozsahlejsi,
cytogenetickym pruhovanim viditelnou, deleci v useku 8g24 (Yamamoto et al. 1988 in
Ludecke et al. 2001).

Giedion et al. (1973) plvodné navrhl autozomalné recesivni typ dédi¢nosti TRPS I,
nebot popsal dva sourozence s TRPS |, ktefi se narodili zdravym rodi¢iim. V roce 2014
publikovala skupina Corsini et al. (2014) pfipad chlapce vykazujiciho fenotyp TRPS |,
u kterého byla potvrzena heterozygotni mutace vtomto genu. Shodnou mutaci nalezli
i u jeho zdravé, fenotyp nevykazujici, matky, prekvapivé vsak ve formé 10% somatické
mozaiky (Corsini et al. 2014). Somatickd mutace v mozaice byla popsana i u mnoha jinych
autozomalné dominantnich ¢i X-vazanych chorob a mohla by vysvétlit opakovani choroby u
sourozencl narozenych zdravym rodi¢im (Erickson 2010 in Corsini et al. 2014). Podle Corsini
et al. je pravé germinalni mozaicismus tim nejpravdépodobnéjSim vysvétlenim pro
opakovani patologického fenotypu u sourozencl narozenych zdravym rodiclm a
autozomalné recesivni typ dédi¢nosti je tak nepravdépodobny. Tato data vedla Corsiniho et
al. knavrhu modifikace genetického poradenstvi pro TRPS |. Odhaduji 5-10% riziko
skupina predikovala na zakladé jiz znamého pozorovaného rizika opakovani u jinych
dominantné dédénych chorob s prokazatelnym germindlnim mozaicismem, jako je napf.
osteogenesis imperfecta ¢i neurofibromatosa typu 1 (Zlotogora 1998 in Corsini et al. 2014).
Corsini et al. se domnnivaji, Ze toto opakovani rizika by se mohlo dotykat asi poloviny
pacientl s TRPS I, u kterych se pavodné predpokladala mutace de novo (Corsini et al. 2014).

1.1.3 Trichorhinofalangealni syndrom, typ Il

TRPS I ¢i také Langer-Giediontv syndrom (LGS) je mikrodele¢ni syndrom postihujici
gen TRPS1 a spolecné s nim i distalnéji lokalizovany gen EXT1 (Exostosin 1); oba tyto geny
jsou od sebe vzdaleny vice nez 1 Mb (Ludecke et al. 1995). Jedna se tedy o typicky syndrom
prilehlych genl zpUsobeny heterozygotni intersticidlni deleci v oblasti 8g24.1 (tj. vysledny
fenotyp neni vysledkem pleiotropniho efektu mutaci v jediném genu) (Ludecke et al. 1995);
pficemz jako kritickd pro vznik typického fenotypu se jevi podoblast 8q24.11-g24.13
nazyvana téz ,Langer-Giedion syndrome chromosomal region” (LGCR) (Cook et al. 1993).
Delece postihuje minimalné viechny geny od TRPSI a# po EXT1' (Shanske et al. 2008), ale
muze byt i rozsahlejsi (Hou et al. 1995): proximalné mlzZe zasahovat aZ do oblasti 8922.2 a
distalné aZz do oblasti 8g24.2 (Hilton et al. 2001; Ludecke et al. 1999). U vétsi ¢asti pacientl

! VEichni pacienti s TRPS Il jsou tedy hemizygotni minimalné pro geny EIF3S3, c8orf53, RAD21, LOC441376,
SLC30A8 a THRAPG6, které lezi mezi TRPS1 a EXT1. Zatim vsak zadna lidska autozomalné dominantni choroba
nebyla asociovana s nékterym z téchto Sesti gent (Shanske et al. 2008).
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byva delece v této oblasti vizualizovatelna cytogenetickym pruhovanim (Ludecke et al. 1991;
Nardmann et al. 1997). Pokud je cytogenetickym pruhovdnim vidielna, pak variruje ve své
velikosti; od stéZi rozpoznatelnych asymetrii pruhl az po ztratu signifikantnich ¢asti
dlouhého raménka osmého chromozomu (Hou et al. 1995). Projevy této skeletalni dysplazie
v sobé spojuji znaky dvou rGznych autozomalné dominantnich syndromu; zahrnuji obecné
klinické symptomy TRPS, avSak navic jsou pfitomny jesté mnohocetné deédi¢né (chrupavcité
Ci kostni) exostézy typu | plynouci z mutace genu EXT1 (Hereditary multiple exostoses, HME;
OMIM 133700), a u vétsiny pacientl téZ mirna az stredni mentalni retardace (Hall et al. 1974
in Tsang et al. 2014). Exostdzy jsou benigni, zpocatku chrupavcité, vyrastky, které jsou
typicky pfitomny v epifyzarnich oblastech dlouhych kosti, a po uzavéru epifyzarnich
rastovych chrupavek postupné enchondralné osifikuji v kostni tkan (viz kap. 1.3). Exostozy
jsou velmi variabilni co do poctu i velikosti, jejich tvorba je zplsobena abnormalnim vyvojem
chrupavcité tkdné (Tsang et al. 2014). Je zndmo, Ze pacienti s TRPS Il jsou v priméru mensi
nez pacienti sTRPS | ¢i pouze sizolovanymi exostézami, pravdépodobné z divodu
kumulativniho efektu, nebot oba geny ovliviuji rist a vyvoj skeletu (Ludecke et al. 1991).

Zda se, Ze pacienti s mensi deleci vykazuji i mirnéjsi stupen mentalni retardace oproti
pacientim s rozsahlejsi deleci (Ludecke et al. 1991). U jednoho pacienta byla popsana
normalni inteligence a zjisténa pritomnost mikrodelece zasahujici pouze oblast od genu
TRPS1 po gen EXT1. To naznacuje, Ze mentdlni retardace je u TRPS Il zplisobena deleci gent
lezicich mimo oblast ohrani¢enou geny TRPS1 a EXT1 (Ludecke et al. 1991). Kandidatnim
genem puUsobujicim mentalni retardaci u TRPS Il by mohl byt proximalné se nachazejici gen
CSMD3, ktery je exprimovan ve fetalnim i adultnim mozku. Na zakladé publikovanych
vyzkumU o rozsahu deleci u pacient s TRPS |l se zda, Ze tento gen je neporusen u mentalné
normalnich pacient(, avSak deletovdn minimalné u ¢asti vSech pacientll s TRPS I
trpicich mentalni retardaci (Ludecke et al. 1991; Riedl et al. 2004). Je tedy pravdépodobné,
Ze haploinsuficience genu CSMD3 by mohla byt zodpovédna za mentalni retardaci u pacientt
s TRPS 1.

Nékdy jsou u pacientl s TRPS Il popisovany i dalsi abnormality, jako napf. koZni
defekty, laxity a hypermobilita kloubl, predispozice ke kostnim frakturam, mikrocefalie,
problém pfijmu potravy v détstvi, u novorozencl hypotonice, opozdény psychomotoricky
vyvoj s pozdnim nastupem feci apod. (Vaccaro et al. 2005). Pritomnost Ci absence téchto a
dalsich znak(i mohou byt spojeny s rozsahlejsi deleci (tedy s deleci zasahujici i mimo kriticky
LGCR vymezeny geny TRPS1-EXT1) u jednotlivych pacient(, tedy s rozsahlejSim poskozenim
okolnich gen( a s tim spojenou i vétsi varietou symptoma (Fantauzzo and Christiano 2012;
Hou et al. 1995; Pereza et al. 2012; Shanske et al. 2008). Déle byla popsana i vétsi ndchylnost
k urogenitalnim a respirac¢nim infekcim (Michalek et al. 2009). V jednotlivych pripadech byly
zaznamenany i dalSi abnormality, jako napf. ztrata sluchu (Vantrappen et al. 1997),
deficience ristového hormonu (Riedl et al. 2004), persistujici kloaka (Ramos et al. 1992),
rozstép patra (Morioka 1999) jako dalsi znaky LGS zavislé na velikosti delece. K dalSim
zaznamenanym fenotypovym projevim patfi pfipady trifalangealnich palct na rukou, které
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mohou byt spojeny i s polydaktylii, hypoplastickymi falangy a mentalni retardaci spojenou
s mikrocefalii (Tsang et al. 2014).

Bylo publikovano nékolik pfipadl, kdy mél pacient s LGS neporuseny gen TRPSI
(McBrien et al. 2008; Pereza et al. 2012). Prikladem budiz pfipad divky s typickym fenotypem
LGS, ktera méla intersticialni mikrodeleci o velikosti 7,5 Mb v chromozomové oblasti 8923.3-
024.13, pricemz delece zahrnovala pouze gen EXT1, nikoli gen TRPS1. Kromé typickych znak
LGS vykazovala predcéasny nastup puberty, coz zatim popsdno u LGS nebylo (Pereza et al.
2012). Ve srovnani s podobnymi publikovanymi pfipady se zda, Ze ¢im distalnéjilezi
proximalni bod zlomu od genu TRPS1, tim méné mad pacient typickych znakd LGS. To je
vysvétlovano domnénkou, Ze v tésné blizkosti genu mohou byt umistény regulacni sekvence,
jako napf. enhancery Ci represory, jejichz delece mlzZe porusit funkci genu a dat tak vznik
typickému fenotypu (McBrien et al. 2008). Alternativnim vysvétlenim je, Ze nové zformovana
chromozomalini nerovnovaha muizZe zpUsobit ,silencing efekt“genu TRPS1, nebot deleci se
tento gen dostane do neobvykle tésné blizkosti jiného genu (Pereza et al. 2012).

Dalsi, v literature dosud ojedinély, je pripad chlapce s mnohocetnymi exostézami,
mentalni retardaci, epilepsii, facialni hypertrichézou a nékolika fenotypovymi znaky
typickymi pro TRPS. VySetfeni u néj odhalilo de novo mikrodeleci vchromozomové oblasti
8q24, kterd vsak zahrnovala jen gen EXT1 a nékolik dalSich gen( lokalizovanych distalné od
néj, pficemz proximalné lezici gen TRPS1 nebyl postizen (Wuyts et al. 2002).

Zajimavym pfipadem byla téz divka smirnym TRPS II, ktera méla jednu
z nejrozsahlejsich deleci, které byly dosud u TRPS Il zaznamenany; tato delece o velikosti
19,79 Mb zahrnovala vice nezZ 50 gen(, véetné genl TRPS1 a EXT1. Delece byla mozaikovita,
somaticka (7% lymfocytl z periferni krve a 97% koznich fibroblastd) (Shanske et al. 2008).

Pfestoze TRPS se dédi autozomalné dominantné, u podtypu TRPS Il se vétSinou jedna
o sporadické pripady, tedy de novo deleci (Tsang et al. 2014).

1.1.4 Trichorhinofalangealni syndrom, typ Il

TRPS Ill se vyskytuje mnohem vzacnéji nez predchozi dva typy. Byl popsan jako
posledni z podtypUl, a to skupinou Sugio and Kajii (1984). Podtyp TRPS Il se liSi od TRPS Il
normalni inteligenci a nepritomnosti exostéz a od TRPS | extrémné malou postavou
(spadajici pod treti percentil) zdlvodu tézké ristové retardace, vyraznou brachydaktylii
zpusobenou zkracenim metakarpalnich kosti i viech ¢lankd prst, pficemz prsty byvaji navic
Casto vyboceny v proximalnich interfalangedlnich kloubech (Obr. 3) (Niikawa and Kamei
1986). Studie ukazuji, Ze TRPS Il je svou fenotypovou zavaznosti az na okraji spektra projevu
TRPS, tedy Ze pravdépodobné reprezentuje pouze extrémni klinické projevy TRPS I. Je to
dano tim, Ze TRPS Il je zplsoben specifickym typem mutaci v genu TRPS1; konkrétné se
jednd o missense mutace (tj. bodové) postihujici vyhradné exon 6, jehoZ prevaina cast
kdduje DNA-vazebny GATA motiv zinkového prstu (Ludecke et al. 2001). Takto specificky
mutovany protein TRPS1 ma pravdépodobné snizenou afinitu k DNA zplsobenou
pozménénou strukturou tohoto zinkového prstu, ¢imZz dochazi k manifestaci fenotypu TRPS
lll; predpoklada se totiz uplatnéni dominantné negativniho efektu, kdy dochazi ke kompetici

12



s ,wild-type” proteinem TRPS1 vznikajiciho z druhé, zdravé (tedy nemutované) alely, o dalsi
komponenty v multimernich transkripcnich proteinovych komplexech, zatimco pro zbyvajici
typy mutaci (typickych pro podtypy TRPS | a TRPS Il) se predpoklada efekt haploinsuficience
(Ludecke et al. 2001). Tento nazor postupné posiluji i dalsi studie, kdy u pacientl s typickym
fenotypem TRPS Il je nalézana missense mutace v exonu 6 genu TRPS1 (Hilton et al. 2002;
Kobayashi et al. 2002). V roce 2004 byly publikovany prvni dvé missense mutace v exonu 6,
jejichz vysledkem byl mirnéjsi fenotypovy projev odpovidajici TRPS I. Tyto mutace vSak byly
lokalizovany mimo GATA-vazebny motiv zinkového prstu, zabrafovaly transportu proteinu
TRPS1 do jadra, tudiz redukovaly jadernou koncentraci tohoto proteinu a vedly tedy
k fenotypu TRPS I. Tyto poznatky jsou v souladu s modelem haploinsufucience uzZivaného
vysvétleni vzniku typu TRPS | (Kaiser et al. 2004).

Obr. 3: Vzhled pacientky s TRPS Il - jemné ridké vlasy, hruskovity tvar nosu, dlouhé ploché philtrum,
uzky horni ret, velké lateralné odstavajici usni boltce. Na spodnim obrdzku vzhled rukou: tézké
zkraceni metakarpalnich kosti i vSech ¢lankd prstl (brachydaktylie), napadné vyboceni prstl
v proximalnich interfalangealnich kloubech. U této pacientky byla prokdzana missense mutace (G—>A)
v nukleotidu 2723. Tato heterozygotni mutace vedla k substituci argininu na glutamin na pozici 908.
Misto mutace je lokalizovdano na vrcholu GATA DNA-vazebného motivu zinkového prstu. Takto
mutovany protein mlze dosahnout jadra, nebot neni poskozen jeho NLS, jeho afinita k DNA vSak
mUze byt nizsi, popf. mlZe mutovany protein inhibovat vazbu normalniho (,,wild-type“) proteinu
TRPS1 a projevovat tim dominantné negativni efekt. Stejnou mutaci prokazali u sestry této pacientky.
Tato mutace nebyla nalezena u Zadné ze 100 zdravych kontrol, coZ dokazuje, Ze dana substituce neni
SNP (single nucleotide polymorphism). Navic konverze G->A nukleotidu 2723 diagnostikovana u této
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Zeny byla nalezena téz u dalSich dvou pacient( s fenotypem TRPS lll, a sice chlapce z Nizozemska a u
divky z Némecka (Ludecke et al. 2001). Tento nukleotid byl postizen i u rodiny popsané skupinou
Nagai et al 1994. Zda se tedy Ze, nukleotid na pozici 2723 je horkym mutacnim mistem (,mutation
hot spot”) pro TRPS Il (Kobayashi et al. 2002).

1.1.5 Porovnani podtypu TRPS

Urcit spravny typ TRPS nebyva vidy jednoduché. Nékteré znaky nemusi byt tak dobre
zfetelné a vyvinuté, naopak jiné znaky, netypické pro dany syndrom, mohou byt pfitomné.
TRPS vykazuje vysokou fenotypovou variabilitu, navic pfi rozsahlejSich delecich
chromozomové oblasti 8q24 typické pro TRPS Il je klinickd variabilita zavisla na ztraté dalsich
genl v postizené oblasti (Ludecke et al. 1995). Vzajemné porovnani podtypld TRPS a
vyzdviZeni typickych fenotypovych klinickych znakd je shrnuto v tabulce 1 (Michalek et al.
2009).

Tab. 1: Klinické znaky asociované s rliznymi podtypy TRPS syndromu. Vysvétlivky: +, znak typicky
pfitomen; -, znak typicky nepfitomen. Pfevzato a upraveno dle Michalek et al. 2009.

Klinické znaky TRPS | TRPS Il TRPS I
Kraniofacidlni abnormality

fidké vlasy

velké, laterarné odstavajici usi

hruskovity nos

prominujici prodlouzené philtrum

tenky horni ret

+ |+ |+ |+ |+ |+

mandibularni micrognathia

microcephalie -

vysoce klenuté patro

I o I N I P [ o

dentalni abnormality

Ortopedicka manifestace

clino-brachydaktylie

kuZelovité epifyzy (ruce)

kridlovita lopatka

+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+

mald postava

mnohocetné exostdzy -

+ |+ |+ |+ |+ |+

laxity ¢i hypermobility kloubl +

Mentalni status

+
1

mentalni retardace -

opozdény nastup redi - + -

psychomotoricka labilita - + -
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1.1.6 Diagnostika TRPS

Diagndza TRPS je zaloZzena prevazné na pritomnosti klinickych a radiologickych znaka.
PFi diagnostikovani trichorhinofalangedlniho syndromu se musime v prvni fadé zaméfit na
typické klinické facidlni znaky spojené stimto syndromem. Tyto znaky, jakymi jsou napf.
fidké vlasy, dlouhé a ploché philtrum, odstavajici usi, jsou u viech pacient(i s TRPS velice
podobné, zatimco radiologicky patrné skeletalni abnormality, jako napt. kuzelovité epifyzy
(CSEs) ¢i kycelni zmény jsou naopak velmi variabilni, a to dokonce i mezi ¢leny jedné rodiny a
dokonce i mezi monozygotnimi dvojcaty (Naselli et al. 1998).

U podtypu TRPS Il je pak dllezité zdokumentovat pfFitomnost exostdz, popf.
pritomnost mentalni retardace (Hilton et al. 2001). Ke spravnému odliSeni podtyp TRPS | a
TRPS Ill Ize pouzit metakarpofalangealni analyzu (metacarpophalangeal pattern profile,
MCPP), kterou k rozliseni téchto dvou podtypl pouZil jiz Kajii et al v roce 1994 (Kajii et al.
1994). Analyza MCPP je grafickd metoda uzivana k zobrazeni délky tubularnich kosti ruky ve
vztahu k sobé navzdjem. Tato metoda je pouzivana jako pomlcka pro potvrzeni diagndzy
mnoha vrozenych malformaci a kostnich dysplazii, véetné TRPS (Poznanski and Gartman
1997 in Ludecke et al. 2001). Metoda spociva ve zméreni délky vSech 19 tubuldrnich kosti
ruky z originalnich radiografickych snimk( pacientll. Nasledné se musi spocitat odchylka
(,deviation” neboli z-skére) kazdé kosti od priiméru pro odpovidajici vék, pohlavi i narodni
prislusnost (Poznanski and Gartman 1997 in Ludecke et al. 2001). Odchylky jsou nasledné
vyjadreny jako nasobky SDS (standard deviation score). V nékterych pfipadech vsak mize byt
velmi obtizné délku zméfit, nebot metakarpy mohou byt vyboulené a interfalangeaini klouby
mohou byt vychyleny ze své osy, coZ vede kdistorzi a zkresleni kosti na rentgenovém

vevys

vive

metakarpl. Analyza MCPP je vSak pouze pomocna, rozhodné se nejedna o jediny a vyhradni
nastroj pro diagnostiku TRPS Il (Ludecke et al. 2001); na zakladé pouze této metody nelze
diagnostikovat TRPS Il (Kajii et al. 1994). Tak jako rozdil mezi primérnou vyskou pacient(
s TRPS | a TRPS lll, tak i rozdil v jejich metakarpofalangealnim profilu dokazuje, Ze pacienti
s missense mutaci maji sklon byt zavaZnéji postiZzeni oproti pacientdm s jinym typem mutace
(Ludecke et al. 2001). Analyza MCPP dokazuje, Ze rlstova retardace kosti ruky (stejné tak
jako vyska celé postavy) je progesivni proces.

Po zhodnoceni vsech vySe popsanych znakl a po vysloveni podezieni na TRPS by
méla byt tato domnénka potvrzena genetickou analyzou. Potvrzeni genetickou analyzou je
uzite¢né hlavné u pripadl nevykazujicich klasickou klinickou prezentaci syndromu. Geneticka
analyza by vsak neméla byt pokladana za diagnosticky ,zlaty standard”, nebot pricinou TRPS
I a TRPS Ill jsou mikrodelece, které metody klasické genetické diagnostiky nezachyti a
chromozomy se tak zdaji byt cytogeneticky v poradku. Podtyp TRPS Il je sice charakteristicky
vetsi deleci, nicméné jsou publikovany ptipady, kdy byl nalezen zdanlivé normalni karyotyp
(Ludecke et al. 1991; Turleau et al. 1982 in Tsang et al. 2014), coZ je zpUsobeno rozdilné
velkou Skdlou chromozomovych deleci v kritické oblasti u rGznych pacient; v nékterych
ptipadech je delece rozsahlejsi a tedy zachytitelna, jindy zas muZe byt nepatrnd a
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dostupnymi (cyto)genetickymi technikami neviditelnd (Turleau et al. 1982 in Tsang et al.
2014). Z tohoto dlivodu se jako vhodnéjsi jevi metody molekularné genetické (napf. MLPA ¢i
ptimé sekvenovani genu), které odhali i jednobodové mutace typické pro TRPS III.

Diagnostikovani TRPS (predevsim typu |) mUzZe byt nékdy pouhou nahodou. Vzhledem
ktomu, Ze TRPS ma Siroké klinické spektrum symptom, které vsak vzasadé predstavuji
spiSe kosmetické problémy, nevyhledaji néktefi pacienti |ékafskou pomoc. Prikladem budiz
pfipad rodiny, kdy byla Iékafska pomoc vyhledana az ve treti generaci. To naznacuje
skuteCnost, Ze prevalence TRPS je stale podhodnocena a méla by mu byt vénovdna
pozornost klinikd (Sendi-Naderi et al. 2010). Je vSak pravda, Ze pacienti vykazuji i skeletalni
abnormality, jako napf. kuZelovité epifyzy stfednich ¢i proximalnich falangt, brachydaktylii Ci
malformace kycle. Tyto znaky vSak nemusi byt typicky vyvinuté a jsou ¢asto odhaleny, jen
pokud jsou cilené vyhledavany (Giedion et al. 1973 in Malik et al. 2002). Podtypy II, resp. IlI,
vétSinou byvaji diagnostikovany z dlivodu pfitomnosti mnohocetnych bolestivych exostdz
tlacicich na pfilehlé nervy a cévy, resp. tézké brachydaktylie a vyrazné malé postavy
z dlvodu obecného a progresivniho zkracovani vsech falangli, metakarpl a nékterych
dlouhych kosti (Kajii et al. 1994).

1.2 Gen TRPS1

Samotny gen TRPS1 identifikoval a poprvé popsal v roce 2000 Momeni et al. V tomto
samém roce vsak skupina Chang et al. (2000) popsala gen GC79 kddujici unikatni multi-type
zinc-finger protein asociovany s apoptézou v rakovinnych bunkach prostaty (Chang et al.
2000). Kratce na to se ukdzalo, Ze je jednd o tentyz gen, jaky popsala skupina Momeni et al.
(Chang et al. 2002). Déle je uZivano pouze ndzvu TRPS1, avsak v internetovych genovych
databazich se Ize setkat i s alternativnim ndzvem GC79.

Gen TRPS1 kéduje protein — jaderny transkripcni faktor (transcription factor, TF)
TRPS1 — skladajici se z 1281 aminokyselin. Ve strukture tohoto proteinu se objevuje
neobvykld kombinace rozdilnych typd motivd zinkovych prstd (zinc-finger motifs, zf) véetné
DNA vazebného motivu typu GATA a zinkovych prstd podobnych tém z rodiny IKAROS. Jedna
se o jediny zndamy transkrip¢ni faktor, ktery ve své strukture spojuje devét moznych motiv(
zinkovych prstl ¢tyr rozdilnych typt (Momeni et al. 2000).

1.2.1 Lokalizace

Gen TRPS1 byl zamapovan na dlouhé raménko lidského chromozomu 8, konkrétné do
oblasti 8g24.1 (Obr. 4) (Momeni et al. 2000).

Tento gen je tedy lokalizovan proximalné od tumor-supresorového genu EXT1 (viz
kap. 1.5). Jak jiz ale bylo zminéno vysSe, byl tento gen objeven takirka zaroven i skupinou
Chang et al., ktera jej pojmenovala GC79, ale zamapovala ho do chromozomové oblasti 8q23
(Chang et al. 2002). V literature se lze tedy setkat i s timto mistem lokalizace, popf. se uvadi
region 8q23-g24.
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Obr: 4: Lokalizace genu TRPS1 vramci chormozomu 8 (prevzato z Genetics Home Reference,
dostupné online na http://ghr.nlm.nih.gov/gene/TRPS1).

1.2.2 Struktura

Gen TRPS1 se sklada ze sedmi exonU (Obr. 5), zahrnuje 260 500 bp genomické DNA
(Momeni et al. 2000).
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Obr. 5: Struktura genomické DNA a cDNA genu TRPS1. Genomickad struktura genu TRPS1 zndzoriuje
sedm exonU a vybrany DNA marker D8598 zamapovany do intronu 5. U struktury cDNA reprezentuji
oteviené boxy exony, ddle jsou ddny iniciacni aterminacéni kodony, tfi polyadenylacni signaly a
poly(dA)-stretch ve 3" UTR; tel, telomera; cen, centromera. Pfevzato z Momeni et al. 2000.

1.2.3 Exprese

Gen je transkribovan ve sméru od telomery k centromere. Kompletni sekvence genu
¢ita 10 011 bp (Momeni et al. 2000), avsak jeho otevieny Cteci ramec (,,open fading frame”,
ORF) ma velikost 3885 bp (dle NCBI). Prvni exon na 5” konci je nekddujici a predstavuje tak 5°
UTR. Kdduijici region je tedy tvoren exony 2-7, avsak néktefi autofi hovofi o moznosti, ze
druhy exon (158 bp) muze byt predmétem alternativniho sestfihu a v nékterych pripadech
muzZe chybét. V takovém pripadé by kédujici Usek zacinal na tretim nukleotidu tretiho exonu
(Ludecke et al. 2001; Momeni et al. 2000).

Velka, 5530 bp dlouhd, 3’-UTR nepiekladand oblast exonu 7 obsahuje 16 kopii motivu
AUUUA. Je znamo, Ze tento motiv je rozpozndvacim signdlem pro degradaci mRNA
prostfednictvim endonukledzové aktivity proteozomadlniho komplexu (Jarrousse et al. 1999
in Momeni et al. 2000), coZ poukazuje na moznost regulovdni mnoZstvi proteinu TRPS1
pomoci jeho celuldrnich koncentraci mRNA.
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Gen TRPS1 je exprimovan ve vice nez 50 rlznych adultnich i fetalnich tkanich (Chang
et al. 2002; Kunath et al. 2002; Malik et al. 2001; Momeni et al. 2000). Na mysSim modelu
bylo prokazano, Ze gen Trpsl vykazuje v pocatcich (okolo 11. dne) embryonalniho vyvoje
komplexni, dynamické expresni vzorce predevSim v oblasti obliceje, vyvijejicich se
koncetinovych pupent, vlasovych folikulll a centradlnim nervovém systému (hlavné oblasti
stredniho mozku a koncového mozku) (Fantauzzo et al. 2008a). V pribéhu pokracujiciho
embryondlniho vyvoje (okolo 14. dne) mysi se pak exprese vice soustfeduje smérem
k distdlnimu konci faryngedlnich obloukd a distalni oblasti obliceje. Podkozni oblast ¢enichu,
oblast maxilly a mandibuly vykazuji velmi silnou expresi genu Trps1, zatimco epidermis je
z exprese tohoto genu vyloucena. V pocatcich je gen exprimovan v celé vznikajici konceting,
pozdéji se exprese soustreduji nejprve do formujicich se chrupavek (predevsim chondrocyt(;
od kloubu smérem k hypertrofickym chondrocytlim se gradient exprese snizuje) a posléze do
kloubl prednich i zadnich koncetin (zapésti, loket, rameno, kotnik, kycel) (Fantauzzo et al.
2008a). Obecné byla exprese detekovdna v okoli vétSiny vyvijejicich se chrupavek, véetné
kosti oblieje, kosti vnitfniho ucha, Zeber, obratll (i intervertebralnich disk() a dlouhych
kosti (Kunath et al. 2002). Exprese tohoto genu byla nalezena téz v pokoZce obklopuijici
vyvijejici se oci, a to hlavné v mistech budouciho formovani oboc¢i (Fantauzzo et al. 2008a).
Malik et al. (2001) nalezli expresi TRPS1 také ve ¢lancich prstli a ve femoralni hlavicce
vyvijejici se ky¢le. Odhalena mista exprese jsou tedy ve shodé a dobre koreluji s klinickymi
nalezy u pacientll s TRPS, tj. exprese tohoto genu je vysoka specialné v téch strukturach, kde
pacienti s TRPS vyvinou patologii, coz by mohlo znamenat, Ze pozorované defekty u pacientt
plynou z vyvojovych chyb, které se déji selektivné na téchto mistech (Malik et al. 2001).
Skupina Malik et al. detekovala nejvyssi expresi genu pfiblizné 13. den embryonalniho vyvoje
mysSi, poté zacala exprese dramaticky klesat. To by mohlo navic znacit, Zze podstatné
fenotypové znaky TRPS vyplyvaji z defektl, které se uskutecnuji béhem formativnich fazi
fetalniho vyvoje, a to ve tkanich s vysokou expresi genu TRPS1 (Malik et al. 2001).

Vysoka exprese genu TRPS1 byla nalezena i v dalSich adultnich tkanich — v prostaté, v
intersticidlnich burikach varlat, ve stroma ledvin, v prsnich Zlazach, v brdnici, ve vajecniku, ve
vyvijejicich se svalech v€etnhé jazyka, v mezenchymu vyvijejicich se plic - avSak nikoliv v
plicnim epitelu. Podobné byla detekovdna exprese i v mezenchymu stfeva, avSak ne
v endodermu (Malik et al. 2001). Nizsi stupné exprese byly zaznamenany v adultnich tkanich
jater, srdce, délohy a mozku. Oproti tomu vsak, ve fetalnich tkanich ledvin, plic, jater, srdci a
mozku byla detekovdana mnohem nizSi exprese genu TRPS1 ve srovnani sexpresi
v odpovidajicich adultnich tkanich. To by mohlo naznacdovat, Ze béhem dospivani mize byt
gen TRPS1 zahrnut v rlstové supresi téchto nékolika vyvijejich se tkani (Chang et al. 2002).
Navic jsou tyto poznatky zajimavé z toho dlvodu, Ze v téchto organech nejsou popisovany
zadné fenotypové zmény, prestoze k expresi dochazi u plodu i u dospélych jedinci. To mize
odrazet bud neesencidlni roli v téchto mistech ¢i klinicky ,tichou” manifestaci abnormalniho
vyvoje a funkce (Malik et al. 2001).

Analyza exprese genu Trpsl u mysi béhem postnatalniho kolobéhu (,cycling”,
cyklovani) vlasovych folikulll a postnatalni morfogeneze vlasovych folikull odhalila, Ze
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protein je lokalizovan do jader bunék dermalni papily a vysoce proliferacnich epitelidlnich
bunék vlasovych folikull (Fantauzzo et al. 2008a). V této dermalni papile je gen postnatalné
exprimovan a exprimovan je rovnéz v mezenchymalnich burnkach obklopujicich vlasovy
folikul. Dale bylo také zjisténo, Zze béhem casného vyvoje kize, je exprese genu Trpsl velmi
dynamicka, nebot klesd v epidermis, zatimco zaroven stoupa v dermis (Fantauzzo et al.
2008a). Tedy Trps1 je silné exprimovan ve vyvijejicicm se vlasovém folikulu, s nejvyssi expresi
v mezenchymalnim kompartmentu (dermalni papila) a dodatkovou expresi v epitelidlnim
kompartmentu (matrix, cortex) (Fantauzzo et al. 2008a). Tato exprese mUze byt esencialni
nejen pro vlastni vyvoj vlasu v pozdnich stadiich, ale je téZ vyZzadovana nezdvisle k indukovani
formovani vlatniho vlasu (Malik et al. 2002).

Gen TRPS1 je tedy exprimovan v dermalni papile a v mezenchymalnich burkach
obklopujicich vlasovy vacek, v pfipadé mutace genu TRPS1 je jeho exprese markantné
redukovdna v epidermis a ve vlasovych folikulech ve srovnani se zdravymi jedinci (Ito et al.
2013).

1.2.4 Mutace

Je zndmo na desitky mutaci postihujicich gen TRPS1 (Chen et al. 2011; Ludecke et al.
2001; Momeni et al. 2000; Nan et al. 2013).

Podtyp TRPS | je zplUsoben deleci ¢i jinou mutaci v genu TRPS1 (pokud je to bodova
missense mutace, pak musi byt tato mimo GATA zf doménu), zatimco podtyp TRPS Il je
zpUsoben vyhradné missense mutaci v GATA DNA-vazebném motivu zinkového prstu exonu
6 genu TRPS1 (Ludecke et al. 2001). Missense mutace je stav, kdy je jedna kddovana
aminokyselina zaménéna (substituovdna) za jinou. Manifestace zdvazného fenotypu TRPS IlI
nastava i tehdy, je-li aminokyselina zaménéna za jinou aminokyselinu s podobnymi
vlastnostmi, nebot dand zména se tyka exonu 6, coZ je kritickd a konzervovanda oblast
proteinu (Hilton et al. 2002). V roce 2004 byly publikovany prvni dvé missense mutace
v exonu 6, které vedly k fenotypu TRPS I. Tyto mutace sice byly lokalizované do exonu 6,
avsak mimo GATA zf doménu. Zabranovaly tak transportu proteinu do jadra, a tudiz
redukovaly jadernou koncentraci tohoto proteinu (Kaiser et al. 2004).

Gen TRPS1 postihuji predevsim delece, které mohou byt rlzné velké; zaznamenany
byly delece o velikosti jednoho, dvou ¢i nékolika malo parl bazi, které ménily ¢teci ramec
(jednalo se tedy o tzv. ,frameshift” mutace), ¢imzZ vznikaly pfedcasné terminacni kodony a
tim zkracené, nefunkéni proteiny postradajici dlilezité domény (Nan et al. 2013), ale téz
delece zahrnujici podstatnou ¢ast dlouhého raménka chromozomu 8 (Hilton et al. 2002).
Dale jsou Casto popisonany i pfipady bodovych jednonukleotidovych nonsense ¢i missense
mutaci (lIto et al. 2013), sestfihovych mutaci (Ludecke et al. 2001), paracentrickych inverzi
zahrnujicich pruh 8g24.11 (Sasaki et al. 1997), inzerci (Vaccaro et al. 2005) ¢i slozitéjsich
prestaveb — napf. balancovanych translokaci (Hou et al. 1995; Nardmann et al. 1997).
Publikovan byl i pfipad divky s parcidlni trisomii distalni c¢asti dlouhého raménka
chromozomu 8 zdédénou od své matky, kterda vsak prekvapivé méla mozaikovitou
8023.3->g24.13 deleci. Obé vykazovaly mirny fenotyp TRPS |, pfestoZe kazda nesla jiny
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karyotyp. Jednalo se o prvni pripad parcidlni trisomie distalni ¢asti 8q zdédéné od rodice
s intersticidlni deleci ¢asti 8q a fenotypem TRPS | (Naritomi and Hirayama 1989).

Dle literatury je pfiblizné polovina pfipadl pacientl s TRPS | nositeli mutace zdédéné
novo (Chen et al. 2011; Corsini et al. 2014; Hilton et al. 2002; Ludecke et al. 2001).

V roce 2001 byla publikovana studie genotypo-fenotypovych korelaci TRPS, ve které u
50 z celkovych 57 nepfibuznych jedincl (88%) s fenotypem TRPS zachytili mutaci v genu
TRPS1, kterd primo zplsobovala jejich TRPS | ¢i TRPS IIl syndrom (Ludecke et al. 2001). Takto
vysoké procento detekovanych mutaci (88 %) naznacuje, Ze TRPS1 je hlavnim, ne-li jedinym,
genem, jehoZ mutace da vzniknout syndromUtm TRPS | a TRPS Ill. Z téchto 50 mutaci se u 30
z nich jednalo o sporadické pripady a u zbylych 20 se jednalo o familiarni pfipady. U
sporadickych pfipadd byli vySetfeni i ,zdanlivé” zdravi rodice i jejich pfibuzni — u nich vsak
zadnda mutace nebyla nalezena. To poukazuje na kompletni penetranci mutaci v genu TRPS1.
Nalezené mutace byly rovhomérné rozloZzeny v genu TRPS1; jednalo se o devét ,out of
frame” deleci (1-14 bp), sedm ,out of frame” inzerci (1-4 bp) — tyto mutace byly v drtivé
vétsiné tzv. ,mutace se ztratou funkce”, nebot syntetizované proteiny mély poskozeny (i
chybéjici minimalné jeden jaderny lokalizacni signal (NLS), a proto nemély predpoklady k
dosazeni jadra. Navic tyto mutantni proteiny postradaly C-terminalni IKAROS-like zinc-finger
motiv (,double zinc-finger motif of IKAROS”), ktery je pokladdan za nezbytny pro protein-
proteinové interakce a zprostredkovavani formaci homo- nebo heterodimer( (Sun et al.
1996 in Ludecke et al. 2001). Dale bylo nalezeno i 19 jednonukleotidovych substituci, z nichz
devét bylo transverzi a 10 tranzici. 13 z téchto jednonukleotidovych substituci vytvarelo
predcasny terminacni kodon, coz vedlo ke vzniku zkraceného transkriptu. Pfedpoklada se, ze
vznikajici zkracené mRNA z dlivodu mutace jsou rychle degradovany v draze nesmysinych
MRNA (,nonsense-mediated mRNA decay”). Pét bazovych substituci zplsobovalo missense
mutaci a jedna jednonukleotidova substituce postihla sestfihové misto intronu 6 (sestfihova
mutace), coZ vedlo k preskoceni exonu 6. VSechny missense mutace byly nalezeny v exonu 6,
ktery kdéduje predpoklddanou GATA DNA-vazebnou doménu zinkového prstu. U jednoho
pacienta z této studie byla dokonce nalezena jen mutantni (a nikoliv i normalni) alela genu
TRPS1, tento pacient byl tedy homozygotni, nesouci dvé shodné mutované alely genu TRPS1,
coz je velmi neobvykly nalez u dominantné dédénych chorob. Zaroven toto zjiSténi doklada,
Ze v pripadé mutaci TRPS1 je i homozygotni stav slucitelny se Zivotem (Ludecke et al. 2001).

V bfeznu roku 2015 publikovali Maas et al. (2015) studii genotypo-fenotypovych
korelaci, ktera svym rozsahem predcila do té doby nejrozsahlejSi vySe zminénou studii
skupiny Ludecke et al. zroku 2001. Tato studie Citajici 103 pacientl s fenotypem TRPS se
vsak od té z roku 2001 lisila, nebot pracovala se souborem pacientd, ktefi méli vSichni jiz
drive cytogeneticky ¢i molekularné diagnostikovanou mutaci v genu TRPS1. Potvrdila se
pritom drivejsi tvrzeni — TRPS je klinicky velmi variabilni, jedinci s missense mutaci v exonu 6
genu TRPS1 predstavuji extrémni klinické spektrum TRPS (tedy TRPS lll) a jedinci s rozsahlejsi
deleci v chromozomalni oblasti 8q24 (tedy TRPS II) vykazuji ¢asto mirnou mentdini retardaci.
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Jinak vSak nebyly nalezeny Zadné fenotypové korelace v zavislosti na typu mutace (Maas et
al. 2015).

Zkracené proteiny postradajici C-terminalni IKAROS-like doménu nemaji schopnost se
pres tuto doménu vazat s ostatnimi proteiny. Predpoklada se, Ze proteiny s missense mutaci
jsou schopné dosahnout jadra a formovat dimery ¢i multimery skrze své IKAROS-like zf
domény. Tyto mutantni proteiny ale maji pravdépodobné sniZzenou afinitu k DNA, z dGvodu
modifikované konformace. Vyjimkou jsou missense mutace v GATA doméné, ty zpUsobuji
neschopnost proteinu vazat se na sekvence DNA a ovliviiovat tak transkripci; tyto mutantni
proteiny jsou tedy transkripéné neaktivni (Momeni et al. 2000).

Skupina Nardmann et al. (1997) se zabyvala parentalnim plvodem de novo
mutovaného (resp. deletovaného) genu. U dvou tretin pacientll nalezli deleci na paternalné
zdédéném chromozomu, u jedné tretiny deleci na materndlné zdédéném chromozomu. Zda
se tedy, Ze u TRPS mirné prevazuje vznik delece na paternalné zdédéné alele. Pfevaha
paterndlné odvozené de novo delece byla nalezena i u jinych mikrodele¢nich syndromd,
napf. Miller-Dieker syndromu (Schwartz et al. 1988 in Nardmann et al. 1997) ¢i Wolf-
Hirschhorn syndromu (Johnson et al. 1994 in Nardmann et al. 1997). VSeobecné se
predpokladd, Ze paterndini predispozice reflektuje vétsi pocet bunécénych déleni muzskych
zarodeCnych kmenovych bunék, které vykazuji celozZivotni mitotickou proliferaci, zatimco
oocyty jsou ustrnulé v diktyotenim stadiu prvniho meoitického déleni (Chandley 1991 in
Nardmann et al. 1997). AvSak na druhou stranu existuji i syndromy, jejichz pficinou je delece
na maternalné zdédéném chromozomu, tedy delece vznikla béhem oogeneze (Grimm et al.
1994 in Nardmann et al. 1997). KaZzdopadné pozorované maternalni i paterndlni delece a
pfenosy u mnoha rodin vylucuji roli genového imprintingu u této choroby (Nardmann et al.
1997).

Zda se, Zze gen TRPS1 je normalné exprimovan ze dvou alel, tedy bialelicky, ptricemz
vSechny heterozygotni mutace vedou ke ztraté jedné funkcni kopie genu TRPS1, coZ vede
k fenoménu zvanému haploinsuficience. Nasledkem toho pravdépodobné dochazi k vyrazné
redukci koncentrace proteinu TRPS1 oproti puvodnimu, nemutovanému stavu, a to asi na
polovinu. U vSech doposud publikovanych pfipadd (kromé jednoho) se u pacientl jednalo o
jednu mutovanou alelu (tedy monoalelickou mutaci), zatimco druhd alela byla pUvodni,
zdrava, tzv. ,wild-type“. Proto bylo navrieno Ze TRPS vznikd v dlsledku genové
haploinsuficience a Ze se tedy jedna o haploinsuficien¢ni syndrom (Ludecke et al. 2001;
Momeni et al. 2000). Avsak vyzkum Malika et al (2001) predstavil i alternativni hypotézu, a
sice Ze zkracené proteiny z didvodu mutace postradajici GATA- a/nebo IKAROS-type zf
doménu funguji jako dominantni antagonisté ¢i inhibitory ,wild-type“ proteinu, coz je
pri¢ina, pro¢ se TRPS dédi autozomalné dominantné (Malik et al. 2001). PrestoZze na
heterozygotnim mutantnim mySim modelu nelze rozlisit prikazné mezi témito dvéma
molekuldrnimi mechanismy, priklani se dnes vétsina védcl k myslence, Ze podtypy TRPS | a
TRPS 1l jsou zpUsobeny haploinsuficienci genu TRPS1 (a tedy snizenim koncentrace proteinu)
z dlvodu delece, nonsense mutace ¢i sestfihové mutace, zatimco typ TRPS Il (ktery je
zpUsoben missense mutaci v GATA doméné zinkového prstu kddované exonem 6) je
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vrve

zbyvajicim ,wild-type” TRPS1 proteinlim ve své funkci, ¢imZ v podstaté dochdzi k redukci
aktivity téchto zbyvajich ,wild-type” proteinl (Kaiser et al. 2004). Teoreticky mlzZe byt za
(Hilton et al. 2002).

Bylo publikovano nékolik pripad( aberaci vchromozomové oblasti 8g23.3-8g24.1,
které nezasahovaly gen TRPS1, a presto doslo k manifestaci TRPS (tzv. ,TRPS I-like
phenotype”). Napfiklad pfipad reciproké balancované translokace mezi chromozomy 2 a 8,
kdy bod zlomu na chormozomu 8 lezel pfiblizné 325 kb pfed promotorem genu TRPSI1.
V této oblasti byly navic detekovany i adice a delece nukleotid(, cozZ indikuje, Ze translokace
byla pravdépodobné zprostfedkovana mechanismem NHEJ (,Non-Homologous End
Joining”). Predpokladd se tedy, Ze zplsobeny fenotyp probanda by mohl byt zplsoben
deregulovanou expresi genu TRPS1 a naruSenim genomické architektury cis regulacnich
elementd ,5-downstream” od oblasti genu TRPS1, tedy prestavbami a zménami pozic
regulacnich elementd ve vztahu kjejich plvodnim cilim (Crippa et al. 2014). Druhym
chormozomy 8 a 13, kdy bod zlomu lezel 87 kb od 5" konce TRPS1, a tedy samotny gen
TRPS1 nebyl poskozen. K manifestaci fenotypu vsak presto doslo, a to pravdépodobné proto,
Zze vysledkem translokace bylo umisténi evoluc¢né konzervovaného nekddujiciho VISTA
enhancer elementu z oblasti 13g21.31 za 5" konec TRPS1. Novy enhancer mél za nasledek
zvysSenou expresi genu TRPS1 (,,over-exprese”). Z diivodu absence mikrohomologie na trovni
nukleotidové sekvence se pravdépodobné opét jednalo o opraveni translokacnich zloma
chromozom prostfednictvim molekularniho mechanismu NHEJ (David et al. 2013).

1.2.5 Role genu TRPS1 u jinych syndromt a chorob

Patologicka funkce genu TRPS1 by vSak mohla hrat roli i u jinych syndromU nez jen
TRPS. Fantauzzo et al. (2008) zjistili, Ze snizena exprese (,,underexpression®) genu TRPS1 je
pravdépodobné zodpovédna za fenotyp Ambrasova syndromu (Ambras syndrome - AS;
OMIM #145701). AS je raritni forma vrozené hypertrichdzy, kdy je télo (v€etné ramen, usi,
obliceje, cela Ci ocnich vicek) pokryto dlouhymi jemnymi chlupy. Kromé toho maiji pacienti
abnormalni facialni fenotypové znaky — banaty nos, malé antevertované nostrily (nosni
dirky), dlouhé prominentni philtrum s hlubokym Zldbkem, Gzkou horni hranici retni ¢ervené
(,upper vermilion border”), a téZz kostni abnormality (mnohocetné exostdzy, postaxialni
zarodecnou hexadaktylii aj.). AS a TRPS u ¢lovéka tedy vykazuji opacny fenotyp, co se tyce
vlasového porostu, avsak ostatni postizené casti téla (defekty vlasovych folikuld,
kraniofacialni a skeletalni abnormality) jsou u obou syndrom( shodné. Nutno ovsem dodat,
Ze kromé vlasového porostu nalézame i dalsi rozdily mezi pacienty s AS a TRPS; pacienti
s TRPS (predevsim typu 1) ¢asto vykazuji skeletalni abnormality, které nejsou charakteristické
pro pacienty s AS (napt. kuZzelovité epifyzy, malformace ky¢le a mald postava). Vysvétleni,
pro¢ skeletalni abnormality nalézané u pacientd s TRPS | nepozorujeme také u vsech
pacientd s AS a pro€ tyto dva syndromy reprezentuji opacné vlasové fenotypy, mlze byt

22



nékolik: (1) Exprese proteinu TRPS1 muZe byt postiZzena jen v urcité podmnoziné tkani ve
velmi odliSnych casovych bodech vyvoje. (2) TRPS1 je protein (TF) schopny pusobit jako
transkrip¢ni represor i jako aktivator, a to v zavislosti na kontextu a mnozZstvi prfitomného
proteinu. (3) Protein TRPS1 je schopny vazby na mnoho ko-faktord s rozdilnymi funkcemi, a
tak mUzZe v rizném stupni a v rizné mire transkripcné regulovat jak geny, které aktivuji rist
vlasl, tak i geny, které ho reprimuiji; v pripadé AS byly nalezeny nizké hladiny transkriptu
TRPS1, coz poukazuje na skutecnost, Ze nevyvazend transkripéni regulace muize vyustit az
v excesivni vlasovy fenotyp.

Skupina Fantauzzo et al. (2008) méla k dispozici tfi pacienty s AS s prestavbou
chromozomu 8, vsSichni tfi pfitom méli body zlomu lokalizované v oblasti 8g22-8924
(Fantauzzo et al. 2008b). Byla proto postulovana hypotéza, Ze pozorovana snizena exprese
pravdépodobné naruSuje regulacni elementy genu TRPS1. Kuréeni presné pfriciny
excesivniho vlasového rlstu na molekularni drovni a k potvrzeni, zdali-jsou opravdu
naruseny regulacni elementy kontrolujici transkripci tohoto genu, vyuzila skupina mutantni
mysi model pro studium hypertrichézy (,Koa mutant mice“). Bylo zjisténo, Zze pokud byl
proximalni inverzni bod zlomu lokalizovan 791 kb ,upstream” od genu Trps1 (tedy zlom
nenarusoval ORF genu), doslo k vytvoreni nového Spl vazebného mista® (= GC box) a
umisténi tfi dalSich Sp1l mist do jeho blizkosti. Skupina postuluje, Ze dodate¢né Sp1l misto ve
spojitosti s mnohacetnymi Spl misty pritomnymi v promotoru genu vytvorené inverzi mlze
reprimovat transkripci genu Trpsl béhem vyvoje. Zda se tedy, Ze zatimco ztrata funkce
TRPS1 zpUsobena intragenovou mutaci vede k fidkym vlaslim, narusend regulace genu a
nedostateCna exprese proteinu nasledkem pozicniho efektu na gen TRPS1 miiZe vést
k nadbytecnému ¢i ektopickému vlasovému ristu.

Geny podnécujici u ostatnich savcl pInéjsi srst a rlst chlupl — tj. geny, které byly
umléeny v prlibéhu evoluce pravdépodobné skrz represi prostrednictvim TRPS1 ¢i dalSich
genl — jsou odhaleny, odmaskovany u hypertrichozy AS, ktera je u ¢lovéka povazovana za
atavismus (tedy ndvrat ancestralniho fenotypu). Intragenova mutace v genu TRPS1 a pozicni
efekt zpUlsobujici naruseni regulacnich elementd toho samého genu zde vyustuji v rozdilné
vlasové fenotypy avsak lokalizované do stejnych organd, coZz podtrhuje dilezivost genu
TRPS1 ve vyvinu vlasl (Fantauzzo et al. 2008b). Jedna se o prvni popsany potencialni ,long-
range” pozicni efekt na expresi genu TRPS1, pficemZ tento pozicni efekt snizuje expresi
TRPS1, coz je pfic¢inou hypertichozy u AS (Fantauzzo et al. 2008b).

Dlouhé rdménko chromozomu 8, konkrétné oblast 8924, je kromé genu TRPS1
mistem lokalizace i dalSich gen(, napf. proto-onkogenu MYC (,Myelocytomatosis
oncogene”) a genu EIF3S3 (,Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 3“). Tento
region je regionem casto amplifikovanym v rakovinnych bunkach prsu. Bylo prokazano, zZe

? pozi¢ni efekt je definovan jako pozménéni v genové expresi zplsobené zménou pozici genu vztazené k jeho
pGvodnimu chromozomovému okoli (Kleinjan and van Heyningen 1998 in Fantauzzo et al. 2008b).

3Spl (Specificity protein 1) je specificky promotorovy zinc-finger transkripcni faktor, ktery reguluje expresi
genl vazbou na GC a GT sekvence (= tedy vazbou na tzv. ,Spl binding sites”) v promotorové oblasti cilovych
genl (Kadonaga et al. 1987 in Fantauzzo et al. 2008b).
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pravé gen TRPS1 je aplifikovan spolu s geny MYC a EIF3S3 v téchto rakovinnych burikach
(Radvanyi et al. 2005). Dale bylo také pomoci imunohistochemické analyzy prokazano, ze je
gen TRPS1 nadbytecné transkribovan ve vice nez 90 % casnych i pozdnich stadiich
rakovinnych bunék prsu ve srovnani s normalnimi, zdravymi tkdnémi. Navic vysoké hladiny
exprese tohoto genu v porovnani s jinymi studovanymi geny naznacuji, Ze protien TRPS1 je
vysoce tumor-specificky a vykazuje komplexni expresi napti¢ populaci pacientl (>90%
pozitivni) s rakovinou prsu. Vysoky stupen exprese v rozlicnych stadiich rakoviny prsu
naznacuje, Ze gen mUze hrat dlleZitou roli v proliferaci a/nebo prezivani rakovinnych bunék.
Nepfitomnost exprese TRPS1 na proteinové Urovni v mnoha normalnich tkanich a naopak
,over-exprese” jiz v casnych stadiich vyvoje rakoviny prsu déla ztohoto genu dobry
potencialni diagnosticky marker pro tento typ rakoviny. Pfestoze jiné prace (napf. Chang et
al. 2000) detekovali expresi v nékterych adultnich tkanich, skupina Radvanyi et al. (2005)
opakované nedetekovala znaCnéjsi expresi tohoto genu ve zdravych adultnich tkanich. Zatim
neni znamo, zdali ,over-exprese” proteinu TRSP1 méni regulaci rlstu normalnich di
rakovinnych bunék. Je moZné spekulovat, Ze produkt genu TRPSI1 reguluje signalizaci
steroidniho receptoru, nebot bylo zjisténo, Ze komplex TRPS1-RNF4 (RING Finger protein; viz
kap. 1.3.4) se vaze na sterodini receptor. VSechny tyto vysledky poukazuji na spojitost mezi
TRPS1, regulaci ¢lend rodiny GATA a signalizaci skrz steroidni receptor u rakovinnych bunék
prsu (Radvanyi et al. 2005).

Gen TRPS1 by mohl hrat roli i v pfipadé rakoviny prostaty. V androgenné zavislych
lidskych rakovinnych bunkach prostaty miZe byt exprese genu TRPS1 (v publikaci
oznacteného jako GC79) reprimovana fyziologickymi koncentracemi androgent
zprostiedkované pres androgenni receptor; bylo zjisténo, Ze exprese genu TRPS1 je vysoka
pti nizkych hladindch androgent v prostatickych, androgené-zavislych, rakovinnych burikach.
Model fungovani androgeny reprimovatelného apoptotického genu TRPS1 predpoklada, ze
pfi fyziologickych podminach a hladinach testosteronu, je TRPS1 reprimovan, volny
testosteron se vaze na adrogeni receptor na DNA, coZ svyuZitim dalSich potencialnich
modulacnich transkripénich faktorl vede k ristu nddoru prostaty. Odstranéni androgent
(testosteronu, napft. kastraci) vede k disociaci androgeniho receptoru z DNA, zvyseni hladin
TRPS1, pricemz TF TRPS1 prestava byt reprimovan, vaze se na DNA a indukuje apoptdzu
rakovinnych bunék prostaty pfimo ¢i pres apoptotické modulacni faktory (Chang et al. 2002).
Lze tedy spekulovat, Ze gen TRPS1 by mohl byt zahrnut v inhibici bunécéného rdstu a
apoptdze, coz by mohl byt dllezity poznatek pro budouci l1é¢bu rakoviny prostaty. Nutno
dodat, Ze zatim nebyl predloZen Zadny dikaz pro zvySené riziko vzniku rakoviny prostaty u
pacientd s TRPS.

1.3 Protein TRPS1

Protein TRPS1 je sekvencné specificky, DNA-vazebny jaderny protein, ktery patfi do
rodiny transkripcnich faktor( zinkovych prstl typu GATA. U obratlovc( je zndmo Sest GATA-
vazebnych protein( (TF), které jsou vysoce homologni a konzervované; obsahuji dvé domény
zinkovych prst typu GATA a déli se do dvou podskupin: GATA-1, -2 a -3 jsou exprimovany
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primarné v liniich krevnich bunék a reguluji klicové aspekty hematopoézy (Pevny 1991; Tsai
1994 in Malik 2001); GATA-4, -5 a -6 jsou exprimovany zejména v srdci a ve stfevech a jejich
absence v germinalni linii ma za nasledek ¢asné embryologické defekty v utvareni srdce a
vyvoji endodermu (Laverriere et al. 1994 in Malik et al. 2001). Tyto GATA transkripcni faktory
tedy hraji nezastupitelnou roli v individualnim vyvoji obratlovcl i bezobratlych. Znakem,
ktery spojuje proteiny této rodiny, je pfitomnost jednoho ¢i dvou zinkovych prstl typu GATA
obsahujicich konsenzualni sekvenci Cys-XN-Cys-X;7-Cys-NX-Cys (C4). VySe zminéné GATA
proteiny u obratlovcld obsahuji dva zinkové prsty typu GATA, naopak bezobratli exprimuji
tridu téchto esencidlnich proteind obsahujicich pouze jeden zinkovy prst typu GATA. Protein
TRPS1 je jedinym dalsim proteinem obratlovcd s GATA motivem a jeSté navic se vyse
uvedené skutec¢nosti vymyka, nebot obsahuje pouze jeden C; zinkovy prst typu GATA.
Souhrné se tedy GATA transkripcni faktory podili na bunécné proliferaci, diferenciaci,
onkogenezi a genové regulaci, a tedy podobnou funkci by mohl zastavat i pfibuzny gen
TRPS1 (Chang et al. 2002).

Mysi protein Trpsl ma 1282 AK a 93% podobnosti s lidskym proteinem, zatimco
protein u rodu Xenopus ma 1272 AK a 73% podobnosti s lidskym proteinem. To znadi, Ze
protein TRPS1 je konzervovan mezi obojzivelniky (Xenopus) a savci (Mus musculus), coz
poukazuje na dulezZitost tohoto proteinu ve vyvoji a udrzeni homeostazy (Malik et al. 2001).

1.3.1 Lokalizace

Protein TRPS1 je lokalizovan v jadre, jedna se o jaderny transkripcni faktor (TF).
Skupina Kaiser et al. (2003) zjistila zajimavou véc, a sice Ze v jadrech lidskych fibroblastl je
protein TRPS1 lokalizovan v rtizné velkych, jakoby bodové roztrousenych strukturach, které
pocetné variruji mezi jednim az ¢étyfmi na bunku. To znamenad, Ze protein TRPS1 v jadre
vykazuje nehomogenni distribuci a je zde lokalizovan v rozsahlych avsak malo pocetnych
jadernych téliskach (Kaiser et al. 2003b).

Protein TRPS1 byl detekovan také v cytoplazmé fibroblastd, aviak v mnohem mensi
mife neZ v jadre (Kaiser et al. 2003b) a dale byl slaby vyskyt tohoto proteinu zaznamenan i
v cytoplazmé keratinocytll pokozky. Tyto poznatky by mohly indikovat néjakou dalsi funkci
tohoto proteinu mimo jadro, ktera vsak zatim neni znadma (Fantauzzo et al. 2008a).

1.3.2 Struktura

ORF predikuje slabé bazicky (pH=7,495) polypeptid slozeny z 1281 aminokyselin
s vypoctenou molekuldrni hmotnosti 141580 daltonu. Pfedvidana sekvence proteinu ma dva
potencidlni jaderné lokalizacni signdly (,,nuclear localisation signal”, NLS) a také neobvyklou
kombinaci deviti domnélych motiva ,zinkovych prstd” (,zinc-finger motifs“) ¢tyr rozdilnych
typu, véetné téch, které jsou podobné motivim IKAROS (,IKAROS-like zinc-finger motif”) a
dale pak GATA-type zf vazebné sekvence, skrze které se vaze na DNA (Momeni et al. 2000).

Prvni tfi motivy zinkovych prstl (zf1-3; Obr. 6) jsou typu C,H, a sdileji konsenzudlni
sekvenci C;X14H, bez jakékoliv podobnosti v proteinové databdzi. Motivy zinkovych prst(i 4-6
(zf4-6; Obr. 6) sdileji konsenzualni sekvenci CyX1,H,. PFi hledani v proteinovych databazich
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bylo odhaleno nékolik malo podobnosti mezi motivy 4, 6 a DNA-vazebnymi doménami
zinkovych prst ostatnich protein(, avSak funkce téchto domén je stale neznama. Sedmy
motiv zinkového prstu je typu C,C, (CXNCX1;,CNXC) a vykazuje podobnosti s vice nez 160
sekvencemi protein(, a to predevsim se ¢leny rodiny GATA DNA-vazebnych transkripcnich
faktor(; bylo ukazano, Ze pravé tato doména je schopna se specificky vazat na konsenzualni
sekvence (A/T)GATA(A/G) a ji pfibuzné sekvence nalézané na DNA v kontrolnich oblastech
mnoha vyvojové regulacnich gent (Malik et al. 2001), coZ poukazuje na mozné zahrnuti v
regulaci genové exprese (Chang et al. 2002). Tato sekvence je 100% konzervovana u mysi i
Zab rodu Xenopus, coz dokazuje dllezZitost této oblasti pro funkci proteinu, tedy pro vazbu
proteinu na DNA (Malik et al. 2001). Posledni dva tandemové zinkové prsty typu C,H, se
nalézaji na C-konci a vykazuji vysoky stupen podobnosti stémér tfemi sty jinymi motivy
zinkovych prsth proteind z mnoha rozdilnych organism@. Nejvyssi stupen podobnosti byl
pfitom nalezen se dvéma charakteristickymi C-koncovymi zinkovymi prsty lymfoidnich
transkripénich faktor( z rodiny IKAROS (Georgopoulos 1997 in Malik et al. 2001). Dvojita
doména zinkového prstu transkripcnich faktor( typu IKAROS je zndma jako zprostiedkovatel
protein-proteinovych interakci a umoznuje tak témto TF vzajemné formovani homo- a
heterodimerl (Sun et al. 1996).

GATA-vazebny motiv zinkového prstu je olemovan dvéma regiony kddujicimi bazické
aminokyseliny, které jsou predpokladanymi jadernymi lokalizacnimi signaly (NLS; Obr. 7) —
prvni na pozici 886-891 (LRRRRG) a druhy na pozici 946-952 (RRRTRKR). Avsak studie
intrabunécné lokalizace proteinu TRPS1 provedené skupinou Kaiser et al. odhalily, Ze pouze
druhy motiv (tedy RRRTRKR) funguje jako skutecny NLS; mutace postihujici posledni arginin
vtomto motivu zabrdanily translokaci mutantniho proteinu do jadra, zatimco mutantni
proteiny postradajici konzervovanou GATA zf doménu a vétSinu motivu LRRRRG byly stdle
schopné jadra dosahnout, a je tedy nepravdépodobné, Ze by byl tento motiv odpovédny za
transport proteinu do jadra (Kaiser et al. 2004).
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Obr. 6: Struktura proteinu TRPS1 s predikovanymi deviti proteinovymi motivy — Srafované boxy
reprezentuji motivy zinkovych prstd (zf), vertikalni linie zobrazuji pfedpokladané jaderné lokalizaéni
signaly (NLSs). Lokalizace motivu zinkového prstu typu GATA (,GATA-type zinc finger”) a lokalizace
motivu zinkového prstu podobného motiviim IKAROS (,IKAROS-like zinc finger domain“) je téz
znazornéna (Momeni et al. 2000). Aminokyselinova sekvence v motivu zinkového prstu typu GATA v
exonu Sest vyznacena Sedé, aminokyselinova sekvence potencialnich NLSs podbarvena cerné (Kaiser
et al. 2004).
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Jako mimoradné duleZita ve strukture proteinu se jevi aminokyselina alanin na pozici
919. Tento alanin se nachazi mezi dvéma cysteiny (aa CNAC) v exonu 6 a je evolucné velmi
konzervovan u vSech savéich GATA a GATA-like zinkovych prst(l, coZz naznacuje duleZitost pro
normalni stukturu i funkci GATA zinkového prstu. Zaména této aminokyseliny za jinou (tedy
missence mutace) pravdépodobné vede k poruseni GATA zf struktury. Zadmeénu tohoto
alaninu za jinou aminokyselinu popsali nezavisle na sobé skupiny Lidecke et al. (2001) i
Hilton et al. (2002), tato pozice je tedy mistem opakujicich se mutaci, je lokalizovana
do GATA zf domény a pacienti s touto mutaci vykazuji fenotyp TRPS IlI.

Zavérem lze tedy fici, Ze protein TRPS1 je unikatni transkripcni faktor, nebot je to
zatim jediny zndmy protein, ktery ve své strukture kombinuje GATA-type a IKAROS-type zinc
finger motivy a navic obsahuje i dalsi dva zf motivy typu C,C, a C,H,. Mohl by tak byt prvnim
¢lenem nové tfidy ,multi-type zinc-finger” transkripénich faktor(. Jeho GATA zf doména se
vaze na konsenzus GATA sekvence DNA a ostatni zf domény mohou fungovat v transaktivaci
a rekrutovani jadernych faktor(, které moduluji regulaci genové exprese.

1.3.3 Funkce

Transkripéni faktory (aktivatory stejné tak jako represory) vystupuji vcelé Skale
protein-proteinovych interakci v transkripénich komplexech, mohou se vazat na DNA a
ovliviiovat tak expresi cilovych gend. Pravé ,multi-type zinc finger” protein TRPS1 je jednim
z takovych transkrip¢nich faktord.

Malik et al. (2001) provedli uplné prvni funkéni studii TRPS1. Dosli k zavéru, Ze TRPS1
vykazuje sekvencné specifickou transkripéné represivni aktivitu na procesy, které jsou zavislé
na TF typu GATA (tj. na geny regulované GATA transkripcnimi faktory) (Malik et al. 2001).
Tato aktivita je pfitom zavisla na pritomnosti C-terminalni IKAROS-like zinc finger domény.
Tato skupina také navrhuje, Ze geny, jejichz aktivita je zavisla na GATA TF, mohou byt
umlcéeny ¢astecné srkze mechanismus zahrnujici plisobeni TRPS1.

Pfedpoklada se, Ze protein TRPS1 tvofi homo- ¢i heterodimery s ostatnimi IKAROS-
like TF, aby mohl vykonavat svou aktivitu, nebot jeho C-terminalni double zinc finger motiv
sdili velky stupen (72%) podobnosti stimto motivem proteini rodiny IKAROS, které jsou
znamé pravé tvorenim homo- a heterodimerd diky této doméné (Ludecke et al. 2001; Sun et
al. 1996).

Skupina Malik et al. (2002) chtéla zjistit funkci domény GATA-type zf. VyuZila mysiho
modelu s cilenou deleci ¢tvrtého exonu, ktery kdduje pouze GATA-type zf, a s deleci patnacti
dalSich aminokyselin vyZzadovanych pro vazbu na DNA. lJejich vyzkum odhalil, Ze
heterozygotni mysi sdeletovanou GATA doménou maji redukovanou a zpoZdénou
enchondralni osifikaci a vykazuji facialni anomalie, které se dobfe prekryvajici s nalezy u
pacientl s TRPS, zatimco mysSi s homozygotni deleci v GATA doméné vykazuji kompletni
absenci specializovanych senzorickych chloupkl normalné nalézanych v charakteristickych
seskupenich podél horni Celisti. Mutovana alela genu Trps1 byla asociovdna i s obecnymi
defekty vyvoje srsti: primérny pocet vlasovych folikuld pritomnych na jednotku plochy
povrchu dorzdlni pokozky je redukovan na 50% u novorozenych homozygotnich mysi a
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zhruba stredni pocet folikull je nalézan u heterozygotnich novorozenych mysi. Prekvapivé
vSak homozygotni mysi umiraji ¢asné po narozeni (do 6 h) z divodu vyvinuti progresivniho
neonatalniho selhani respirace, plynouciho z mechanickych anomalii hrudni patere, skolidzy
a nefyziologického zakfiveni Zeber. AvSak i heterozygoti s vékem vyvinou urcitou thorakalni
kyphoskolidézu a objevi se u nich strukturalni deficit v kortikalnich a trabekularnich kostech. U
mnoha novorozenych mysich homozygotl i dospélych heterozygotl byly popsany anomalie
brady ve formé mikrognathie i abnormalné klenutd patra (Malik et al. 2002).

U pacientd s TRPS je jednim z hlavnich fenotypovych znakl i brachydaktylie. Mysi
heterozygoti viak tento znak nevykazuji, coZ je ale moznd zplsobeno tim, Ze mald velikost
mysich falangl znemoznuje detekci nepatrnych zmén (zvlasté pak kdyz nejsou asociovany se
syndaktylii ¢i jinymi velkymi abnormalitami). Dale byl podrobné studovan i femur, misto
Castych patologii u pacientd s TRPS. Vyzkum odhalil, Ze mysi s mutaci v jedné alele TRPS1
(tedy heterozygoti) maji signifikantné redukovany femoralni objem, redukovanou kostni
denzitu a Ze je tento kvantitativni defekt odrazen v morfologii trabekularni kosti (tedy
v kostnich trameccich). Na tomto mysSim modelu vSak nebyly nalezeny nékteré vyvojové
abnormality femoralni hlavicky popisované u TRPS pacientd. Moznym vysvétlenim by mohlo
byt, Ze tato patologie u lidi reflektuje postoj a vdhu, coZ u kvadripedl neni. Absence
perfektniho prekryvu mezi fenotypem lidi a mysi navic mlze byt ddna také druhovou
rozdilnosti ¢i esencidlnimi, modulac¢nimi funkcemi ostatnich peptidovych domén proteinu
TRPS1 (Malik et al. 2002).

Vsechny vySe uvedené poznatky pfimo dokazuji Ulohu GATA-type zf motivu v regulaci
vyvoje kosti i vlasli a téZ naznacuji, Ze skeletalni abnormality zdGrazriované pfi popisu TRPS
jsou jen extrémnim projevem generalizované kostni dysplazie (Malik et al. 2002).

Jiz typicky fenotyp pacientli poukazuje na skutecnost, Ze by tento gen mohl byt
rovnéz dllezity ve specifickych aspektech regulace vlasového rlistu a facialni morfogeneze.
Tato myslenka se ukdazala jako spravna, nebot bylo prokdzano, Ze gen je specificky
exprimovan v jadrech mezenchymalnich bunék béhem morfogeneze vlasového folikulu a Ze
je téz asociovan s proliferaci epithelialnich papilarnich bunék ve vlasovém folikulu (Suemoto
et al. 2007).

Z vyzkumu mysi s mutantnim Trps1 se dale ukazuje jako prikazné, Ze v chrupavcité
rastové ploténce reguluje TF Trpsl diferenciaci a zvysuje proliferaci chondrocytl, indukuje
apoptozu u terminalné diferencovanych chondrocytl v ristovych ploténkach (Suemoto et al.
2007). Tato regulace se déje skrze interakce s nékolika signdlnimi molekulami (viz kap. 1.3.4).
Dale byla zjisténa jeho funkce i pfi formovani nefronu pfi vyvoji ledvin (Gai et al. 2011).

Vroce 2012 bylo publikovano, Zze nékteré genetické variace genu TRPS1 mohou
ovliviiovat geometrii kycle ¢i denzitu kostni hmoty, ktera je mérena na podkladé BMD (,,Bone
mineral density”). Bylo zjisténo, Ze urcité jednonukleotidové polymorfismy (SNP) mohou byt
asociovany s délkou femoralniho krcéku. Autofi predpokladaji, Zze gen TRPS1 bude mit vliv
spiSe na vlastnosti dlouhych kosti; zejména délka femoralniho krcku je dana balanci mezi
proliferaci chondrocytll a apoptdzou a maturaci osteoblastl béhem ristu, coz je v souladu se
zatim znamymi funkcemi TRPS1. Skupina dale ukazuje, Ze gen TRPS1 (resp. SNP v genu
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TRPS1) vykazuje spojitost sfemoralnimi fenotypovymi projevy souvisejicimi s lidskou
osteopordzou. To je velmi dlleZity objev, nebot identifikace gend, které reguluji BMD a
kostni geometrii by pomohla Iépe porozumét etiologii osteopordzy, Ci vést k lepsi predikci
rizika fraktur a k novym a lepsim moznosti |éCby (Ackert-Bicknell et al. 2012). Zjisténi, ze by
gen TRPS1 mohl byt kandidatnim genem pro BMD, ukazaly i dalSimi vyzkumy; na mysSim
modelu bylo potvrzeno, Ze gen Trps1 rozdilné moduluje BMD v zavislosti na pohlavi a Ze jeho
polymorfismy jsou asociovany s BMD mezi muZi a Zenami jinak, tedy Ze gen TRSP1 funguje
jako primarni, pohlavné specificky regulator BMD, a tutiz je tento gen dulezity pfi
skeletdInim vyvoji (Wang et al. 2014).

V roce 2013 byla identifikovana nova funkce genu Trpsl — kontrolovani mitotické
progrese v chondrocytech. Ztrata funkéniho genu Trps1 u mysi vedla k nardstu poctu bunék
ustrnulych v mitéze a nasledné k defektim segregace chromozom(. Na zakladé tohoto
pozorovani bylo zjisténo, Ze protein Trpsl funguje jako reguldtor histonové deacetylace v
chondrocytech, a to mechanismem interakce se dvéma histon deacetyldazami Hdacl a Hdac4,
jiz zvySuje jejich aktivitu. Protein Trpsl bychom tak mohli oznadit jako dulezZity pozitivni
reguldtor chromatinové histondeacetyldzové aktivity v chondrocytech béhem mitdzy. Na
molekuldrni Urovni vede ztrata Trpsl k hyperacetylaci histonu H3, nasledkem toho je sniZzena
kondenzace chromatinu a Trpsl-deficientni chondrocyty se akumuluji v prometafazi. Toto je
prvni dlkaz, jak miZe byt kontrola mitézy spojena sregulaci diferenciace chondrocytu
epigenetickym mechanismem. Akumulace Trpsl-deficientnich mitotickych bunék
chondrocytl mizZe byt potlacena , overexpresi“ Hdac4 (Wuelling et al. 2013).

Dohromady vSechny tyto poznatky podporuji nazor, Zze tento unikatni a atypicky
GATA transkripcni faktor hraje duleZitou roli ve vyvoji vlasl, utvareni kostni tramciny a
skeletu obecné a dale Ze mlze mit i roli vudrzovani adultni skeletalni hmoty (, kostni
homeostaza“), pricemz tyto funkce jsou zavisla predevsim na pritomnosti GATA-type zf
domény.

1.3.4 Interakce s DNA a jinymi molekulami

Bylo prokazano, ze sedmy zf motiv proteinu TRPS1 se vaZe na GATA konsenzualni
sekvence DNA. Tento protein tedy funguje jako transkripéni regulator, ovliviiuje expresi
cilovych gent, pricemz je schopny se vazat jak na tandemové (T/A)GATA(A/G) (= WGATAR),
tak na inverzni GATA konsenzudlni sekvence (Malik et al. 2001).

Bylo predlozeno, Ze se TF TRPS1 chova jako sekvencné specificky transkripéni
represor, nebot se ukdazalo, Ze mysi Trpsl muUZe svou vazbou reprimovat transkripnéni
aktivitu GATA-4, pficemz tato transkripcné represivni funkce TRPS1 je zavisla na pritomnosti
IKAROS-like zf domény na C-terminalnim konci, resp. na poslednich 119 aminokyselinach
(Malik et al. 2001).

Na zakladé tohoto zjiSténi se zacaly objevovat dalsi prace, které potvrzovaly, ze
protein TRPS1 m(iZe transkripéné reprimovat dalsi cilové geny skrze specifické vazby ke
GATA konsenzus sekvencim v jejich promotorech, pricemZz vétSina ztéchto gend je
exprimovana prevainé v kostni tkani. V kazdém jednotlivém pripadé mutace konsenzus
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GATA vazebného mista znemoznila proteinem TRPS1 zprostifedkovanou represi transkripce
cilového genu (viz déle).

Napierala et al. (2005) ve svych studijich ukazuji, Ze béhem vyvoje enchondralni kosti
TF TRPS1 reprimuje expresi genu RUNX2 (,,Runt-related transcription factor 2“), ktery je
hlavnim regulatorem diferenciace osteoblastli a maturace chondrocytli (Napierala et al.
2005) a zaroveén také ukazuji, Zze mysi Trpsl funguje jako negativni regulator mineralizace,
moduluje formovani mineralizované kostni matrix, a je tedy esencialni pro formovani kosti
(Napierala et al. 2009).

Ddle se TF TRPS1 muZe vazat skrz GATA vazebnou sekvenci do proximalniho
promotoru (Bglap) osteokalcinového genu a suprimovat tak jeho expresi, ¢imzZ se protein
TRPS1 stava regulatorem (represorem) osteokalcinové transkripce (Piscopo et al. 2009).
Osteokalcin je jeden z nejhojnéjsich nekolagennich proteinl v kostni extraceluldrni matrix a
je exprimovan a uloZen v osteoblastech, chondroblastech a odontoblastech béhem
mineralizace extracelularni matrix. Osteokalcinova exprese je téZz regulovana hormonalné a
zarovén také pres RUNX2, ktery se téZ vaze do promotorové oblasti osteokalcinového genu.
TF TRPS1 se do promotoru vaze i v pripédé, ze je RUNX2 mutovan. Ddle TRPS1 moduluje
formaci mineralizované kostni matrix v diferencujicich se bunkdch osteobast(; tento TF tedy
negativné reguluje pozdni stddia diferenciace osteoblastli, coZ je ocividné z jeho efektu na
osteokalcinovou expresi a mineralizaci (Piscopo et al. 2009).

Protein TRPS1 reprimuje také androgeny indukovanou expresi PSA (,,Prostate-specific
antigen”) v prostatickych rakovinnych bunkach. ,Overexprese” TRPS1 v androgen-
dependentnich lidskych rakovinnych burikach prostaty inhibovala transkripci PSA, ktery je
dllezitym markrem rakoviny prostaty. Tyto vysledky naznacuji roli proteinu TRPS1
v androgeni regulaci exprese genu PSA (van den Bemd et al. 2003).

Vyzkum skupiny Suemoto et al. (2007) odhalil, Ze mysi protein Trpsl je represorem
exprese genu Stat3 (,Signal transducer and activator of transcription 3“), ktery stfidavé
kontroluje proliferaci chondrocytl a dalsi osud chondrocytt v rlstové ploténce, a to regulaci
exprese cyklinu DI a Bcl2. Nezddouci aktivace genu Stat3 zpUsobend nizkou expresi genu
Trps1 vede k pozorovanym kvlasovym abnormalitdm. Je moiné, Ze lokalni inhibice
aktivovaného lidského Stat3 by mohla pacientliim s TRPS zlepsit rlst vlast (Ito et al. 2013).
Mysi s mutovanym genem Trpsl navic vyvinuly chondrodysplazii z ddvodu snizené
proliferace chondrocytll a poklesem apoptdzy v ristovych ploténkach. Tato (stejné jako
dalsi) studie tak dokazuje, Ze gen a tedy i protein TRPS1 je reguldtorem chondrocytové
proliferace, diferenciace a apoptdzy skrze kontrolu exprese Stat3 (Suemoto et al. 2007).

Chondrocyty rlstové chrupavky podstrupuji regulovany proces proliferace a
diferenciace, ktery vede klongitudindlnimu rdstu kosti. Abnormalni organizace bunék
v rlistové ploténce zplsobend nespravnou regulaci mUze vést ke vzniku malé postavy a
skeletalnich deformit. Balance mezi proliferaci a diferenciaci je kontrolovana a regulovana na
mnoha urovnich, véetné zpétnovazebné smycky Ihh/PtHrp. A pravé TF TRPS1 se pfimo vaze
na GATA vazebna mista na promotoru PTHrP, ¢imz suprimuje transkripci PTHrP; TRPS1 tedy
negativné reguluje expresi genu PTHrP. Nedostatek proteinu Trpsl vede k ,overexpresi”
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PTHrp, coz inhibuje hypertrofickou diferenciaci chondorycli. To mlzZe postnatalné vyustit
v abnormalni vyvoj kosti, rdstovou retardaci a finalné tedy v malou postavu. Tato prace opét
potvrzuje, Ze protein Trpsl je vyZadovan kudrZeni normalni organizace chondrocytu
v rlistové ploténce (Nishioka et al. 2008).

Protein Trpsl se vaze také na promotor genu SOX9 a pfimo tim reprimuje jeho
expresi. Gen SOX9 kéduje protein SOX9, ktery je regulatorem kmenovych bunék vlasovych
folikula (,hair follicle stem cell regulator”) a kontroluje proliferaci epithelia folikulu
(Fantauzzo et al. 2012). Exprese genu TRPS1 spolecné se signalizaci Shh za normdlnich
okolnosti zajistuji vyvaZzenou regulaci exprese SOX9 v proliferujicich epitelidlnich burikach
vlasovych folikult, pricemz Shh funguje jako pozitivni regulator genu SOX9, zatimco TRPS1
jako repressor transkripce SOX9 (Fantauzzo et al. 2012).

Necekané bylo objeveno, Ze TF TRPS1 mizZe fungovat nejen jako dosud znamy
transkrip¢ni represor, ale i jako transkripéni aktivator (coZ je mimochodem funkce typicka
pro GATA proteiny). Bylo prokdzdno, Ze protein TRPS1 zvySuje expresi mnoha TF
lokalizovanych ve vlasovém folikulu, jako napf. Prdmi1 (,Kriippel-type zinc-finger
transcription factor”), Lhx2 (,,LIM homeobox TF“), Sox18 a Sox21 (,,SRY box-containing TF“), a
to tak, Ze se pfimo vaze na promotory téchto cilovych genu a aktivuje tak jejich transkripci
(Fantauzzo and Christiano 2012).

Pfi studiu mutovanych chlupd u mysi skupina Fauntauzo et al. zjistila, Ze jsou tyto
redukovany co do poctu, nepravidelné rozmisténé a opoznené ve svém vyvoji ve srovnani
s ,wild-type” (Fantauzzo et al. 2008a). Dalsi analyzy odhalily, Ze tyto defekty jsou zplUsobeny
disturbanci Wnt signalizace a chybnou expresi nékolika TF a ECM proteind regulovanych
skrze TF Trpsl. Ukazalo se, Ze Trpsl zvySuje expresi tfech Wnt inhibitorl (Wifl, Apcddil,
Dkk4) ve vlasovych folikulech a Ze se tato transkripéni regulace opét déje pres pfimou vazbu
na promotory téchto cilovych genl. Wnt signdlni draha funguje velmi c¢asné béhem
formovani vlasového folikulu, podili se predevsim na smrti bunék v keratogenni oblasti
vlasové cibulky. Pfedpoklada se, Ze aktivace sekretovanych a membranové vazanych Wnt
inhibitor(l prostfednictvim proteinu TRPS1 na pocatku formace folikulu, zpUsobi utlumeni
Whnt signalizace jak v epidermalni plakodé, tak v dermalnim casti vyvyjejicicho se folikulu,
¢imz se dovoli zahdjeni formace vlasniho vlasu (Fantauzzo and Christiano 2012). Casna
organogeneze vlasovych folikul( je tedy regulovana skrze fadu gent, které mohou byt (a
jsou) regulovany prostiednictvim TF TRPS1. Identifikace proteinu TRRS1 jako nového
reguldatoru Wnt signdlnich drah ukazuje na zasadni roli tohoto TF jako regulatoru transkripcni
hierarchie ve vlasovych folikulech, a to v epitelidInim i mesenchymalnim kompartmentu kize
v Casnych stadiich morfogeneze vlasovych folikull (Fantauzzo and Christiano 2012).

| aktivita samotného TF TRPS1 musi byt néjak regulovana. Déje se tak srkze interakce
s nékolika molekulami, které s timto TF interaguji, ovliviiuji tak jeho aktivitu i funkci. Uplné
prvni identifikovanou molekulou interagujici s timto proteinem byla molekula LC8a (,,dynein
light chain”), tedy lehky fetézec dyneinu (Kaiser at al. 2003). Protein LC8a byl plvodné
popisovan vyhradné jako cytoplazmaticka molekula slouzici k transportu, avsak nyni se zd3,
Ze LC8a nebude jen jednoducha molekula pro intracelularni transport, nebot bylo nalezeno

31



jiz mnoho rGznych molekul extrémné rozdilnych velikosti i biologickych funkci bez vzajemné
souvislosti mezi sebou, u kterych byla prokdzana interakce s LC8a (napf. Herzig et al. nalezli
molekulu LC8a také v jadre) (Herzig et al. 2000 in Kaiser et al. 2003b). Kaiser et al. dokazali,
Ze protein LC8a sloZzeny z 89 aminokyselin ma svou funkci i vjadre, kde vytvari stabilni
komplex s proteinem TRPS1. K formovani komplexu pfitom muZe dochazet prostrednictvim
dvou raznych oblasti na TRPS1 ohranicujicich sedmy zinc-finger motiv; interakce se mize dit
bud’ prostfednictvim regionu A (AK 635-723), ktery obsahuje tfi predpoklddané motivy
zinkovych prsta (zf 4-6), ale také prostfednictvim regionu B (AK 1182-1281), ktery obsahuje
IKAROS-like zinc-finger doménu. Bylo ukazano, ze zvySené mnozstvi molekuly LC8a redukuje
kvantitu formovanych komplexti TRPS1-DNA. Molekula LC8a je v zavislosti na davce schopna
prokazatelné sniZit (regulovat) navazovani TRPS1 na GATA konsenzualni sekvence;
pritomnost LC8a koreluje s redukci aktivity TRPS1 jako represoru zplisobem zavislym na
koncentraci. Pravé interakce téchto dvou proteinl redukuje vazbu TRPS1 na GATA
konsenzualni sekvence a potlacuje transkripéné represivni aktivitu proteinu TRPS1 (Kaiser et
al. 2003b). Suprese funkce TRPS1 prostfednictvim interakce s LC8a mUlZe byt dosaZena
konformacni zménou TRPS1 po navazani LC8a. TRPS1 je transkrip¢ni represor (represor
GATA-zprostiedkované transkripce); predpoklddd se, Ze inhibice jeho aktivity
prostfednictvim molekuly LC8a vyustuje ve zvyseni exprese cilovych gen(. Tyto geny jsou
zatim neznamé, avsSak pravdépodobné budou aktivni ve vyvoji chondrocytd a vlasovych
folikulG. Dobrym kandidatnim genem by mohl byt napf. apoptdzu regulujici Bcl-2 nebot hraje
centralni, stéZejni roli ve vyvoji kosti a kolobéhu vlasovych folikull (Muller-Rover et al. 1999
in Kaiser et al. 2003b), tudiz by mohl byt relevantni i pro patogenezi TRPS. Malik et al.
ukazali, Ze N-termindlné zkraceny protein TRSP1, ktery postrada LC8a vazebny region A, je
stale schopny potlaCovat GATA-regulovany gen, in vivo, takZe transkripcné represivni aktivita
je zavisla na pritomnosti 119 aminokyselin nejblize C-konci retézce (Malik et al. 2001).
Molekula LC8a vykazuje homogenni distribuci v cytoplazmé, ovSsem zajimavé je, Ze
byla nalezena také v jadrech cca 60 % vsech analyzovanych primarnich lidskych fibroblastt
(avsak je mozné, Ze subcelularni lokalizace LC8a variruje v zavislosti na rozdilnych bunécnych
typech, podminkach ¢i fazi bunécného cyklu). V téchto jadrech byla lokalizovana do bodové
roztrouSenych oblasti stejné jako TRPS1, a to dokonce do téch samych, Cili tyto molekuly se
svou lokalizaci prekryvaly. Molekuly TRPS1 a LC8a jsou tedy ko-lokalizovany v jadre (avsak ne
v cytoplazmé) ve shodnych, bodové roztrousenych shlucich, coZz naznacuje funkci tohoto
proteinového komplexu v téchto vymezenych strukturach v jadre, ale ne v cytoplazmé.
Stejna skupina (tedy Kaiser et al.) identifikovala i druhou molekulu interagujici
s TRPS1, kterou byl RNF4 (RING finger protein) o délce pouze 190 aminokyselin (Kaiser et al.
2003a). RNF4 se vaze na region o velikosti 200 aminokyselin (aa 985-1184) TF TRPS1, tento
region vSak nema zadny predikovany motiv pro protein-proteinové interakce a nachazi se
mezi GATA a IKAROS-like zf motivy. TRPS1 fyzicky interaguje s RING finger proteinem RNF4,
ktery je mj. ko-regulatorem nékolika odliSnych mechanisml genové transkripce; RNF4
napfiklad interaguje sandrogenim receptorem a funguje jako ko-aktivator androgen-
zprostifedkované transkripce (Moilanen et al. 1998 in Kaiser et al. 2003a). Represivni funkce
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proteinu TRPS1 pti GATA-zprostfedkované transkripci je inhibovana molekulou RNF4, coz
naznacuje, Ze RNF4 mulZe modulovat transkripci TRPS1 a funkci genového produktu,
konkrétné Ze je negativnim regulatorem aktivity TRPS1. Jiz Malik et al. (2001) ukazali, Ze
TRPS1 reprimuje GATA zavislou genouvou aktivaci, proto skupina Kaiser et al. predpoklada
ko-represni efekt pfi vazbé RNF4. Pri analyze vSak odhalili kompletni supresi represni aktivity
TRPS1 po pridani RNF4. Studie tedy odhalila dosud nezndmou funkci RNF4, ktery zjevné
funguje jako ko-aktivator GATA faktor( zprostfedkovdvajicich genovovu transkripci. Tedy
RNF4 funguje spise jako vice obecny ko-regulator, jako premostujici faktor podilejici se na
koordinaci aktivit rozmanitych transkripénich signdld faktor( pficmez TRPS1 muze byt jednim
z téchto faktord. Avsak neni znamo, do jaké miry je RNF4 zahrnut v patogenezi TRPS, protoze
neni znamo, zdali je RNF4 exprimovan napf. v chondrocytech ¢&i vliasovych folikulech. Je vsak
znamo, Ze proteiny RNF4 a TRPS1 jsou exprimovany také v jinych tkanich, které nejsou
postizeny pti TRPS; tyto tkané asi nejsou tak citlivé k disbalanci koncentrace téchto proteind
ve srovnani s postizenymi tkanémi. Protein RNF4 je tedy supresor TRPS1-zprostfedkované
genové represe (Kaiser et al. 2003a). Obé molekuly identifikované skupinou Kaiser et al. tak
suprimuji transkripcné represivni aktivitu proteinu TRPS1.

Aktivita transkripcnich faktord je Casto kontrolovdna posttranslaénimi modifikacemi.
Protein se vaze na sva cilova mista a ovliviuje je tak, ale zaroven protein sam interaguje
s rznymi molekulami, které tak reguluji jeho aktivitu. Protein — transkrip¢ni faktor — TRPS1
je sumoylovan na mnoha mistech, a to skrz interakci s UBC9 (SUMO-1-conjugating enzyme).
Hlavnimi sumoyla¢nimi misty jsou lyzinové zbytky na pozicich 1192 a 1201. Mutace obou
téchto mist vedou ktémér kompletni ztraté represivnich schopnosti TRPS1. Za pomoci
enzymové masinérie modifikuje enzym UBC9 cilovy protein malym, ubiquitinu pfibuznym,
modifikacnim proteinem (,small ubiquitin-related modifier protein“ = SUMO); protein
SUMO-1 je na tento cilovy protein kovaletné navazan. Sumoylace predstavuje prvni
potvrzenou posttranslacni modifikaci proteinu TRPS1 (Kaiser et al. 2007). Tyto vysledky
naznacuji, ze sumoylace na C-konci proteinu by mohla byt hlavnim mechanismem, ktery
reguluje transkripcné represivni aktivitu proteinu TRPS1, nebot se ukazalo, Ze ,overexprese”
pfirozeného enzymu UBC9 posiluje transkripCni represi zprostfedkovanou pres TRPS1. Také
se zda, Ze nadmérna exprese UBC9 specificky posiluje sumoylaci lyzinovych rezidui TRPS1,
presto vsak mechanismus, jakym se to déje, neni objasnén (Kaiser et al. 2007).

VSechny vyse uvedené skutecnosti poukazuji na dllezitou roli genu TRPS1 v ¢asnych
stadiich formovani vlasového foliku, v chondrogenezi, diferenciaci osteoblastl a vyvoje
skeletu obecné.

1.4 Dédi¢né mnohocetné exostdzy

Dédi¢cné mnohocetné exostdzy (hereditary multiple exostoses, HME; exostoses, EXT;
OMIM #133700) je nazev heterogenniho, autozomdlné dominantné dédi¢ného kostniho
onemocnéni charakterizovaného pfitomnosti mnoha benignich chrupavkou ptekrytych®

4 Exostdzy jsou pokryté zesilenym periostem (okostici), ktera tésné priléha na chrupavcitou ,,Cepicku®. S vékem
se chrupavcita ¢epicka osifikuje, stava se tendi a lokalné muze aZ vymizet (Hennekam 1991).
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kostnich vyrlstk(l (=osteochondromi, tumorl, exostdz) na plochach kosti sincidenci
priblizné 1/50 000 (Cook et al. 1993; Schmale et al. 1994; Wuyts et al. 1998) a témér
kompletni penetranci, kterd Cini asi 96 % (Pannier and Legeai-Mallet 2008; Schmale et al.
1994; Wicklund et al. 1995). Mnohocetné exostdzy se mohou vyskytovat v izolované forme ci
jako soucast mikrodelecnich syndromu. Tvori témér 50 % benignich kostnich tumord a 10-
15% vSech kostnich tumor(. Nékteti pacienti maji ojedinélé tumory, avsak asi 60-70% vsech
pacientl ma exostézy mnohocetné lokalizované na skeletalnim systému a vétSinou také
pozitivni rodinnou historii (Solomon 1964 in Hennekam 1991). Kromé exostdz vykazuiji tito
pacienti i jiné skeletalni deformity vcetné nizkého vzrlstu. Pocet exostdéz byva vysoce
variabilni, primérny pocet variruje mezi 15-18, avSak vyjimkou neni ani pfitomnost osmi
desitek Iézi na RTG snimku (Hennekam 1991). Vychazeji z rGstovych plotének a jsou vétSinou
nejpocetnéjsi v epifyzarnich oblastech dlouhych tubularnich kosti, kde jsou lokalizovany
nejcastéji v mistech upona slach velkych sval(, tedy prfedevsim na distalnim konci femuru a
proximalnim konci tibie a fibuly (Obr. 7), a to az u 90 % pacient(. Dale také na proximalnim
konci humeru a femuru, distalnim konci tibie, ulny, radiu ¢i fibuly (Hennekam 1991). Obecné
se vsak tyto tumory mohou vyvinout na jakékoliv kosti, ktery ma chrupavcity plvod, tedy i na
lopatce, obratli, Zebrech, panvi ¢i sternu a dokonce i na bazi lebni, kde byly téZz zaznamenany
(Raskind et al. 1995). To dokazuje i fakt, Ze oblicejovd ¢ast vétSinou nebyva postizena

(Hennekam 1991). b “ ‘

Obr. 7: Radiologicky snimek dlouhych tubularnich kosti: na proximalnim konci tibie jsou viditelné
mnohocetné exostdzy (Vaccaro et al. 2005).

Exostézy se zacinaji vyvijet kratce po narozeni, diagnostikované byvaji u vétsSiny
pacientl v priméru ve trech letech véku (Schmale et al. 1994) a jejich velikost i pocet roste
béhem détstvi aZz do uzavreni rlstovych plotének na konci puberty. Prvni vyrlstky byvaji
nalézany na tibii ¢i scapule, pravdépodobné proto, Ze jsou to mista v détstvi nejlépe viditelna
(Solomon 1963 in Hennekam 1991). Byly popsany i pfipady spontanniho vymizeni exostoz
béhem détstvi ¢i puberty (Callan 1975 in Hennekam 1991; Copeland 1985 in Hennekam
1991). Takovéto pfipady jsou vysvétlovany ustavanim rlstu vyr(stku, zatimco postizena kost
se zvétSuje normalné, ¢imzZ se ,zamaskuje” dfive prominujici exostoticky vybéZzek (Solomon
1961 in Hennekam 1991).
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Vétsi exostdzy mohou byt hmatatelné ¢i viditelné pouhym okem jako boulicka, malé
exostdzy jsou pozorovatelné radiograficky. Typicky jsou tyto vyrastky pritomny v epifyzarnich
oblastech dlouhych kosti a po uzavéru epifyz postupné tyto zprvu chrupavcité vyrastky
enchondralné osifikuji v kostni tkan a jejich rlst se zastavuje (Solomon 1964 in Wuyts et al.
1998). Pokracujici rGst a osifikace exostdz zpuUsobuji tloustnuti metafyzarnich oblasti
dlouhych kosti a zpomaluji rist kosti (Hennekam 1991; Pannier and Legeai-Mallet 2008;
Wuyts et al. 1996), coz vede ke skeletdlnim deformitdm, jako je zkraceni a vybouleni
predlokti, ¢i mensi a obcas mirné disproporcni postavé (Cook et al. 1993). Kromé komplikaci
zpusobenych utlacovanim okolni tkdné (predevsim periferni nervy a velké cévy, vzacné i
micha) témito vyrlstky a zpUsobujicich bolest a poruchy krevni cirkulace (Hennekam 1991),
maji pacienti s exostézami celkové poruchy (re)modelace kosti a predevsim téz zvysené
riziko maligni transformace v chondrosarkom (vzacné i osteosarkom), ktery se muze vyvinout
pravé z pfitomnych exostdz. Maligni transformace vsak byla pozorovana asi jen u 2-5 %
pacientl (Solomon 1964 in Wuyts et al. 1998) a mezi jeji prvotni pfiznaky patfi nahly narUst
velikosti, bolest a nékdy neurologické symptomy (Hennekam 1991). DllezZité je si uvédomit,
Ze u naprosté vétsiny pacientl jsou exostozy asymptomatické a zasahuji do obecného zdravi
jen velmi malo (Hennekam 1991). Pfi absenci klinickych problému nevyZaduje exostdzova
choroba Zadnou terapii. Ze zdravotnich ¢i kosmetickych dlvodld mohou byt exostézy
odstranény chirurgicky (Hennekam 1991).

Exostdzy jsou geneticky velmi heterogenni onemocnéni a jako primarni pticina jejich
tvorby se jevi mutace v genech kontrolujicich proliferaci a diferenciaci chondroblastt, ¢imz
dochazi k abnormalnimu wvyvoji chrupavéité tkané (Hennekam 1991). Dosud byly
identifikovany tfi geny: EXT1 v chromozomové oblasti 8g23-q24 (Ahn et al. 1995), EXT2
v chromozomové oblasti 11p11-p12 (Wu et al. 1994; Stickens et al. 1996) a EXT3 na kratkém
raménku chromozomu 19 (Lemerrer et al. 1994), pricemz homologni jsou pouze geny EXT1 a
EXT2, a to predevsim na svych 3" karboxy koncich (Wuyts et al. 1996). Pfestoze je homologie
na proteinové Urovni znacna, nebyly v této oblasti nalezeny zadné konzervované funkéni
domény (Wuyts et al. 1996). Mutace v téchto dvou genech také zodpovidaji za naprostou
vétsinu pripadul pacientl s exostdzami, zatimco EXT3 pravdépodobné reprezentuje minoritni
lokus (Cook et al. 1993; Wuyts et al. 1998). Zajimavé ovsem je, Ze v evropské a americké
populaci je frekvence mutaci u pacientd s exostdzami mirné vyssi v genu EXT1 neZ v genu
EXT2 (Jennes et al. 2012), ovsem u asijské populace byl zjistén opacny vysledek: v pripadech
exostoz frekvenéné mirné dominuji mutace v genu EXT2 (Xu et al. 1999).

Nabizi se otdzka, zda existuji néjaké genotypo-fenotypové korelace v zavislost na
rdzném typu mutaci a zdali existuji fenotypové rozdily mezi pacienty s exostézami typu |
zplUsobené mutaci v genu EXT1 a pacienty s exostézami typu Il zplsobené mutaci v genu
srovnani s pacienty s mutaci v genu EXT2 ¢i pacienty s exostdzami bez prokazané mutace
v EXT genech (Alvarez et al. 2007 in Jennes et al. 2012; Porter et al. 2004 in Jennes et al.
2012), zatimco naopak jiné studie vyvraceji takovéto korelace u svych pozorovani (Signori et
al. 2007 in Jennes et al. 2012; Jennes et al. 2008 in Jennes et al. 2012). Takovy rozpor neni
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nic neo¢ekavaného, nebot exostdzy jsou i tak velmi heterogenni a vykazuji velkou klinickou
inter- a intrafamilidrni fenotypovou variabilitu (Wuyts and Van Hul 2000).

V této diplomové praci se budeme déle vénovat pouze genu EXT1, nebot leZi v téze
chromozomové oblasti jako gen TRPS1 a jeho delece je asociovana s TRPS II.

1.5 Gen EXT1
1.5.1 Lokalizace

Gen EXT1 (Exostosin glycosyltransferase 1) (Gene ID #2131) se nachazi
v chromozomové oblasti 8q24.1 (Ahn et al. 1995), distalné od genu TRPS1.

1.5.2 Struktura

Gen EXT1 se skladd z 11 exonu (Obr. 8), které svou délkou variruji mezi 90 a 1735 bp.
Nejvétsi je pritom prvni exon se svou délkou 1735 bp. Cely gen pak zahrnuje ptiblizné 350 kb
genomické DNA (Ludecke et al. 1997).

 FLCETHEL o

Obr. 8: Schematické znazornéni struktury genu EXT1 — Cerné boxy predstavuji kddujici oblasti. Prvni

polovina prvniho exonu znazornéna bilou barvou predstavuje 5°-UTR neprekladanou oblast,
analogicky bild ¢ast 11. exonu predstavuje 3°-UTR. Exony jsou Cislovany na zakladé genomické
struktury zjisténé skupinou Lidecke et al. 1997. Obrazek prevzat z publikace Wuyts et al. 1998.

Promotor genu EXT1 (,EXT1 core promoter”) byl zamapovan priblizné -917 bp
upstream od translacniho iniciacniho kodonu, uvniti 123 bp oblasti (-972-850). Tento region
je u savcl konzervovan a je lokalizovan v CpG ostrivcich obsahujicich CAAT a GC boxy, avsak
zadny TATA box. Takovyto promotor je charakteristicky pro tzv. ,housekeeping”
(,udrzovaci“) geny (Larsen et al. 1992 in Ludecke et al. 1997), coz je v souladu se zjisSténou
vSudypritomnou expresi tohoto genu (Ludecke et al. 1997).

Bylo zjisténo, Ze na pozici -1158 se mUZe nachazet polymorfni G/C-SNP (rs34016643),
lokalizovany ve vazebném misté pro transkripéni faktor v tésné blizkosti promotoru EXT1.
Genotypo-fenotypové studie naznacily asociaci C-alely s nizsi postavou, ale také s mensim
poctem exostéz. Polymorfismy jako je pravé tento jsou schopné fungovat jako genetické
modifikatory, zvlasté pokud jsou lokalizované uvniti TFBS (,Transcription factor binding
site”) v promotorové oblasti, ¢imz mohou ovlivnit hladinu genové exprese (Kramer et al.
2008 in Jennes 2011). Bylo prokazano, Zze nalezeny SNP lokalizovany v tésné blizkosti core
promotoru ma signifikantni efekt na EXT1 promotorovou aktivitu, coz u C-alely vede k
narlstu promotorové aktivity o 56 % ve srovnani s G-alelou. Mohlo by se tedy jednat o
potencidlni regulacni SNP, ktery by mohl fungovat jako jakysi modifikator, coz by mohlo
vysvétlit ¢ast klinické rliznorodosti pozorované u pacientl s exostézami (Jennes et al. 2012).
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1.5.3 Exprese

Gen EXT1 koéduje mRNA o velikosti 3376 bp (dle NCBI), kterd je nasledné
translatovana do proteinu o velikosti 746 aminokyselin (Ahn et al. 1995). Protein kddovany
genem EXT1 je transmembrdnovy glykoprotein typu Il, coZz znamend, Ze se sklada z N-
termindiniho cytoplazmatického konce, transmembranové domény, stopky a velké
globularni domény, kterd je pravdépodobné nositelem enzymatické aktivity (Colley 1997 in
McCormick et al. 2000). Protein EXT1 vykazuje glykozyltransferazovou aktivitu, je lokalizovan
v endoplazmatickém retikulu a pUsobi pri polymerizaci heparan sulfatu (McCormick et al.
1998).

Gen EXT1 je exprimovan ve vSech tkanich, presto byla nalezena nejvyssi hladina
exprese hlavné v maturujicich chondrocytech, ve kterych mohou proteiny EXT formovat
komplexy, aby zajistily fyziologicky vyvoj chrupavky. Slozky ECM (jako napf. chondroitin
sulfat ¢i heparan sulfat) ustanovuji jakési ,,mikroprostredi” v chrupavce i kosti, kde je mj.
uloZzeno mnoho rlznych rlstovych faktor(, které jsou duleZité pro spravné biologické
pusobeni. Je mozné, Ze pozménéna produkce proteoglykan( v kostni ¢i chrupavcité matrix
narusi lokalni pusobeni téchto rlstovych faktorl a negativné tak ovlivni normalni
chondrogenezi ve vyvyjejici se kosti. Bylo by tedy zajimavé spekulovat, zda pozménéna
kostni matrix z dlivodu sniZzené produkce heparan sulfatu u pacientd s HME neni schopna
»zachytit” rGstové faktory (jako napt. Indian Hedgehog), coz by mohlo vést k abnormalnimu
vyvoji kostni tkané s ndslednym vznikem exostéz (Kobayashi et al. 2000).

1.5.4 Funkce

Studie sporadickych a z exostdz vzniklych chondrosarkomi pfinesly zjisténi, ze gen
EXT1 ma tumorsupresivni funkci (Ahn et al. 1995). Ndhled na podrobnéjsi fungovani genu
EXT1 ptinesla data ziskana ze studii McCormick (1998) a Lind (1998). Tyto prace odhalily, ze
protein EXT1 je ve skuteCnosti transmembranovy glykoprotein lokalizovany
v endoplazmatickém retikulu vykazujici glykozyltransferazovou aktivitu a
katalyzujici biosyntézu glykosaminoglykanu, heparan sulfatu (HS)> (McCormick et al. 1998).
Konkrétné tento protein figuruje vkroku elongace fetézce, mohli bychom ho tedy
pojmenovat jako HS-polymerdzu (Lind et al. 1998).

Zda se, ze protein EXT1 se svym homolognim proteinem EXT2 formuiji in vivo hetero-
oligomerni komplexy, coZz vede kakumulaci obou proteini v Golgiho aparatu. Tento

> Heparan sulfat je komplexni linedrni polysacharid (proteoglykan), ktery je vSudypfitomné distribuovan na
povrsich bunék a v extracelularni matrix. Sestava ze sulfatovanych glykosaminoglykanovych retézc(, které jsou
kovalentné vazany krldznym core proteindm. Biosyntéza HS fetezcll zahrnuje formovani iniciacniho,
jednoduchého polysacharidu, slozeného ze stfidajici se kyseliny D-glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminovych
podjednotek spojenych 1->4 vazbou. Vysoce modifikovand sacharidovd sekvence ma schopnost interagovat se
Skalou biologickych faktor(. Je také znamo, Ze HS je zahrnut v mnoha bunécnych procesech od bunécné
proliferace, ptes signalizaci rdstovych faktort az po bunécénou adhezi (Carey 1997 in Wuyts and Van Hul 2000)
a pravdépodobné tak zastava dlleZitou roli v kontrole kostniho rdstu (Lind et al. 1998).
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EXT1/EXT2 komplex navic vykazuje podstatné vyssi glykozyltransferazovou aktivitu nez
proteiny EXT1 ¢i EXT2 samotné, coz naznacuje, Ze tento komplex reprezentuje biologicky
relevantni formu enzym(. Oba proteiny EXT jsou tedy vyZadovany pro plné aktivni
enzymaticky komplex, coZ znamen3, Ze tyto dva proteiny se nemohou vzdjemné zastupovat
ve své funkci. Toto poznani pfindsi logické vysvétleni, jak mohou mutace v jednom z téchto
dvou EXT genU vyustit ve stejny fenotyp (McCormick et al. 2000).

Role genu EXT1 ve formovdani exostéz na molekuldrni drovni byla objasnéna
identifikaci homologu genu EXT1 u drozofily (,Tout-velu gene”). Tento gen je, zda se,
vyzadovan pro vlastni spravnou difuzi signalniho proteinu ,Hedgehog” (Hh) (Bellaiche et al.
1998). Je pfitom znamo, Ze protein ,Indian Hedgehog” (lhh), jeden ze savéich homologu
proteinu Hh, je zndmym regulatorem proliferace a diferenciace chondrocytll v ristové
chrupavce; je exprimovan pre-hypertrofickymi chondrocyty, difuzi pronika do perichondria
(vazivovy obal chrupavky), kde pozitivné reguluje PTHrP (Parathyroid hormone-related
protein). PTHrP poté dava signal na PTH/PTHrP receptor pre-hypertrofickych bunék a
zabranuje tak pohybu dalsich chondrocytl niZze do diferencia¢ni drahy. Kdyz se chondrocyty
stanou zcela hypertrofické, vypnou expresi lhh, coZz dovoluje novym bunkdm zahdjit
diferenciacni drahu (Vortkamp et al. 1996 in Wuyts and Van Hul 2000). Tim se nabizi i model
pro vysvétleni vzniku a vyvoje exostdz: proteiny EXT jakoZzto glykozyltransferdzy jsou
zahrnuté v syntéze glykdzaminoglykanu, ktery reguluje difuzi proteinu Ihh. Mutaci v jednom
z téchto genl EXT se tvofi nefunkcni proteiny, které zabranuji difuzi proteinu Ihh, ¢imz
porusuji negativni zpétnovazebnou smycku fidici diferenciaci chondrocytd. To nasledné vede
k poruse skeletalniho vyvoje, jak je pozorovdno u exostdzové choroby (Wuyts and Van Hul
2000).

1.5.5 Mutace

Gen EXT1 je genem tumorsupresorovym. Mutace tohoto genu se dédi autozomalné
dominantné; z divodu autozomalné dominantni formy dédi¢nosti maji postizeni jedinci 50%
riziko pfenosu choroby na své potomky.

Knudson (1971) postuloval klasické paradigma, které ftika, Ze autozomalné
dominantni vzorec dédi¢nosti u rakovinnych syndrom( odrazi autozomalné recesivni
ztratovou (,loss-of-function”) mutaci na bunécné urovni (Knudson 1971). To znamen3, Ze
aby se udal onkogeneticky efekt, je nezbytné, aby obé kopie genu, ktery normalné funguje
jako tumorsupresorovy, byly odstranény. Jinak fe¢eno, mutace vtumorsupresorovych
genech maji recesivni charakter, coZz znamena, Ze aby se ,normalni“ geny staly
tumorigennimi, musi byt mutovany obé jejich alely. U familiarnich dominantné dédénych
rakovinnych syndrom( je mutace v prvni alele zdédéna (mutace v germinalni linii rodicd) a
druha mutace je somaticky ziskana (somatickd inaktivace u potomka). U sporadickych, tedy
nedédicnych, forem jsou obé mutace somatické, ziskané (Knudson 1971). Za nékterych
okolnosti vSak muZe hemizygotni stav tumorsupresorového genu (napf. geny APC (i
NF1/NF2) vést k benignim tumorlm (napf. adenomy ¢i neurofibromy), tzn. Ze i ztrata pouze
jediné kopie urcitého tumorsupresorového genli mlze vést k jasnému fenotypu. Nasledna
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dalsi ztrata druhé alely, ztrata dalSich jinych tumorsupresorovych genll a/nebo aktivace
onkogenl nasledné vede k maligni transformaci — ke kolorektalnimu adenokarcinomu ¢i
neurofibrosarkomu. Analogicky model bude pravdépodobné platit i v pfipadé genu EXTI1:
vrozena ztratova (,loss-of-function“) mutace vgenu EXTI mulZe vést k mnohocetnym
exostdzam, zatimco dalsi ztrata druhé alely &i ztrata dalSiho tumorsupresorového genu
v kombinaci s aktivaci onkogentd muze vést k maligni transformaci exostéz v chondrosarkom
Ci osteosarkom (Wuyts et al. 1996). To by mohlo vysvétlovat i wvyssi prevalenci
chondrosakromi u exostézové choroby (tedy 2-5%) ve srovnani s incidenci 1/100 000 pro
vSechny druhy kostnich rakovin (Hecht et al. 1995). Domnénka tumorsupresorové funkce
genu je podporena zjisténim, Ze bunky chondrosarkom( a osteosarkom( vykazuji ztratu
heterozygozity (,loss of heterozygosity”, LOH) v obou aleldch EXT1 na chromozomu 8 (Ci
aleldch EXT2 na chromozomech 11, popf. kombinaci alel EXT gen(l) (Hecht et al. 1995;
Raskind et al. 1995), dale faktem, Ze chondrosarkomy existuji jak v dédi¢né tak nedédicné
formé (pricemz vétSina chondrosarkom( je sporadickych) a také skutecnosti, Ze pacienti s
exostdzami maji zvysené riziko vyvinu chondrosarkomU (Raskind et al. 1995).

VétsSina mutaci v genu EXT1 jsou delece, nonsense mutace, sestfihové (,splice-site”)
mutace ¢i mutace posunujici ¢teci ramec (,frame-shift”), které vedou k predc¢asné terminaci
syntézy proteinu (Wuyts and Van Hul 2000). Tyto zkrdacené proteiny EXT1 jsou
pravdépodobné inaktivni a jsou rychle degradovany, coz vede ktémer kompletni ztraté
funkce. Naproti tomu missense mutace jsou pomérné vzacné.

Skupina Wuyts et al. (1998) provedla studii typd mutaci i Cetnosti mutaci
v jednotlivych exonech. Zjistila, Ze vétSina mutaci je ,osobnich”, tedy pfitomnych pouze
vjedné rodiné. Analyza distribuce mutaci v kddujicim regionu genu EXT1 odhalila, Ze
terminalni ¢ast genu EXT1 obsahuje mnohem méné mutaci, nez by se ocekavalo a ze vétsina
mutaci je situovana do prvnich Sesti exon(. Zajimavé také je, Ze terminalni region vykazuje
nejvétsi stupen konzervace mezi ¢leny genové rodiny EXT (Wuyts et al. 1998). Je moziné, Ze
mutace v termindlnim regionu, které zplsobuji predcasné ukonceni translace, vedou k
tvorbé proteint, které jsou méné zkracené a tutiz mohou stale mit néjakou funkéni kapacitu.
Lidé s takovymito mutacemi na terminalnim konci mohou tudiz vykazovat extrémné mirny
fenotyp Ci byt dokonce asymptomaticti (Wuyts and Van Hul 2000).

Bodova mutace ¢i mensi delece v genu EXT1 je spojovana s klasickym fenotypem,
tedy s vyskytem mnohocetnych izolovanych exostéz typu I. U pacientd svétsi deleci
zahrnujici gen EXT1 i gen TRPS1 nalézame exostdzy v kombinaci typickymi projevy TRPS (viz
kap. 1.1.3) a hovotime o tzv. Langer-Giedionovu syndromu, syndromu pfilehlych gend.
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2. Pfedpoklady a cile diplomové prace

PFi koncipovani této prace vychazime z predpoklad(, ze

e trichorhinofalangedlni syndrom vznika v dUsledku strukturni nebo bodové
mutace v genu TRPS1;

¢ jeho forma TRPS Il je syndromem pfilehlych gen(i zplsobenym rozsahlejsi
heterozygotni deleci vchromozomové oblasti 8924, pricemzZ delece zahrnuje
minimalné geny TRPS1 a EXT1;

e exostdzova choroba se mlzZe rozvinout jako nasledek mutaci genu EXT1 nebo
homologniho genu EXT2

Cilem prace je provéfit platnost uvedenych predpokladd pfi aplikaci na konkrétni
soubor pacientll, tedy detekovat strukturni a bodové mutace v kédujicich sekvencich genu
TRPS1 u pacient( trpicich trichorhinofalangealnim syndromem, detekovat strukturni zmény
v genu EXT1 u pacientl sizolovanymi exostdzami a posoudit klinicky vyznam nalezenych
mutaci.

Pro splnéni tohoto cile budou vyuzZity nasledujici prostredky:

e chromozomova oblast 824 vSech pacientl bude vysSetfena metodou MLPA
pro detekci rozsahlejsich deleci a duplikaci;

e kodujici exony genu TRPS1 pacientd s trichorhinofalangedlnim syndromem
budou podrobeny mutacni analyze pro detekci drobnych strukturnich zmén a
bodovych mutaci;

* nalezené mutace budou zhodnoceny za vyuziti dostupnych databazi mutaci a
polymorfism( a relevantnich publikaci
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3. Material

Zpracovavanym materialem byla lidskd DNA izolovana z periferni Zilni krve odebrané
do zkumavky s antikoagulaéni Upravou EDTA. Vzorky krve byly odebrany pacientlim
indikovanym ke genetickému vysSetfeni z divodu podezieni na mutaci gend TRPS1 Ci EXT1.

Vzorky periferni Zilni krve ¢i jiz vyizolovand DNA pacientld s TRPS ¢i izolovanymi
exostozami byly ziskavany na zakladé spoluprace s genetickou ambulanci MUDr. Miloslava
Kuklika, CSc. a s doc. MUDr. Alici Baxovou, CSc. z Ustavu biologie a lékafské genetiky 1. LF UK
a VFN.

Do diplomové prace bylo pro molekularné genetickou analyzu zahrnuto celkem 16
pacient(, z toho bylo 8 pacient( s typickym fenotypem TRPS a 8 pacientl vykazovalo pouze
exostézovou chorobu (v souboru pacientd s exostézami byli dva pacienti pfibuzni, jednalo se
o matku a dceru). Vsichni byli diagnostikovani na zakladé charakteristickych facialnich znaka,
obecnych symptomu danych onemocnéni a hodnoceni RTG snimku. Az na jednoho pacienta
(pacient €. 9) byli vSichni bez nalezu po klasické FISH ¢i CGH. Metody FISH a CGH vsak maji
svou urcitou limitni hranici detekovatelnosti a nejsou tak schopny zachytit mensi aberace,
jakymi jsou napf. delece jednotlivych exonl genu mensi nez 5-10 Mb (Forozan et al. 1997).
Pacient p9 mél jiz potvrzenou rozsahlou heterozygotni deleci na chromozomu 8q.

Od 6 pacinetl jsme méli kdispozici uplnou periferni zilni krev, u zbylych 10 jiz
izolovanou DNA. Ve vySetfovaném souboru bylo celkem 10 Zen a 6 muz(i ve véku od 8 do 60
let.

Kazdy vzorek dostal své evidencni Cislo od pl (pacient 1) do p16 (pacient 16) a pod
timto Cislem bylo se vzorkem dale pracovano jak v laboratofi, tak pti zavére¢ném hodnoceni.
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4. Metody
4.1 I1zolace DNA
4.1.1 Charakterizace metody

DNA muzZe byt z bunék vyizolovana za pomoci mnoha rliznych metod. Jednu z téchto
metod predstavuje izolace DNA za pomoci komercniho extrakéniho kitu. Jednd se o tzv.
,kolonkovou“ metodu izolace DNA. Tento druh predstavuje jednoduchy a rychly zplsob
izolace DNA svelmi dobrou vytéZnosti. Vysledkem je DNA vysoké kvality a Cistoty bez
kontaminace a s kompletnim odstranénim inhibitord (www.giagen.com). Pro nasi analyzu
jsme vyuzili pravé tento zpusob , kolonkové“ izolace s pouzitim QlAamp DNA Blood Mini Kitu,
zalozeny na pritomnosti silikatové membrany natazené ve zkumavce; optimalizované slozeni
pufrd a enzymy lyzuji vzorek, stabilizuji nukleové kyseliny a posiluji specifické navazani DNA
na silikagelovou membranu, zatimco kontaminacni latky ji projdou. Inhibitory PCR (jako napf.
dvojmocné kationy a proteiny) jsou kompletné odstranény ve dvou promyvacich krocich.
Zanechana Cista DNA je nasledné promyta bud vodou ¢i pufrem dodanym s kitem. Tento
QlAamp DNA Blood Mini Kit je designovan na zpracovani az 200 pl Cerstvé ¢i zmrazené lidské
plné krve (www.giagen.com).

4.1.2 Pracovni protokol

Periferni Zilni krev pacientd s TRPS ¢i izolovanymi exostézami byla na odbornych
pracovistich odebrana do zkumavky s antikoagula¢ni Upravou — EDTA. Tato krev byla
uchovavana zamrazena az do doby zpracovani.

DNA byla izolovana z plné periferni krve uzitim izola¢niho kitu QlAamp® DNA Blood
Mini Kit od spole¢nosti QIAGEN s pouZitim nasledujicich chemikalii:

QlAamp® DNA Blood Mini Kit, QIAGEN, Némecko
- roztok QIAGEN proteazy

- pufr AL (,,Buffer AL“)

- pufr AW1 (,Buffer AW1“)

- pufr AW2 (,Buffer AW2“)

Destilovana voda ze systému MILLIPOR Gradient; Milli-Q
Etanol 96%, P-LAB a.s., Praha

PouZité pfristroje:

- stolni vortex: VORTEX-GENIE®2 (spol. Scientific Industries, SI™™)

- termoblok: DigitaIni blokové lazné Grant QBD (spol. LABOSERV s.r.0.)
- mala pfiru¢ni centrifuga: Combi-Spin FVL-2400N (spol. BIOSAN)

- centrifuga: MICRO 240A (spol. Denville SCIENTIFIC INC.)
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Zkumavky se zamrazenou periferni krvi byly vyndany z mrazaku a nechany pfi

laboratorni teploté az do upIného roztati. Poté byla krev zpracovana za ucelem izolace DNA

dle nasledujiciho protokolu od vySe jmenované spolecnosti:

vk wnwN

10.

11.

Napipetovali jsme 20 pul QIAGEN proteazy na dno 1,5ml mikrocentrifugacnich
zkumavek.

Do kazdé mikrozkumavky jsme ptidali 200 pl vzorku (tj. periferni krve).

Nasledné jsme pridali 200 ul pufru AL (,,Buffer AL“) a vortexovali po dobu 15 s.
Takto pfipravené vzorky jsme inkubovali 10 minut na ploténce vyhfivané na 56°C.
Poté jsme kratce centrifugovali na malé prirucni centrifuze, abychom odstranili
kapicky z vicka.

Do kazdého vzorku jsme pfridali 200 pl 96% etanolu, vortexovali 15 s, nasledné
jsme opét kratce centrifugovali.

Takto pfipraveny vzorek z pfedchoziho kroku jsme opatrné prenesli na kolonku
(,QlAamp spin column®, soucast izolac¢niho kitu) umisténou ve 2ml sbérné
zkumavce a centrifugovali pfi 8 000 rpm (6 000 x g) po dobu 1 minuty.

Filtrat zachyceny ve zkumavce jsme vyhodili a kolonku usadili do Cisté 2ml sbérné
zkumavky a pfidali 500 pl pufru AW1 (,Buffer AW1“). Ndasledné jsme
centrifugovali pfi 8 000 rpm po dobu 1 minuty.

Filtrat zachyceny ve zkumavce jsme opét vyhodili a kolonku umistili do nové, Cisté
2ml sbérné zkumavky a pridali 500 pl pufru AW2 (,Buffer AW2“). Nasledné jsme
centrifugovali na plnou rychlost 14 000 rpm (20 000 x g) po dobu 3 minut.

Filtrat ve sbérné zkumavce jsme vyhodili a kolonku prendali do nové, Cisté 1,5ml
centrifugacni sbérné mikrozkumavky a na kolonku jsme pfipipetovali 200 pl
destilované vody. Inkubovali jsme pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut (coz
zvysuje vytéZzek DNA). Nasledné jsme centrifugovali pfi 8 000 rpm po dobu 1
minuty.

Takto pfipravenou vyizolovanou DNA (tedy filtrat z predchoziho kroku) jsme
uchovavali v lednici pfi 4 °C.

4.2 Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)

Metoda MLPA byla pouZita jako vychozi metoda k zakladnimu vySetfeni DNA vsech
pacientl s TRPS i EXT. K vySetfeni byl pouzit SALSA MLPA P228-B1 TRPS1-EXT1 probemix kit
od firmy MRC-Holland, Amsterdam, Nizozemi.

4.2.1 Charakterizace metody

»Multiplex ligation-dependent probe amplification” (MLPA) je metoda molekularni

genetiky, ktera byla poprvé popsana v roce 2002 skupinou Schouten et al. Spojuje v sobé dva

razné druhy metod molekularni genetiky - polymerdzovou retézovou reakci (,,Polymerase

Chain Reaction”, PCR) a hybridizacni metody (napf. , Fluorescent In Situ Hybridisation®, FISH;
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a od ni odvozené) — ¢imz se tato metoda stava specificka, robustni a celkem snadno
proveditelna v jediné zkumavce.

Analyzu MLPA muZeme rozdélit do nékolika stéZejnich krok(l (Obr. 9). Nejdfive se
provede denaturace vySetfované DNA, nasledné je tato denaturovand DNA inkubovana 16-
20 hodin se smési sond; kazda sonda se sklada ze dvou oddélenych ¢asti: prvni ¢ast sondy
sestava ze dvou Usekl — z hybridizacni sekvence (20 — 30 nukleotidl) komplementarni
k danému cilovému mistu na vySetfované DNA a ze sekvence pro pfimy primer, druha c¢ast
sondy sestava ze tfi Usekl — z hybridizacni sekvence (25 — 43 nukleotidd) komplementarni
k danému cilovému mistu na vySetfované DNA, ddle z tzv. ,stuffer” neboli ,vycpavkové”
sekvence a zpétného primeru. Sondy komplementarni k odliSnym lokustim obsahuji rGzné
dlouhé ,stuffer” sekvence. Obé casti kazdé sondy nasednou na cilovou DNA tésné vedle sebe
dle pravidla komplementarity. Ddle nasleduje ligace; pomoci enzymu ligdzy se doplni
kovalentni vazba a obé ¢asti sondy se tak spoji. Poté se necha probéhnout denaturace a
sondy se systémem PCR amplifikuji. Nasledné se amplifikaty elektroforeticky déli dle své
rozdilné délky, variabilni délka je zplsobena pravé pritomnosti rlizné dlouhé ,vycpavkové“
sekvence pro kazdy par sond. Poslednim krokem je pak pocitacova analyza dat (tedy
fragment(), kterd ndm ukaze, jak je vySetfované misto v genomu zastoupeno (Schouten et
al. 2002).

Pro tuto metodu je tedy typické, Ze nejsou amplifikovany cilové sekvence DNA, nybrz
sondy, které na cilovou sekvenci nasedaji a hybridizuji s ni. Pokud je tedy v DNA dany gen
pritomen, vytvori se amplikon sond a vysledek je zaznamendan na kapilarni elektroforéze.
Pokud je vsak cilovy lokus deletovan, ¢asti sondy nemohou nasednout, byt zligovany, a tutiz
ani amplifikovany Déle (v porovnani napf. se standardni multiplex PCR) se pfi MLPA reakci
pouziva jen jeden par primeru (Schouten et al. 2002).
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1. Denaturace a hybridizace

PCR sekvence primeru ¥ PCR sekvence primeru

JH_

Hybridizatni sekvence (leva)l Hybridizatni sekvence (prava)

2. Ligace

PR

3. PCR s univerzalnimi primery X a Y

ITer SERKVence

I
|

4. Fragmentacni analyza
!
zh"h T ——
UL O b b b

Obr. 9: Princip metody MLPA — 1: Sondy — levd sonda sestdva z hybridizacni sekvence a primeru X,
prava sonda sestava z hybridiza¢ni sekvence, tzv. ,Stuffer” sekvence a primeru Y. Pro kazdy par sondy
je ,Stuffer” sekvence razné dlouha. Denaturace DNA a nasledna nasednuti (hybridizace) sond na
cilové sekvence na principu komplementarity; 2: Ligace sond; 3: Amplifikace sond (nikoliv DNA)
systémem PCR; 4: PocitaCova analyza fragment( (www.mlpa.com).

Tradicni metody detekce mutaci, které jsou zalozené na amplifikaci jednotlivych
exonl z genomické DNA, nemohou detekovat vétsinu exonovych deleci a duplikaci, pokud je
téz pritomna normalni alela. Pravé metoda MLPA je vhodnd pro detekci heterozygotnich
deleci a duplikaci jednotlivych exon(, daji se vSak detekovat i bodové mutace (SNP) ci
hodnotit aneuploidie (Schouten et al. 2002). Zasadni nevyhodou vsak zUstavd, Ze jejim
prostfednictvim nelze vypdatrat balancované translokace; tato metoda ndm pouze ukaze,
zda-li (a pripadné kolikrat) je dany Usek v genomu pfitomen, ale nikoli, zda je pfitomen na
spravném misté (Rooms et al. 2005).

Konkrétné byl pro nasi praci pouzit kit SALSA MLPA EK1 se sadou sond SALSA MLPA
P228-B1 TRPS1-EXT1 od firmy MRC-Holland, Amsterdam, Nizozemi. Schématické sloZeni
smési téchto sond je uvedeno vtabulce 2, pfedhledné shrnuti vySetfované chromozomé
oblasti 8924 pak v tabulce 3. Vysledné amplifikaty maji rozdilnou délku pohybuijici se od 130
do 463 nt a na zakladé rozdilné délky mohou byt rozdéleny elektroforeticky. Srovnanim a
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vyhodnocenim profilu pikd ziskaného z vySetfovaného vzorku vici profilu pikd referencniho
vzorku (tedy zdravé, patologicky fenotyp nevykazujici, osoby) indikujeme aberantni oblasti.

Tab.2: Schématické zndzornéni smési sond SALSA MLPA P228-B1 TRPS1-EXT1 poutZitych pro zakladni
vySetfeni vSech pacientl. Prvni sloupec oznacuje délku vznikajicich fragmentl (nt), ve druhém sloupci
je zapsan kdd (komercéni oznaceni) vlastni sondy, treti sloupec obsahuje nazev daného vysetfovaného
useku (tj. genu a jeho konkrétni oblasti) a ¢tvrty sloupec popisuje jejich chromozomovou lokalizaci.
RGZové a Cervené vyznaceny geny naseho zajmu a jejich vySetfované exony, modie znazornény
prislusné kontrolni oblasti vybranych chromozom, kam nasedaji referenéni sondy.
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délka nazev genu a
vznikajicich | komercni | pfipadné oblast, | chromozomova
fragmentd | nazev sondy kam sonda lokalizace
(nt) naseda
130 03896-L00020 |referencni 11913
136 08271-L08150 | MTBP 8q24
142 07683-L09170| TNFRSF11B 8924
147 13226-L14559 |referencni 1p21
154 00580-L00145|MYC 8924
160 08277-L08156 |CSMD3 8924
172 12943-L14461 |referencni 12p11
178 06830-L06424
184 14330-L15999 | referencni 2q32
193 07373-L07020 [ RS 8924
202 09910-127245
211 07376-107023 LRSI 8924
217 04208-L09172
224 07371-L07405 LGRS G ] 8924
231 14934-L16667 |referencni
238 00853-.01381|SAMD12
246 07378-L07025 [IHRS GV
256 07372-107019 RS GT
265 07370-L07406 PN Glaie)
274 06824-L06418
279 14870-L20910|{MYC 8q24
285 07368-L26563 [N 6] ik 8q24
292 06822-1L06416
301 01041-L09956 | ASAP1 8q24
310 03379-L02772 |referencni 5g33
321 08270-L08149 |EBAGY 8q24
333 07374-127243 QIR ] 0 8q24
338 09015-1L27244|RNF139 8q24
346 03080-L02480
355 07377-L07408 [N =61/ 8q24
364 07369-L07409 [N e] 7 8q24
373 09490-L09747 | TRIB1 8q24
388 05218-L04587 | EIF3E 8q24
394 17630-L21674 | KIAA0196
a1 ENYHPTZLP] TRPSTexon 1 8gad
418 01048-L27291|RNF139 8q24
424 17938-L27425 |referencni 18921
430 17632-127290|RAD21 8924
436 08273-127289|NOV 8924
445 08276-L08155|CSMD3 8924
454 08274-L08153 |HAS2 8924
462 18948-L01619 |referencni 13q13
472 13813-L15307 |referencni 3g25
483 13439-1L14894 |referencni 17p13
492 18547-L24044 |referencni 9q34
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Tab.3: Schématické souhrnné znazornéni oblasti 8q24 vySetfované metodou MLPA — prvni sloupec
zndazornuje délku vznikajicich fragmentd, druhy sloupec oznacuje komercni nazev sondy nasedajici na
vySetfovany Usek, tfeti sloupec obsahuje nazev daného vysetfovaného useku (tj. genu a jeho
konkrétni oblasti) a ¢tvrty sloupec popisuje jejich chromozomovou lokalizaci, tedy pruh 8q24. RlZové

a Cervené vyznaceny geny naseho zajmu a jejich vySetfované exony.

délka ’
vznikajicich komeréni s chromozomova
. i oblast, kam sonda .
fragmentl | ndzev sondy ) lokalizace
naseda
(nt)

301 01041-L09956| ASAP1 exon 28 8q24

154 00580-L00145|MYC exon 3 8924

279 14870-L20910| MYC exon 1 8924

373 09490-L09747|TRIB1 exon 3 8924

394 17630-L21674|KIAA0196 exon 2 |8g24

217 04208-L09172|MTSS1 exon 7 8924

418 01048-1L27291|RNF139 exon 2 8924

338 09015-L27244 RNF139 exon 1 8924

454 08274-L08153|HAS2 exon 4 8q24

136 08271-L08150| MTBP exon 16 8q24

436 08273-L27289|NOV exon 1 8924

142 07683-L09170| TNFRSF11B exon 4 |8q24

238 00853-L01381|SAMD12 upstream |8q24

292 06822-1L06416

274 06824-1.06418

178 06830-L06424

346 03080-L02480

430 17632-1L27290|RAD21 exon 10

285 07368-1.26563 [IisH RG]

411 03081-127292 N RG]

364 07369-L07409 iy N= el WA

265 07370-L07406 RIS RG] E)

224 07371-L07405 QISR Gl )

256 07372-1L07019 [y N el g !

193 07373-1L07020 s R Gl !

333 07374-127243 QLGRS G )

211 07376-107023 PIEH RSl NE)

355 07377-L07408 PN RS G1V/

246 07378-1L07025 P RSG1V/

445 08276-L08155|CSMD3 exon 1 8924

160 08277-L08156]CSMD3 exon 10 8924

202 09910-L27245|CSMD3 exon 53 8924

321 08270-L08149|EBAGY exon 4 8924

388 05218-L04587|EIF3E exon 3 8924
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4.2.2 Pracovni protokol

Na spektrofotometru jsme zméfili koncentraci nami vyizolované DNA. Pro MLPA
analyzu potrebujeme roztok DNA o objemu 2,5 pl obsahujici cca 30 ng DNA. To znamen3, Ze
v 1 pl musi byt 12 ng DNA. Proto jsme si museli spocitat, kolik nami vyizolované DNA mame
napipetovat do reakce. Nasledné tento objem musime doplnit dH,O na konecny objem
2,5 ul. U nékterych vzorkl bylo pouZito mensi neZ doporucené mnozstvi DNA z divodu nizké
koncentrace DNA. | vtéchto pripadech ovsem bylo pouZité mnoiZstvi dostacujici, coz
potvrzuji i nase predchozi zkusenosti s metodou MLPA.

Pro analyzu byl pouZit vyse zminény SALSA MLPA Kit od firmy MRC-Holland,
Amsterdam, Nizozemi. VSechny faze MLPA (denaturace DNA, hybridizace sond, ligace sond a
amplifikace ligovanych sond) probihaly vthermocycleru svyhfivanym vikem. Reakcni
chemikalie byly vidy pred pouzZitim kratce vortexovany (kromé enzym). Pri pfipravé master
mixd byl enzym pridavan vidy nakonec a jen lehce promichan pipetou. Oproti plivodnimu
protokolu byla MLPA analyza provadéna v polovi¢nich objemech, fragmentacni analyza pak
v pIném objemu dle plvodniho protokolu.

Teplotni profil thermocycleru pro MLPA reakci:

1) Denaturace DNA
1. 98°C 5 minut
2. 25°C pauza
2) Hybridizacni reakce
3. 95°C 1 minuta
4, 60°C pauza
3) Ligacni reakce
5. 54°C pauza

6. 54°C 15 minut
7. 98°C 5 minut
8. 20°C pauza

4) PCR
9. 35cyklh

* 95°C 30 sekund
* 60°C 30 sekund
e 72°C 60 sekund
10.72°C 20 minut
11.4°C  pauza

Pouzité chemikalie

SALSA® MLPA® Kit, MRC-Holland, Nizozemi
- Pufr (,SALSA MLPA Buffer*)
- liga¢ni pufru A (, Ligase buffer A“)
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- ligac¢ni pufru B (, Ligase buffer B“)

- ligaza (,,SALSA Ligase-65 enzyme*“)

- primery (,,SALSA PCR Primer mix“) — syntetické oligonukleotidy, jeden z nich je
fluorescencné znacen, dNTPs

- polymeraza (,,SALSA polymerase®)

Smeés oligonukleotidovych sond (Probemix)

Destilovana voda ze systému MILLIPOR Gradient; Milli-Q
Formamid

LIZ 500

PouZité laboratorni ptistroje

spektrofotometr: Nanophotometer (spol. IMPLEN)

- laminarni flowbox: s@feFlow1.2 (spol. BIOAIR Instruments)

- stolni vortex: VORTEX-GENIE®2 (spol. Scientific Industries, SI™)

- thermocycler: Professional Thermocycler (spol. Biometra, An Analytik Jena
Company)

Pracovni protokol:

DEN 1

1.

Do stojanku jsme vyndali pomoci pinzety mikrozkumavky o objemu 0,2 ml a oznadili
si je.

Napipetovali jsme do téchto mikrozkumavek dH,O a zvortexovanou DNA dle naSich
vypoctl tak, aby byl konecny objem 2,5 pl.

Zkumavky jsme umistili do thermocycleru a spustili MLPA program. V této chvili
dochazelo k denaturaci vzorku DNA po dobu 5 minut pfi 98°C a nasledovalo zchlazeni
vzorku na 25°C.

Mezitim jsme si pFipravili master mix |; pipetovali jsme do 0,2ml mikrozkumavky:

n. 0,75 ul pufru (SALSA MLPA Buffer; Zluta ¢epicka zkumavky) + 10%,
n. 0,75 pl oligonukleotidovych sond (Probemix; ¢erna cepicka) + 10%,

kde n je pocet aktudlné zpracovavanych vzorkd; tento hybridizaéni master mix jsme
na zavér dobre promichali pipetou a poté jesté kratce zvortexovali.

Po probéhnuté denaturaci DNA jsme pfipipetovali 1,5 pul pfipraveného hybridiza¢niho
master mixu do kazdé zkumavky se vzorkem v thermocycleru. Po pfipipetovani
tohoto master mixu | jsme vzorek promichali pipetou a pokracovali vreakénim
programu: inkubace po dobu 1 minuty na 95°C, poté 18 (rozmezi 16-20) hodin pfi
60°C. V tomto kroku dochazelo k hybridizaci sond s DNA.
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DEN 2

6.

10.

11.

Pripravili jsme si ligacni master mix Il (Ligase-65 master mix):

n.12,5 ul dH,0 + 10%,

n. 1,5 ul ligacniho pufru A (Ligase buffer A; prahledna cepicka) + 10%,
n. 1,5 ulliga¢niho pufru B (Ligase buffer B; bila ¢epicka) + 10%,

n. 0,5 ul ligdzy (SALSA Ligase-65 enzyme; zelena cepicka) + 10%,

kde n je pocet aktudlné zpracovavanych vzork(; tento master mix Il jsme
nevortexovali, jen lehce promichali pipetou (z dlvodu pFitomnosti enzymu).

Po 18hodinové pauze jsme pokracovali v programu thermocycleru. Vzorky snizily
teplotu na 54°C. Kdyz byly vzorky na teploté 54°C, pfipipetovali jsme do kazdé
zkumavky se vzorkem 16 pl master mixu Il pfipraveného v predchozim kroku a
pipetou promichali.

Pokracovali jsme v programu thermocycleru: 15 minut inkubace pti 54 °C (v této fazi
dochazi k ligaci), nasleduje 5 minut pfi 98 °C pro tepelnou inaktivaci ligacniho enzymu
(Ligase-65 enzyme) a poté pauza pri 20°C.

Pfipravili jsme si polymeracni master mix Ill:

n.3,75 pl dH,0 + 10%,

n . 1 pl Primer mix (SALSA PCR Primer mix; hnéda cepicka) + 10% - syntetické
oligonukleotidy, jeden z nich je fluorescencné znacen, dNTPs,

n . 0,25 pl polymerdzy (SALSA polymerase; oranzova Cepicka) + 10% - polymerazu
jsme zahrali na 10 s v ruce pro redukci viskozity,

kde n je pocet aktualné zpracovdvanych vzorkd. Cely master mix Ill jsme nakonec
promichali pipetou

Pfi pokojové teploté jsme pfidali 5 pl polymeracniho master mixu Ill ke vzorkim,
promichali pipetou a nechali pokracovat program thermocycleru — 35 PCR cykl(: 30 s
pfi 95°C, 30 s pii 60°C, 60 s pfi 72°C. Program zakoncen 20minutovou inkubaci pfi
72°C a poté pauza pfi 4°C. Poté je program ukoncen. Nasledné byly vzorky ihned dale
zpracovany fragmentacni analyzou.

Fragmentacni analyza probihala vtom samém thermocycleru. Ve flow boxu jsme si
pfipravili a oznacili osmizkumavkovy strip a do kazdé této mikrozkumavky bylo
napipetovano 9 ul formamidu (stabilizuje viakna DNA oddélené, nemaji tedy tendenci
renaturovat), 0,25 pul zvortexovaného LIZu 500 (standard pro velikosti DNA
fragment() a 0,75 ul zvortexovaného amplifikdtu. Takto pfipraveny strip byl umistén
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do thermocycleru a byl spustén fragmentacni program (80°C po dobu 2 minut, pak na
4° pauza), poté byl strip odnesen na servisni pracovisté k dalSimu zpracovani.

4.3 Mutacni analyza

Pokud vySetfeni metodou MLPA vyslo negativni, tedy pokud nebyla zachycena zadna
aberace ve vysetfované oblasti, pfistoupili jsme u vybranych pacientl k mutacni analyze
genu TRPS1. Vybrani byli pouze pacienti vykazujici fenotypové znaky TRPS, pacienti
s izolovanymi exostdzami bez typickych znakd TRPS nebyli do vysetfeni tohoto typu zahrnuti,
nebot se u nich nepredpoklada zadna mutace v genu TRPS1.

4.3.1 Charakteristika metody

Mutacni analyza spociva v amplifikaci jednotlivych kddujicich sekvenci (exon() genu
systémem PCR (,polymerase chain reaction”, polymerazova retézova reakce) a jejich
nasledné sekvenaci. PCR je jednou ze zakladnich metod molekuldrni genetiky, kterou v roce
1983 poprvé provedl Kary Mullis, avsak teoreticky byla popsana jiz roku 1971 Kjellem
Kleppem. Jedna se o enzymatickou syntézu DNA in vitro; reakce vyuZiva syntetické
oligonukleotidové primery, které hybridizuji s cilovou DNA a ohranici presné uUsek naseho
zajmu. Za pomoci polymerazy a volnych nukleotidd dochazi k amplifikaci Useku naseho
zajmu. Reakci bychom mohli rozdélit do tfi stéZejnich krok(: (1) rozvolnéni templatové
dsDNA (denaturace); (2) nasednuti primerQ (,annealing”); (3) syntéza fragmentu pomoci
polymerazy (elongace). Cely cyklus se mnohokrat opakuje, ¢imz dochazi k exponencialni
akumulaci fragmentu v reakéni zkumavce. Pomoci gelové elektroforézy se nasledné musi
ovérit, zda opravdu doslo k amplifikaci fragmentu (Useku DNA) naseho zajmu. Pokud ano,
nasleduje dalsi krok, ve kterém je produkt vyse uvedené reakce precistén a zbaven tak soli a
zbytku reagencii. Poté je precistény PCR produkt pouzit k nasledné sekvenacni reakci, coz je
v podstaté asymetrickd PCR s vyuZitim ddNTPs (dideoxynukleotidy) a pouze s jednim typem
primerd. Dideoxynukleotidy jsou modifikované nukleotity, za které jiz nelze zapojit dalsi
nukleotid. Tyto ddNTPS jsou pfidany v malém mnozstvi do reakéni smési a jsou oznaceny
¢tyrmi rGznymi fluorochromy podle toho, o kterou bazi se jedna (A, T, G, C). v prdbéhu PCR
reakce dochazi k tomu, Zze DNA-polymerdza po nasyntetizovani urcité ¢asti fragmentu zapoji
do vldkna jeden ddNTP, ¢imz se syntéza ukonci. Protoze je ddNTPs v reakéni smési relativné
malo a DNA-polymeraza je zaclenuje na nahodna mista, obsahuje reakéni smés po dokonceni
urcitého poctu cykld velké mnoistvi rlizné dlouhych vldken zacinajicich od stejného mista
uréeného primerem avsak koncici vidy nékterym z rlizné barevné znacenych ddNTPs. Jedna
se o variantu klasické PCR, avsak do reakéni smési se pfidd pouze jeden z paru primerd.
Dojde tak k amplifikaci pfednostné jednoho viakna DNA, které je nasledné vyuZito pro cteni
na sekvendatoru. Produkt asymetrické PCR je potfeba po sekvenacni reakci pred vlastnim
Ctenim jesté precistit. Na sekvenatoru jsou pak vlidakna DNA citlivé rozdélena podle své délky
kapilarni elektroforézou a pomoci pocitace jsou snimany signaly fluorochromu s posledniho
zarazeného nukleotidu, tedy z ddNTP. Podle toho, jaka barva signalu je zachycena,
zaznamend pfistroj bazi tohoto nukleotidu. Sekvenace nam tedy presné urci poradi
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jednotlivych nukleotidd ve vySetfované DNA, tato sekvence je nasledné porovnana
s referencni sekvenci genu (exonl), ¢imz se odhali veskeré malé mutace (napft.
jednonukleotidové delece, missense mutace) i jednonukleotidové polymorfismy (SNP).

4.3.2 Amplifikace exonti genu TRPS1 metodou klasické PCR

Pouzité chemikalie

- Taq pufr Fermentas s (NH4),SO4 (10x)

- MgCl; Fermentas (25 mM)

- dNTP (10 mM)

- Forwared primer (10 nM)

- Reversed primer (10 nM)

- Taq DNA polymerazy (0,3 U)

- Destilovand voda ze systému MILLIPOR Gradient; Milli-Q

Pouzité pristroje

- stolni vortex: VORTEX-GENIE®2 (spol. Scientific Industries, SI™)
- thermocycler: Professional Thermocycler (spol. Biometra, An Analytik Jena
Company)

Protokol PCR:

1. Do 0,2ml oznacenych mikrozkumavek jsme se pfipravili reakéni smés o celkovém
objemu 15 pl. Pipetovali jsme nize uvedené reagencie vdanych objemech a
v nasledujicim poradi (MnoZstvi dH,O a DNA bylo pro kaZdy vzorek individudini a
odvijelo se od koncentrace pouZité DNA, vZdy vSak v souctu predstavovalo 11,5 ul.
Mnozstvi DNA v ul bylo voleno tak, aby celkové ve vzorku pro PCR bylo vidy 100-200
ng DNA; tedy ¢im byla DNA koncentrovanéjsi, tim vice dH,O bylo nutné pouZit):

- xuldH,0

- 1,5 ul pufru Fermentas (10x)

- 0,9 pl MgCl, Fermentas (25 mM)

- 0,2 pl ANTP (10 mM)

- 0,3 ul Forwared primer (10 nM)

- 0,3 ul Reversed primer (10 nM)

- x ul DNA

- 0,3 ul Tag DNA polymerazy (0,3 U)

VSechny reagencie jsme pred pouZitim zvortexovali (kromé polymerazy), se
samotnou polymerdazou jsme pak pracovali na ledu a pfidali ji do smési az jako
posledni.
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2. Reakéni smés jsme umistili do thermocycleru a spustili amplifikacni program. Pro
amplifikaci jednotlivych exonu bylo tfeba zvolit konkrétni teplotni profily PCR:

Teplotni profil PCR: TRPS1 exon 2 (158 bp)

96°C/2min — pocatec¢ni denaturace
94°C/30s (denaturace)

59°C/30s (hybridizace) » 35 cykl{
72°C/20s (elongace)

70°C/3 min — zavérecna elongace

Teplotni profil PCR: TRPS1 exon 3 a4 (929 bp a 1130 bp)

96°C/2min — pocatec¢ni denaturace
94°C/30s (denaturace)

59°C/30s (hybridizace) 35 cykll
68°C/1 min (elongace)

68°C/3 min — zavéreéna elongace

Teplotni profil PCR: TRPS1 exon 5 a exon 6 (603 bp a 123 bp)

96°C/2min — pocatecni denaturace
94°C/30s (denaturace)

61°C/30s (hybridizace) 35 cykll
72°C/30 s (elongace)

70°C/3 min — zavérecna elongace

Teplotni profil PCR: TRPS1 exon 7 (1062 bp)

96°C/2min — pocatec¢ni denaturace
94°C/30s (denaturace)
56°C/30s (hybridizace) 35 cykld

68°C/1min (elongace)
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68°C/3 min — zavérecna elongace

Sekvence primerud pouzitych pfi PCR

TRPS1ex2F: 5" aattgcattagcctcctget 37 (20 bp)
TRPS1ex2R: 5" tgtgccaagaacttttccag 3° (20 bp)
TRPS1ex3F: 5" gataacactgtatctgccttttcc 3° (24 bp)
TRPS1ex3R: 5  ctgtctggtactgggaccttg 3° (21 bp)
TRPS1ex4F: 5" atgacaccttggaagtaaagtcc 3” (23 bp)
TRPS1ex4R: 5 attttatttgtatattcctcccgac 3° (25 bp)
TRPS1ex5F: 5" ttcagaacgctgtctttgecag 3” (21 bp)
TRPS1ex5R: 5" cctgtagagaaagaatgtgtgttcc 3° (25 bp)
TRPS1ex6F: 5  gatcatgtgactcacctctgacc 3° (23 bp)
TRPS1ex6R: 5" ccaggccaacactgctttat 3 (20 bp)
TRPS1ex7F: 5 ccttttatgtattgtatgtgttctctge 3” (28 bp)

TRPS1ex7R: 5" acattacaagctattgaattcccatt 3” (26 bp)

Nasledné jsme si museli ovéfit pomoci agarové elektroforézy, zda se nam opravdu povedlo
namnozit dany exon.

4.3.3 Elektroforéza

PouzZité chemikalie

- TBE pufr

- agarodza

- interkala¢ni barvivo: GelRed Nucleid Acid Stain

- velikostni standard: GeneRuler 100 bp DNA ladder #SM0241 (Fermentas Life
Sciences)

- modra loadovaci barvi¢ka: DNA Loading Dye #R0611 (Thermo Scientific)

Poufzité pristroje:

- klasicka horizontalni elektroforeticka sada
- snimaci p¥istroj Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ Imaging System (BIORAD)
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Pracovni protokol:

10.

Do odmérného valce jsme si pripravili 0,5 litru 0,5x koncentrovaného TBE pufru, ktery
nam slouzil jako zakladni médium pro elektroforézu.

Pripravili jsme si do Erlenmeyerovy banky 2% gel z agardzy, a to rozpusténim 3 g
agarozy ve 150 ml TBE pufru pfipraveného v predchozim kroku.

K takto pfipravené smeési jsme pfripipetovali 7,5 pl barviva GelRed Nucleid Acid Stain,
které slouzi jako detekcni Cinidlo pro DNA, interkaluje se mezi pary bazi a detekuje
nam tak DNA.

Smés jsme promichali a dali do mikrovinné trouby povafit, dokud nevznikla husta,
tekuta homogenni smés.

Povarenou smés jsme nechali lehce zchladnout a poté ji nalili do elektroforézové
formy takové mnoiZstvi, aby se vytvofila asi 1 cm vysoka vrstva, a do té umistili
hfebinek pro vytvoreni jamek. Gel jsme nechali 35 minut tuhnout.

Ze zatuhlého gelu jsme vyndali hfebinek, gel umistili do elektroforetické vany a prelili
pufrem.

Na parafilmu jsme smichali 0,75 pl velikostniho standardu GeneRuler 100 bp DNA
ladder (Fermentas Life Sciences) a 2,5 pl modré barvicky a tuto smés jsme
napipetovali do prvni jamky.

Z PCR vzorku jsme odebrali 5 pl a toto mnozstvi smichali na parafilmu také se 2,5 pl
barvicky a napipetovali do dalsi jamky. Toto jsme provedli pro vSechny PCR vzorky.
Spustili jsme elektroforézu pfi 130 V, 30 minut.

Po probéhnuti reakce jsme gel vyhodnocovali a fotili pod UV lampou pomoci
snimaciho systému Gel Doc™ XR+ (BIORAD), ktery umozfiuje vysledek zviditelnit a
pomoci pocitaCového programu Imagelab jsme vyhodnotili, zdali se nam povedlo
dany exon naamplifikovat. Pfiklad vystupu z elektroforézy je na obr. 10.
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Obr. 10: Ukazka snimku z gelové elektroforézy — (1) standardni velikostni Zebficek po 100 bp, (2-6)
naamplifikované exony 2 (158 bp) u vzork( p1, p5, p6, p7 a p12.

v _ vew

4.3.4 Precisténi amplifikatt

Po ovéreni na elektroforéze jsme namnozeny fragment DNA museli predistit,
abychom odstanili soli a nespotfebované reagencie, které by inhibovaly ndslednou sekvencni
reakci. K precisténi jsme pouzili precistovaci kit Roche high pure PCR product purification kit
(v. 16) od spolec¢nosti Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko.

Pouzité chemikalie

Roche high pure PCR product purification kit (v.16), Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Némecko:

- Binding Buffer

- Wash Buffer

- Elution Buffer

- dH,O
- Produkt PCR
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PouZité pristroje

- centrifuga: MICRO 240A (spol. Denville Scientific inc.)
- stolni vortex: VORTEX-GENIE®2 (spol. Scientific Industries, SI™)

Pracovni protokol

1.

K veskerému amplifikatu jsme pridali 80 pl dH,0 a 500 ul Binding Bufferu a vse radné
zvortexovali.

Do sbérné zkumavky jsme usadili kolonku s membranou, smés jsme na tuto kolonku
prenesli a centrifugovali na maximalni rychlost 14 000 otacek po dobu 1 minuty.
Filtrat zachyceny ve zkumavce jsme wylili @ na membranu pripipetovali 500 ul
promyvaciho pufru (Wash Buffer). Centrifugovali jsme na 13 000 otacek po dobu 1
minuty.

Filtrat zachyceny ve sbérné zkumavce jsme opét vylili a na membranu pfipipetovali
200 ul promyvaciho pufru (Wash Buffer). Centrifugovali jsme na 13 000 otacek po
dobu 1 minuty.

Filtrat i se zkumavkou jsme odstranuli a membranu usadili do Cisté eppendorfky. Na
membranu jsme pripipetovali 40 pul elu¢niho pufru (Elution Buffer) a centrifugovali na
13 000 otacek po dobu 1 minuty, ¢imz jsme ziskali precistény amplifikat.

4.3.5 Sekvenacni reakce metodou asymetrické PCR s pouzitim ddNTPs

Pouzité chemikalie na reakéni smés:

- dH,0

- 5xSequencing Buffer (Applied Biosystems)

- Primer (F nebo R)

- Produkt PCR

- Sekvenacni kit BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems)

PouZité pristroje:

- thermocycler: Professional Thermocycler (spol. Biometra, An Analytik Jena
Company)

Pracovni protokol:

1. Pro kaidy vzorek obsahujici jeden naamplifikovany exon jsme si pfipravili dvé
0,2ml mikrozkumavky, oznacili je (napf. plex2F — pacient ¢. 1, exon 2, primer
Forwared) a napipetovali do nich 3,5 pl dH,0 a 2 pl sekvenacéniho pufru.

2. Pripitelovali jsme vidy 1 pl jednoho typu primeru (F nebo R); kazdy sekvenacni
vzorek obsahoval jen jeden typ primeru, a tedy pro kazdy PCR vzorek byly
pfipraveny 2 reakéni zkumavky
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3. Ke kazdému vzorku jsme pfidali 1 pl sekvenacniho kitu.

4. Na zavér jsme pridali do kazdého vzorku 2,5 pl PCR produktu.

5. Zkumavky jsme vloZili do thermocycleru a spustili sekvenacéni program (stejny pro
vSechny exony), teplotni profil programu:

96°C/3 min

96°C/10s

50°C/5s 35 cykld
60°C/3 min

4.3.6 Precisténi po sekvenacni reakci

Pouzité chemikalie:

- 96% ethanol (EtOH I)
- 70% ethanol (EtOH 1)

PouZité pristroje:

- Centrifuga: Sartorius SIGMA® (spol. Biotech)
- Termoblok: QBO2 (spol. Grant)

Pracovni protokol:

1. K 10 pl sekvenacni smési (vySe popsané) jsme pfridali 28 pl 96% ethanolu (EtOH 1) a
nechali 15 minut stat pri pokojové teploté.

2. Poté jsme smés stoCili na 13 000 otacek po dobu 20 minut, nasledné jsme odstrikli
supernatant na bunicinu.

3. Ke zbylé peleté jsme pftidali 50 pl 70% ethanolu (EtOH 1) a opét stocili na 13 000
otacek, tentokrat po dobu 10 minut.

4. Po stoceni jsme opét na bunicinu odstiikli supernatant a mikrozkumavku obsahujici
peletu s malym zbytkem ethanolu umistili do termobloku na 40°C na dobu asi 10
minut, dokud nedoslo k Uplnému vysuseni a odstranéni ethanolu.

5. Takto pfipravené zkumavky jsme odnesli do servisni laboratore.
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5. Vyhodnocovani ziskanych dat
5.1 Data ziskana metodou MLPA

Servisni pracovisté PrF UK, Laboratoi sekvenace DNA, nam zpracovala data
z fragmentacni analyzy do formatu *.fsa. Pro kazdy vySetiovany vzorek tedy vznik soubor ve
formatu *.fsa, ktery byl vloZzen do poéitatového programu Peak Scanner™ Software v1.0 (r.
2006) od spolecnosti Applied Biosystems a vyhodnocen. Ukazka prace vtomto programu je
na obr. 11.

V tomto programu byly zjistovany velikosti jednotlivych pikl, pfiéemZ kazidy pik
predstavuje jednu amplifikovanou sondu a odrazi tedy pfitomnost urcité ¢asti genu. Vznikne
nam tedy jakysi ,pikovy profil“ pokryvajici cely gen TRPS1, vybrané exony genu EXT1°, dalsi
geny z chromozomové oblasti 8q24 a vybrané referencni oblati genomu. Aby se pikovy profil
pacienta mohl vyhodnotit, potfebujeme samozrejmé i pikovy profil zdravé osoby, ktery nam
slouzi jako vnitini kontrola. Kazdy pikovy profil jednotlivého pacienta byl srovnan s pikovymi
profily dvou zdravych kontrolnich jedincl a pak také se zprimérovanym pikovym profilem
téchto dvou zdravych osob. Pokud je u pacienta vysSetfovany Usek genu bez mutace (indel
mutace), pak na tento Usek mohou nasednout MLPA sondy a amplifikovat se. Vysledna
velikost piku u tohoto pacienta by pak proto méla byt témér shodna s velikosti piku u zdravé
kontroly a jejich relativni pomér by proto mél byt pfiblizné roven jedné. Pokud je vsak
v néjakém useku genu pfitomna delece, sondy na DNA nenasednou, nedojde k jejich
amplifikaci, velikost piku bude oproti zdravé kontrole ménsi a tutiz i pomér velikosti piku
vySetfované/zdravé osoby bude mensi neZ jedna. Pokud naopak bude pfitomna ve
vysetfované oblasti duplikace, sondy nasednou na vice mist, a proto bude velikost piku
oproti zdravé kontrole vétsi a pomér velikosti piku vySetfované/zdravé osoby bude vétsi nez
jedna.

e Pouzity MLPA reak¢ni kit je designovan pouze pro vySetreni pacientl s podezienim na TRPS syndrom. Neslouzi
ke kompletnimu vysetfeni genu EXT1. Z tohoto dlvodu tento kit neobsahuje sondy pro vSechny exony genu
EXT1, ale pouze soundy pro zacatek a konec genu EXT1, aby bylo mozné spolehlivé zachytit i pfipadny podtyp
TRPS 11
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Obr. 11: Ukazka prace a zobrazeni pikového profilu v programu Peak Scanner Software. Uprostied
vzhled pikového profilu, v dolni ¢asti hodnoty velikosti jednotlivych pikd.

5.2 Data ziskana z mutacni analyzy

Po sekvenacni reakci byla smés precisténa a sekvence jednotlivych exon( ,prectena”
na sekvenatoru v Servisnim pracovisti PfF UK, Laboratofi sekvenace DNA, a zpracovana do
formatu *seq.

Ziskané sekvence exonu byly zobrazovany v programu Chromas Lite verze 2.1 (2012).
Ukazka prace vtomto programu je na obr. 12. Tyto sekvence byly nasledné porovnavany
s referencni sekvenci dostupnou v databdazi NCBI (reference sequence NM_014112.4); nami
ziskana sekvence v programu Chromas Lite byla nejprve prevedena do formatu ,FASTA” a
porovnana s referencni sekvenci na NCBI vV programu BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Timto krokem jsme se predevsim ujistili, zda se

v nasi sekvenci nenachdzeji homozygotni mutace, prestoZe jsou tyto mutace velmi
nepravdépodobné. Zaroven nas porovnani sekvenci upozornilo na heterozygotni zmény,
které jsme vSak vyhodnocovali pfimo v programu Chromas Lite. Pfi tomto vyhodnocovani
sekvenci jsme se zaméfili predevSiim na hledani malych deleci a jednobodovych
heterozygotnich zamén bazi, a to z nékolika dlvodd: (1) TRPS je syndromem dominantnim,
coz znamend, Ze homozygotni mutace (at uz malé delece ¢i zamény bazi) jsou velice
nepravdépodobné; homozygotni mutace byla doposud publikovana jen v jediném pfipadé
(Ludecke et al. 2001). (2) U TRPS jsou velmi ¢asto popisovany rlizné velké delece nebo
naopak pravé heterozygotni jednobodové mutace (Ludecke et al. 2001).

Pfipadné nalezené jednobodové zmény budou nejprve konfrontovany s databazi
NCBI (National Center for Biotechnology Information), kde jsou zaneseny vsechny
polymorfismy (SNP) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a nasledné také s databazi HGMD (The
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Human Gene Mutation Database), kde jsou prehledné wvypsany vsechny doposud
publikované mutace genu TRPS1 (http://www.hgmd.cf.ac.uk).

8 MIK1-F E11 - Chromas [ B
File Edit Options Help

= V& W A

Open Export | Print | Ned Find

——— —— [Sample: MIK1-F

Obr. 12: Ukazka prace v programu Chromas Lite — v programu zobrazena ¢ast sekvence exonu 3
pacienta ¢. 1.

6. Vysledky
6.1 Trichorhinofalangedlni syndrom
6.1.1 Souhrnné vysledky

Pomoci analyzy MLPA se podafilo zachytit deleci genu TRPS1 pouze u jednoho
pacienta z celkovych 8. Avsak dle studie Ludecke et al. z roku 2001 je témér u 90% pacientd
s fenotypem TRPS nalezena mutace vtomto genu, pfiCemZ asi u poloviny pacient(
s potvrzenou mutaci se jednd pravé o rtizné velké delece. Velmi podstatnou ¢ast mutaci vsak
tvori i jednonukleotidové zamény, proto se u zbylych 7 proband( pristoupilo k sekvenaci
vsech kddujicich ¢asti exon(, tedy exonl 2-7. Sekvenaci se podafilo identifikovat mutaci u 2
pacientd. Jeden pacient byl dokonce nositelem dvou rliznych typd mutaci, a to nonsense
mutace v exonu 4 a malé delece vexonu 5, ptficemz vsak nelze rozhodnout, zda se obé
mutace nachazely na jedné alele, ¢i mél proband na kazdé alele jednu mutaci. Z publikace
Ludecke et al. (2001) vsak vime, Ze i mutace obou alel genu TRPS1 je stav je slucitelny se
Zivotem.

Celkem jsme tedy zachytili mutaci u 3 z celkovych 8 pacientd, zachytnost mutaci tedy
byla pfiblizné 38 %. JelikoZz se vsak jedna o velmi maly soubor pacientl, neni statistické
hodnoceni ¢etnosti nalezenych mutaci pfilis relevantni.
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6.1.2 Charakteristika pacienti s pozitivnim nalezem
6.1.2.1 Pacient €. 9

Pacient p9 byl muz, ktery vykazoval typické facialni fenotypové znaky TRPS,
predevsim hruskovity tvar nosu a ridké vlasy. Tento pacient trpél navic téZ mnohocetnymi
exostdzami. Exostotickych vybézkd byly desitky, lokalizované byly predevsim na dlouhych
kostech dolnich koncetin (nejvice na holennich a stehennich kostech), tedy na mistech, kde
jsou exostotdzy popisovany nejcastéji. Exostézy mél proband vsak pfitomny i na paznich
kostech a velké exostdzy mél dale také na obou lopatkach, coZ si zdlvodu velké bolesti
vyzadalo operacni zakrok. Kromé toho mél tento pacient silnou osteopordzu se snizenim
hybnosti, medidlni rozstép patra (zevné neviditelny) spojeny s potizemi pfi feci, polohové
anomadlie zub(l spojené s kompresi zubl v Celistech a Madelungovu deformitu pravého
predlokti. Pravé chodidlo mél proband zkracené o 6 cm a pravou koncetinu zkracenou o 9 cm
(zkraceni dolni koncetiny o 9 cm je vysledkem operace a prodluZovani koncetiny, jinak by
zkraceni bylo daleko zavaznéjsi). Celkové lze fici, Ze prava strana vykazovala mnohem vice
exostotickych vybézk(i a byla mnohem zavainéji postizena. Proband nevykazoval Zadny
stupen mentalni retardace, jeho vySka dosahovala 178 cm a hmotnost byla v normé
vzhledem k vysce (70 kg). Na zakladé takového fenotypu bychom probanda zaradili k typu
TRPS 1.

Analyza MLPA analyza odhalila rozsahlou deleci v chromozomalni oblasti 824 (Tab.
4). Tato heterozygotni delece zahrnovala geny TRPS1 i EXT1 a kromé nich téz desitky dalSich,
distalng&ji lokalizovanych, gent’ (Tab. 4). Na zakladé této skutenénosti miizeme konstatovat,
Ze jsme molekuldrné genetickou analyzou potvrdili zarfazeni probanda k typu TRPS II, tedy
Langer-Giedionovu syndromu. Rozsah delece byl stanoven dle vzdalenosti jednotlivych sond
v rozmezi priblizné 9,6696-11,9994 Mb. Jednd se tedy o pomérné rozsahlou deleci a neni
proto prekvapujici, Ze tento pacient byl zaroven jedinym pacientem v souboru pacient( od
MUDr. Kuklika, kterému tuto rozsahlou deleci diagnostikovala i metoda FISH.

Rodi¢e probanda pro vysetfeni dostupni nebyli, i presto vSak predpokladame, ze
nejsou nositeli delece, nebot nevykazuji Zadny ze znaku typickych pro TRPS. Proband je tedy
s nejvétsi pravdépodobnosti nositelem delece vzniklé de novo.

Delece tedy byla lokalizovana distalnim smérem od genu TRPS1 a nezasahovala tak
geny lokalizované proximalné od genu TRPS1. Delece tedy jiZz nepostihla gen CSMD3 (Tab. 4).

7 Vysetfovaci SALSA MLPA kit neobsahuje sondy pro Uplné vSechny geny oblasti 8q24 tak, jak jdou za sebou.
Obsahuje sondy pouze pro vybrané, stézejni geny v oblasti 8q24. Na prvni pohled by se tedy mohlo jevit, Ze
pacient ma kromé genl TRPS1 a EXT1 deleci dalSich nékolika malo genl, ve skute¢nosti ma v3ak deleci desitek
gen(, které se vtéto deletované oblasti nachazeji (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), ale sondy na tyto geny
nejsou soucasti MLPA kitu.
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Tab. 4: Schematické znazornéni rozsahlé deletované oblasti u pacienta ¢. 9. Prvni sloupec obsahuje
nazvy genl na chromozomu 8, které testuje pouZity vySetfovaci kit (riZové a Cervené zdlraznény
geny EXT1 a TRPS1), druhy sloupec znaci lokalizaci (tedy chromozomalni oblast 8g24). V poslednim
sloupci je uveden pomér velikosti pikll po fragmentacni analyze u vySetfovaného pacienta ku
praméru velikosti pikG dvou negativnich zdravych kontrol, pficemZ rozsahla deletovana oblast je
vyznacena oranZoveé.

(*) Podrobnéjsi vysvétleni téchto hodnot viz kap. 5 Vyhodnocovani ziskanych dat.

3 Chromozomova | Pomér velikosti
Nazev genu . o
lokalizace pikd (*)

ASAP1 8q24 1,049022949]
MYC 8q24 1,110275447
MYC 8q24 1,020845037
TRIB1 8q24 1,065555372
KIAA0196 8q24 0,499097075
MTSS1 8q24 0,511758669]
RNF139 8q24 0,554990788
RNF139 8q24 0,595302618
HAS?2 8q24 0,495300894
MTBP 8q24 0,547401907
NOV 8q24 0,514248688
TNFRSF11B 8q24 0,530609869]
SAMD12 8q24 0,560499236
0,4754557,

0,555435974

0,614177221

0,551128645

RAD21 8q24 0,535909551
TRPS1exon 1 0,521317782
TRPS1exon 1 0,520515475
TRPS1 exon 2 0,5317588
TRPS1 exon 3 0,579417336
TRPS1 exon 3 0,52713216
TRPS1exon 4 0,560006968
TRPS1exon 4 0,62667774
TRPS1 exon 5 0,5727432
TRPS1 exon 6 0,552649647
TRPS1 exon 7 0,511104794
TRPS1 exon 7 0,516186003
CSMD3 8q24 0,954620998
CSMD3 8q24 1,16485537
CSMD3 8q24 1,174017307,
EBAG9Y 8q24 1,11014182
EIF3E 8q24 0,988134587
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6.1.2.2 Pacient ¢. 12

Pacientem p12 byla Zena, kterad vykazovala typické znaky TRPS bez znamek exostéz.
Tato pacientka méla svétlé ridké vlasy, hruskovity tvar nosu, brachydaktylii prstl na rukou
(kromé 4. prst(, ty byly svou délkou normalni), pficemz ale vSechny prsty byly navic rlzné
vychylené v interfalangealnich kloubech. Pacientka trpéla artritickymi zménami kloubd,
predevsim pak kloubl kycelnich. Kycelni klouby byly navic dysplastické a vychylené ze své
osy. Kromé toho trpéla pacientka nefrologickymi potizemi. Jeji vySka byla 150 cm a hmotnost
vzhledem k vySce v mezich normy (51 kg). Na zakladé fenotypu bychom tedy probanda
zaradili k typu TRPS I.

Analyza MLPA u této pacientky neprokazala mutaci, avsak pomoci sekvenace se
podarilo odhalit bodovou mutaci (nonsense) v exonu 4 a mikrodeleci v exonu 5 genu TRPS1
(sekvenace byla samoziejmé nékolikrat opakovana pro potvrzeni spravnosti). Molekularné
genetickou analyzou jsme tedy prokazali, ze proband nalezi k typu TRPS I.

Mikrodelece o velikosti 19 nukleotid(i byla heterozygotni, jak ukazuje smésny pikovy
signal na obr. 13. Rozlusténi smésného pikového profilu je pak na obr. 14. Deletovana
sekvence byla 5° GAGAGGGGCAGACATCCTG ‘3, v cDNA odpovida pozici nukleotidi 2420 az
2439 (dle databaze HGMD) a ovliviiuje tim aminokyselinovou sekvenci od pozice 807.
Mikrodelece je lokalizovana v exonu 5 do mist, kde nejsou zadné funkéni domény. Nicméné
se touto deleci méni a posouva cely ¢teci rdmec (jedna se tedy o frame-shift mutaci), ¢imz je
ovlivéna sekvence i konformace proteinu, pfedevsim pak GATA zf domény a IKAROS-like zf
domény nachazejicicmi se na konci proteinu, které jsou stézejni pro interakci s DNA ¢i jinymi

proteiny.
| | | " nu H B B | " BN n | I | | | - ™ T o o = ™ Iy =y - [ [ -
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Obr. 13: Cast sekvence exonu 5 genu TRPS1 u pacientky p12 — prvni polovina sekvence ukazuje

standardni homozygotni sekvenci exonu, avsak ve druhé poloviné zacind smésny signal, ktery je
vysledkem heterozygotni delece o velikosti 19 bp. Jedna sekvence smésného signalu odpovida
bezprostfedné navazujici referencni sekvenci, druhy signal odpovida referenc¢ni sekvenci vzdalené o
19 nukleotidd.
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A:5 ..TTG/GAGAGGGGCAGACATCCTGCGGGGGAGTCCGTCATA... 3’
B:5 ..TTG/GAGAGGGGCAGACATCCTGCGGGGGAGTCCGTCATA... 3’

C:5 .. TTG/ CGGGGGAGTCCGTCATA... 3’

Obr. 14: Rozlusténi sekvence pikového profilu zaznamenaného ¢ténim z pfimého primeru — A: ¢ast
referencni sekvence exonu 5 genu TRPS1; B: prvni sekvence zaznamenand ze smésného pikového
profilu (plné odpovida referencni); C: druha sekvence zaznamenand ze smésného pikového profilu.
Cervené vyznatend je heterozygotné deletovand oblast na jedné alele; zelené vyznadena jiz
nedeletovand oblast pfitomna v obou alelach (ovsem ve skutecnosti kvili deleci vici sobé vzajemné
posunutd); sekvence TTG pred lomitkem znacni ¢ast homozygotniho signalu pred zacatkem signalu
smésného. Stejny vysledek poskytlo i ¢téni z reverzniho primeru.

Sekvenace vsak odhalila u této pacientky bodovou mutaci v exonu 4 genu TRPS1. K
zaméné nukleotidu doslo na pozici 1765, kde byl adenin (v pfimém sméru) v jedné alele
nahrazen thyminem (Obr. 15). To wvyustilo v heterozygotni zménu tripletu kddujiciho
aminokyselinu lysin na pozici 589. Triplet AAG kéduijici lysin byl zménén na terminacni triplet
TAG. Identifikovana bodova mutace se nachazi v misté, kde nejsou zadné funkéni domény.
Tato mutace dosud nebyla v literature popsana.
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Obr. 15: Cast sekvence exonu 4 Eteného ze zpétného primeru. Sipka oznaduje misto, kde
doslo k heterozygotni zaméné baze. Tato bodova mutace A1765T je klasifikovana jako nonsense
mutace, nebot vede ke vzniku terminaéniho kodonu. Stejny vysledek poskytlo i ¢teni z pfimého
primeru, jen byla sekvence o néco hfe Citelna.

6.1.2.3 Pacient ¢. 15

Pacientem pl5 byla Zena sfenotypem TRPS. BohuZel u této pacientky nebyla
k dispozici Zadna data o osobni ani rodinné anamnéze.
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Sekvenace odhalila u této pacientky mutaci vexonu 4 genu TRPS1, jak ukazuje
smésny signal na Obr. 16. Po rozkdédovani smésného profilu jsme zjistili, Ze mutace a posun
Cteciho ramce je zplUsoben deleci 6 nukletid( CACTTT a naslednou inzerci 37 nukleotidl (Obr.
17). KdyzZ jsme se poté dikladnéji podivali na sekvenci inzerce, zjistili jsme, Ze tato inzerce je
svou sekvenci shodna s riznymi ¢astmi plvodni, referencni sekvence, avsak zmnozZené Useky
jsou vuci plvodni sekvenci preorganizované (Obr. 18). Identifikovana mutace byla tedy ve

své podstaté velmi komplexni prestavbou.

Obr. 16: Cast sekvence exonu 4 genu TRPS1 u pacienta p1l5 — prvni polovina sekvence ukazuje
standardni homozygotni sekvenci exonu, avSak ve druhé poloviné zacind smésny signal, ktery je
vysledkem komplexni heterozygotni prestavby skladajici se z delece a ndsledné inzerce nékolika
nukleotid(l. Inzerce je navic v podstaté duplikaci rlznych ¢asti plvodni referenéni sekvence.
Vysledkem je posun étéciho ramce, tzv. frame-shift. Cteno z reverzniho primeru, z pfimého primeru
byla sekvence hire Citelna, nebot mutace se nachazela ke konci exonu 4.

A: 3" ...CA/CACTTTCATAGTGAAAGAGGAGTACATCTACGTCAGGGGTGGTGAATGAA... 5’
B: 3" ...CA/CACTTTCATAGTGAAAGAGGAGTACATCTACGTCAGGGGTGGTGAATGAA... 5’

C: 3" ..CA/---mmm- TAGTGAGTACATCTACGTCAGGGGTGAAAGAGGAGTACATAGTG... 5’

Obr. 17: Rozlusténi sekvence pikového profilu zaznamenaného ¢ténim ze zpétného primeru — A:
Cast referencni sekvence exonu 4 genu TRPS1; B: prvni sekvence zaznamenana ze smésného
pikového profilu (pIné odpovida referenéni sekvenci); C: druhd sekvence zaznamenand ze smésného
pikového profilu. Cervené vyznacena je heterozygotné deletovand oblast na jedné alele; modfe je
vyznacena inzerce (obrazek tedy znazornuje situaci, kdy delece i inzerce leZi v téZze alele); zelené
vyznacena jiz shodnda oblast pfitomna v obou alelach (shodné pokracuje dale), ovsem kvdli inzerci
vUci sobé vzdjemné posunutd; sekvence CA pred lomitkem znadi ¢ast standardniho homozygotniho
signalu pred zacatkem signalu smésného. V jedné alele (Obr. C) tedy chybi 6 nukleotidli CACTTT
(Cervené) a navic je tam vmezereno 37 nukleotidli (modre). Stejny vysledek poskytlo i ¢téni z pfimého
primeru, avSak sekvence byla ke konci Spatné citelna.
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A: 3" ...CA/CACTTTCATAGTGAAAGAGGAGTACATCTACGTCAGGGGTGGTGAATGAACACT... 5’

B: 3" ...CA/------—--- TAGTGAGTACATCTACGTCAGGGGTGAAAGAGGAGTACATAGTGAAAG... 57

C: 3°..1AG !-!CTACGTCAGGGGTGAAAGAG-IAGTGAAAGAG-TCT ACGTCAGGGGTGGTGA... 5

Obr. 18: Grafické znazornéni a rozlusténi inzerce — A: ¢ast referencni sekvence exonu 4; B: sekvence
s heterozygotni mutaci ziskand ze smésného signdlu - inzerce o 37 nukleotidech je podtrzena;
barevné znazornéno, Ze tato inzerce je svou sekvenci shodna s rliznymi ¢astmi referencni sekvence;
C: grafické znazornéni komplexnosti prestavby — z barevné vyznacené sekvence je patrné, Ze proband
mél v jedné alele urcité casti sekvence zmnozZené; vlastni inzerce je podtrZena.

6.2 Exostdézova choroba
6.2.1 Souhrnné vysledky

Z celkovych 8 pacientll vykazujicich pouze fenotyp izolovanych exostéz jsme pomoci
metody MLPA odhalili mutaci jen u jednoho z nich. Jedna se o ocekdvany vysledek, nebot
vznik exostdz je podminén i mutacemi v genu EXT2. Navic jsme nevysetfovali vSechny exony
genu EXT1.

6.2.2 Charakteristika pacientli s pozitivnim nilezem

6.2.2.2 Pacient ¢. 11

Pacientkou €. 11 byla Zena trpici mnohocetnymi exostézami. Jeji vyska byla 158 cm a
hmotnost byla vzhledem k vysce v normé (54 kg). Pacientka vykazovala disproporci v oblasti
predlokti, pravdépodobné z divodu pFitomnosti vetSich exostotickych vybézku, které branily
normalnimu rastu predlokti.

Metoda MLPA u této pacientky odhalila deleci exonu 11 genu EXT1 (Tab. 5) v
podoblasti 8g24.11. Maximalni mozny rozsah delece mohl ¢init 960,4 kb.

U této pacientky se jednda o familidarni pripad exostézové chodoby. Exostézovou
chorobou trpél téz jeji otec, sestra otce (tedy teta) a téZ otec otce (tedy dédecek). Sama
pacientka ma dvé dcery, pricemz obé dvé vykazuji fenotyp izolovanych exostdz a lze se tedy
domnivat, Ze jsou nositeli stejné mutace jako jejich matka. Celkem je tedy v rodokmenu 6
osob stotoznym onemocnénim. Kdispozici pro vysetfeni vSak byla pouze tato jedna
pacientka.

68



Tab. 5: Schematické znazornéni zachycené delece u pacientky €. 11. Prvni sloupec obsahuje nazvy
genll na chromozomu 8, které testuje pouZity vySetfovaci kit (rGZové a cervené zdlkaznény geny
EXT1 a TRPS1), druhy sloupec znaci lokalizaci (tedy chromozomalni oblast 8g24). V poslednim sloupci
je uveden pomér velikosti pikd po fragmentacni analyze u vySetfovaného pacienta ku priaméru
velikosti pikl dvou negativnich zdravych kontrol, pficemz deletovana oblast je vyznacena oranzové.

(*) Podrobnéjsi vysvétleni téchto hodnot viz kap. 5 Vyhodnocovani ziskanych dat.

3 Chromozomova | Pomér velikosti
Nazev genu . P
lokalizace pika (*)

ASAP1 8924 0,991446732
MYC 8q24 0,986276092
MYC 8q24 0,861131278
TRIB1 8924 0,943427806
KIAA0196 8q24 0,888444927
MTSS1 8924 0,926774036
RNF139 8qg24 1,07306058
RNF139 8q24 0,931170331
HAS2 8924 1,068655113
MTBP 8924 1,032078951
NOV 8q24 0,984702301
TNFRSF11B 8924 0,926569722
SAMD12 8q24 1,065770264

0,895655267

0,943142949

1,017865273

0,478852689
RAD21 8qg24 1,037165879
TRPS1 exon 1 1,031293806
TRPS1exon 1 0,953232669
TRPS1 exon 2 1,077231501
TRPS1 exon 3 1,053365759
TRPS1 exon 3 1,005286376
TRPS1 exon 4 1,080396059
TRPS1 exon 4 0,99273324
TRPS1 exon 5 0,974369883
TRPS1 exon 6 1,018886831
TRPS1 exon 7 1,027115026
TRPS1 exon 7 0,988017744
CSMD3 8q24 0,933983142
CSMD3 8924 1,085561647
CSMD3 8qg24 1,193385276
EBAG9 8924 0,985023931
EIF3E 8qg24 0,945605005
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7. Diskuze

Vtéto diplomové praci byla provedena molekuldarné genetickd analyza
chromozomové oblasti 8924 na souboru 16 pacientd, z nichZ 8 vykazovalo fenotyp TRPS a 8
trpélo izolovanymi exostézami.

Pacienti s izolovanymi exostézami bez typickych znak( TRPS byly do studie zahrnuti,
protoze jiz bylo publikovano nékolik pfipadd, kdy u pacienta s exostézovou chorobou bez
typickych ¢i jen s nékolika mirnymi znaky TRPS byla identifikovana rozsahla delece v oblasti
8(023-24 a pacient byl tak diagnostikovan jako LGS (&ili TRPS II). Facialni znaky TRPS jsou totiz
silné variabilni a fenotypovy projev mlze byt rizné zavaziny a celkové vykazuje TRPS Siroké
klinické spektrum symptomu. Navic pokud je pacientova mutace mozaikou, mohou dokonce
nékteré charakteristické fenotypové znaky zcela chybét (Shanske et al. 2008). Pravé exostozy
se tak mohou stat voditkem k odhaleni LGS. Provedeni molekuldarné genetické analyzy a
potvrzeni Ci vyvraceni domnélé diagndzy je tedy uZitecné pravé v pripadech nevykazujicich
klasickou klinickou prezentaci syndromu.

Zakladnim vysetfenim chromozomalni oblasti 8q24 vsech pacient(i byla molekularné
genetickd metoda MLPA. Touto metodou se u 2 pacientl z celkovych 16 podafilo prokazat
kauzalni mutaci zpUsobujici jejich fenotyp. Konkrétné metoda MLPA odhalila rozsahlou
deleci u jednoho pacienta (p9) s TRPS a mikrodeleci u jednoho pacienta (p11) s exostézovou
chorobou. Oba dva pozitivni pacienti byli vySetfovani opakované, aby se ovéfila spravnost
vysledku.

Pacient p9 vykazoval typické fenotypové znaky TRPS, trpél mnohocetnymi exostézami
a nevykazoval Zadny stupen mentalni retardace. Z klinického hlediska zajimava je skutec¢nost,
Ze tento pacient mél mnohem vice exostotickych vybézkl na pravé strané téla a celkové byla
prava strana téla i mnohem zavaznéji postizena. Dle MUDr. Kuklika |ze proto spekulovat, ze
takovyto fenotyp by mohl byt vysledkem vysokoprocentni mozaikovité mutace v urcitych
tkanich ¢i v urcitych Castech téla. Nicméné dle MLPA byl tento pacient nositelem rozsahlé
heterozygotni delece v oblasti 8924 (coZ ovsem vysokoprocentudlni mozaiku nevylucuje),
ktera kromé gen( TRPS1 a EXT1 zasahovala i dalsi desitky okolnich, distalnéji lokalizovanych,
genl a jeji rozsah byl dle pouZitych vysetfovacich sond stanoven v rozmezi 9,6696-11,9994
Mb. Proband tedy nalezi k typu TRPS Il. Delece byla lokalizovana distalnim smérem od genu
TRPS1 a nepostihla tak gen CSMD3. Pfedpoklada se, Ze pacienti, u kterych delece zasahuje
proximalné od genu TRPS1 a postihuje tedy i gen CSMD3, trpi mentalni retardaci. Naopak
pacienti s distalni deleci od genu TRPS1 (a tedy sobéma kopiemi genu CSMD3) jsou
mentalné v poradku (Ludecke et al. 1991; Riedl| et al. 2004). Tuto hypotézu podporuje i tento
proband, jehoZ inteligence je normadlni a delece nezasahovala gen CSMD3.

Pozoruhodné také je, Ze vysSka probanda cinila 178 cm. U pacientld s TRPS Il je totiz
vétSinou popisovano razantni snizeni postavy a tézkd rlstova retardace, pravdépodobné
z divodu kumulativniho efektu, jelikoz geny TRPS1 a EXT1 se oba podileji na skeletalnim
rastu. U tohoto pacienta je vSak nutno vzit v potaz, Ze absolvoval nékolik chirurgickych a
plastickych operaci za ucelem odstranéni exostdz a tedy zlepSeni rustu. Navic pak jesté
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podstoupil prodluZovani pravé dolni koncetiny. Z téchto divodu je pravdépodobné jeho
vyska témér normaini.

Pacient p11 byla Zena s typickym izolovanym exostézovym fenotypem, u které se
podafilo odhalit deleci v genu EXT1. Delece vSak mohla byt i rozsahlejsi, distalnéji mohla
zasahovat i exony 10 a 9, na které bohuzel ve vysetifovacim kitu nebyly pfitomné sondy a
tudiz tuto pfipadnou skutecnost nebylo mozné odhalit. Delece vSak mohla zasahovat i
proximalnéji a postihnout napf. geny MED30 (Mediator complex subunit 30) a SLC30A8
(Solute carrier family 30 zinc transporter member 8), které jsou lokalizovany za genem EXT1
a na které téz nebyly v kitu pfitomné sondy. Teprve po téchto genech ndsleduje gen RAD21,
ktery vime, Ze pacientka deletovany neméla. Spolehlivé Ize tedy pouze konstatovat, Ze
delece byla lokalizovana do podoblasti 8g24.11 a zasahovala exon 11 genu EXTI, jeji
maximalni velikost Cinila 960,4 kb (jeji minimalni velikost nelze spolehlivé urcit), avsak jeji
presny rozmeér bohuzel neni mozné pouzitou metodou zmapovat.

U zbylych 7 pacientl sizolovanymi exostézami jsme metodou MLPA neodhalili
Zadnou mutaci v genu EXT1. Pro tuto skutecnost miZzeme mit hned nékolik vysvétleni:

(1) Vysetrovaci SALSA MLPA kit obsahoval sondy pouze pro vySetfeni exon( 1, 2, 8 a
11 genu EXT1; je tedy mozné, Ze pacient mohl mit mikrodeleci jinych exonl genu EXT1, nez
na které byly ve vySetfovacim kitu pritomné sondy.

(2) Pacient nemusel mit mutaci v exonech genu EXT1. Mohl byt nositelem mutace v
v intronech Ci v okoli genu EXT1, napt. v promotorovém regionu ¢i v regulacnich oblastech.
Nami pouzity SALSA MLPA kit neobsahoval sondy pro vySetfeni intron( ani pro podrobné a
presné vysettreni okoli genu EXT1. Pfipad, kdy pacient s exostézami vykazoval deleci pouze
vintronu (a kdy nebyla nalezena mutace v zddném z exona), byl jiz publikovdn v roce 2013
(Waaijer et al. 2013).

(3) Pacient mohl mit exostdzy plynouci z mutace v jiném genu, nejpravdépodobnéji
v homolognim genu EXT2, jehoZz mutace je také zodpovédna pravé za vznik mnohocetnych
izolovanych exostdz. Avsak jako vhodni kandidati se jevi i jiné geny, napf. geny EXT3 Ci EXTL
geny (,EXT-like geny”) EXTL1, EXTL2, EXTL3 fungujici v téZe biologické draze, kterd zahrnuje
adhezi ¢i polymerizaci heparan sulfatovych fetézcl (Wuyts et al. 1998; Wuyts and Van Hul
2000; Jennes et al. 2012).

(4) | pres podrobna vysetieni (vCetné genového okoli, nekddujicich oblasti a
homolognich EXT gend) se pfiblizné u 4-15 % pacientd (Udaj se lisi v zavislosti na studii)
nepodati na molekuldrni drovni odhalit pfic¢inu vzniku jejich exostézovych vybézkl (Waaijer
et al. 2013; Wuyts et al. 1998).

Ani u 7 z celkovych 8 pacientl s fenotypem TRPS metoda MLPA neodhalila Zadnou
mutaci. ProtoZe vsSak velmi podstatnou ¢ast mutaci tvoii bodové mutace, které metoda
MLPA nezachyti, pristoupilo se u zbyvajicich 7 pacientl s TRPS k sekvenaci vSech kdédujicich
Casti exonl (tedy kddujicich cCasti exonl 2-7) genu TRPS1. Sekvenaci exonl se podafilo
zachytit mutace u dalSich 2 pacient(, pficemz u jednoho byly nalezeny dokonce dvé rlizné
mutace.
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U probanda p12 se metodou sekvenace podafilo odhalit nonsense mutaci na pozici
1765 vexonu 4. Tato mutace A1765T vedla ke vzniku terminacniho kodonu, a tedy
k pfed¢asnému ukonceni translace. Dale byla vSak tato pacientka nositelkou mikrodelece o
velikosti 19 nukleotidl v exonu 5. Ze sekvenace nelze bohuzel fici, zdali pacientka méla
bodovou mutaci na jedné alele a deleci na druhé alele (a tudiz ji nevznikal zZadny ,wild-type”
protein TRPS1) nebo zdali se obé mutace nachazely vjedné alele a pacientka tudiz
exprimovala protein TRPS1 alespon z jedné nemutované alely. Pokud by vSak obé mutace
lezely v téZe alele, bodova nonsense mutace v exonu 4 vedouci k terminaénimu kodonu by
znamenala predcasné zastaveni translace a delece v exonu 5 by tudiz z hlediska proteinu
byla irelevantni. V kazdém pfipadé i samotnd bodovd mutace taktéZ vyustuje ve ztratu
dilezitych domén na konci proteinu, predevsim pak GATA zf domény a IKAROS-like zf
domény, které jsou stézejni pro interakci s DNA ¢i jinymi proteiny.

Z dostupného rodokmenu se lze vSak domyslet, Ze pacientka nesla obé detekované
mutace v jedné alele, nebot ma dva syny, pficemzZ prvni syn ma totozny fenotypovy projev
jako ona (a Ize se tedy domnivat, Ze zdédil mutaci) a jeji druhy syn nenese Zadné fenotypové
znamky TRPS, je zcela zdravy a tudiz musel zdédit zdravou (,wild-type”) alelu od své matky.
BohuZel vsak ani jeden ze syn( nebyl dostupny pro vysetfeni. PfestoZe rodiCe pacientky
nebyli k dispozici pro vysetfeni, domnivdme se, Ze byla nositelkou mutace (mutaci) vzniklych
de novo, nebot ani jeden z rodi¢li nevykazoval znamky TRPS.

U pacientky p15 sekvenace odhalila mutaci v exonu 4. Po rozkédovani smésného
pikového profilu ze sekvenace se ukazalo, Ze tato mutace je velmi kompexni prestavbou,
nebot se skladala z delece 6 nukletidi CACTTT a inzerce 37 nukleotidd. Inzerce byla navic
svou sekvenci shodnd s riznymi ¢astmi plvodni, standardni sekvence, avSak jednotlivé useky
byly vici pavodni sekvenci preorganizované. Lze si predstavit dvé ndsledujici situace. Prvni,
Ze pacientka méla jednu alelu plvodni, nemutovanou a druhou alelu mutovanou z divodu
delece a nasledné inzerce. Na jedné alele by tedy doslo k posunu ¢teciho rdmce a tvorbé
Spatného proteinu, avsak druha alela by byla plvodni, nemutovana a tudiz by z ni vznikal
standarni protein. Lze vSak téz spekulovat o druhé moznosti, a to Ze pacientka mohla mit
deleci 6 nukleotiddl CACTTT na jedné alele a inzerci 37 nukleotidd na druhé alele, tedy Ze
mohla mit obé alely mutované. Ze sekvenace bohuzel nelze urcit, ktera z téchto moznosti je
spravna. Teoreticky pokud by pacientka méla na jedné alele deleci 6 nukleotidd, chybély by
v sekvenci proteinu pouze dvé aminokyseliny, ale ¢teci rdmec by se nezménil. Tudiz by
zUstaly zachovany duleZité domény na konci proteinu. Samotnad inzerce na druhé alele by ale
vedla ke zméné ¢teciho rdmce a tvorbé mutovaného proteinu.

Celkem se tedy pouZitymi metodami podafilo identifikovat mutaci u 3 pacientl
s TRPS, coZz znamna, Ze zachytnost mutaci byla priblizné 38 %. Nicméné hodnoceni
zachytnosti mutaci neni pfilis relevantni, nebot se jednalo o velmi maly soubor pacientd. U 5
pacientl vSak ani presto nebyla odhalena Zadnd mutace tohoto genu (a dokonce nebyl
nalezen ani Zzadny jednonukleotidovy polymorfismus, SNP). To mize mit nékolik vysvétleni:

(1) Sekvenanci reakce byla provadéna pouze pro kdédujici ¢asti exonl (tedy exon(
2-7), jejichz translaci vznika protein TRPS1. Pomoci sekvenace jsme tedy nehledali mutace
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v nekodujicich oblastech (exon 1 a prevaina c¢ast exonu 7), intronech a potencialnich
regulaCnich elementech genu TRPS1. Regulalni elementy u genu TRPS1 zatim sice nebyly
identifikovany, nicméné se da predpokladat, Zze takovéto struktury existuji. Podporou pro
toto tvrzeni budiZ pripad existence dalSich genl ovliviujici rlst a vyvoj kosti (napf. gen
SHOX), u kterych jiz tyto regulatory (konkrétné ,enhancery”) byly nalezeny. Navic byly i
publikovany mutace v téchto jejich identifikovanych regulacnich elementech, pficemz tyto
mutace vedly ke stejnému fenotypu — a tedy ke vzniku daného onemocnéni — jako pravée
mutace v genu samotném (Bertorelli et al. 2007; Chen et al. 2009).

(2) Metodou MLPA jsme sice vysettili chromozomadlni oblast 8g24 a tedy okoli genu
TRPS1, nevysetrovali jsme ale chromozom 8 jako celek. Kromé toho, metoda MLPA nam
ukaze, jak je vySetfovana oblast v genomu zastoupena (tedy zda je urcitd oblast duplikovana
¢i naopak chybi), nefekne ndm vsak nic o jeji orientaci a lokalizaci v rdmci genomu. Je tudiz
mozné, Zze na osmém chromozomu mohlo dojit k inverzi nebo také k deleci v jiné oblasti,
¢imZ se mohl gen TRPS1 dostat do blizkosti jiného genu ¢i pod kontrolu jiného regulac¢niho
elementu nékterého genu, coz mohlo ovlivnit jeho expresi a dat tak vznik fenotypu TRPS.
V takovéto situaci se tedy gen TRPS1 dostava do jiného, nestandardniho genového okoli a
zaplsobi tzv. ,pozicni efekt”. Prekvapivé je, Ze pozi¢ni efekt na gen TRPS1 zplisobeny
chromozomovymi zlomy v oblastech 8g22-8q24 byl uz také popsan, avSak necekané ve dvou
zcela odlisnych pripadech pfipadech, a to v souvislosti jednak s TRPS (Crippa et al. 2014;
David et al. 2013) a jednak v souvislosti s hypertrichézou Ambrasova syndromu (Fantauzzo et
al. 2008b). Pozoruhodné ovsem je, ze k manifestaci fenotypu TRPS doslo tehdy, pokud byla
exprese genu v dUsledku zlomu zvySena (David et al. 2013), avsak k manifestaci fenotypu
Ambrasova syndromu doslo z divodu snizené exprese genu TRPS1 (Fantauzzo et al. 2008b).
Lze tedy spekulovat, Ze urcity fenotypovy projev se vyvine v zavislosti na tom, do jakého
konkrétniho genového okoli se gen TRPS1 z dlivodu zlomu dostane.

(3) Jiz bylo popsano a publikovano relativné hodné pripad(, kdy u pacienta
s typickymi fenotypovymi znaky TRPS nebyla nalezena mutace v genu TRPS1 (napf. Ludecke
et al. 2001). Kromé toho, Ze tento jev mlZe byt zplUsoben mutaci v regulacnich elementech
v okoli daného genu, Shanske et al. v takovych pripadech navrhuje, Ze by se mély testovat i
dalsi tkané pacienta, nebot byl zaznamenan pfipad somatické mozaiky, kdy jen velmi malé
procento bunék periferni krve neslo deleci genu a naopak témér vsechny kozni fibroblasty
nesly deletovany gen (Shanske et al. 2008). Tudiz pokud provadime vysSetieni pouze ze
vzorku periferni krve, je mozné, ze mutovanych bunék je v periferni krvi velmi malo a my tak
dostaneme falesné negativni vysledek.

(4) Dalsi moZnou pficinou tak malé zachytnosti mutaci jsou tzv. , TRPS-like” fenotypy.
Bylo zjisténo, Ze mutace gend, jejichz produkty se ucastni interakce s genem TRPS1 éi s jeho
proteinem a reguluji tak jeho aktivitu (napf. mutace v genu SOX9 a v jeho okoli), vedou
k chorobam s fenotypovymi podobnostmi k TRPS | a TRPS Ill. | to je dalsi dlikaz, Ze molekuly
SOX9 a TRPS1 funguiji v téZe vyvojové drdze (Fantauzzo et al. 2012). Navic nelze vyloudit, Ze i
mutace v dalSich genech (kddujicich tak mutované a nefunkéni produkty), které regulujici
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¢innost genu TRPS1 a aktivitu jim kdodovaného proteinu, popfipadé mutace v genech
fungujicich ve stejné vyvojové draze, vedou k fenotypu TRPS ¢i fenotypu podobnému.

(5) Je popsano mnoho syndromd, které ve svém fenotypu zahrnuji (¢astecnou)
alopecii, strukturturalni abnormality nosu, zub(, dlani ¢i skeletarni defekty a castec¢né tak
,mimikuji“ fenotypové spektrum TRPS I. Pokud navic u pacienta s TRPS nejsou typické
fenotypové znaky zretelné ¢i nékteré chybi, lze tyto syndromy vzajemné zaménit. Jedna se
napf. o Orofaciodigitdlni syndrom zplsobeny mutaci v genu OFD1 na chromozomu X (OMIM

#311200), Larsenliv_syndrom zpUsobeny mutaci genu LAR1 na 3. chromozomu kddujiciho

cytoplazmaticky protein filamin B (OMIM #150250), Cloustondv syndrom zplisobeny mutaci

v genu GJB6 na 13. chromozomu (OMIM #129500), Ellis-van Crevelddv syndrom zpUsobeny

mutaci na 4. chromozomu vgenu EVC ¢i mutaci vnehomolognim genu EVC2 (OMIM
#225500) ¢i Coffin-Sirisiv syndrom (OMIM #135900) zplsobeny mutacemi v genech ARIDIA,
ARID1B, SMARCA4, SMARCB1 ¢i SMARCE1, pticemz kazdy z téchto genl se podili na tvorbé
jedné podjednotky nékolika riznych SWI/SNF proteinovych komplexd. Na druhou stranu je

pravda, Ze vétSina téchto syndroml je extrémné vzacna, doposud bylo na celém svété
publikovano jen nékolik malo pripad( téchto syndromu. Tyto syndromy jsou dokonce tak
raritni, Ze zatim nebylo moZno stanovit jejich prevalenci (Carrington et al. 1994). Je tedy
otazka, jak velka je Sance, Ze by takovy Clovék byl pfitomen pravé v naSem vySetfovaném
souboru.

Do budoucna by urcité bylo zajimavé vySetfit pacienty sLGS, ktefi kromé
charakteristickych znak( vykazuji i dalsi, atypické znaky, zdokumentovat u nich rozsahlost
delece a zjistit tak, které geny se podili na vzniku pravé téchto atypickych znaka.

8. Zavér

Trichorhinofalangealni syndrom je vzacny autozomalné dominantni syndrom, ktery
obecné zahrnuje skeletalni dysplazii s charakteristickou triddou vlasovych, kraniofacidlnich a
skeletdlnich abnormalit. Pfic¢inou jeho vzniku na molekuldrni drovni je mutace genu TRPS1 na
chromozomu 8q. V soucasné dobé se vymezuiji tfi typy tohoto syndromu — TRPS I, TRPS Il a
TRPS IIl. Typ TRPS lIl je ve svych fenotypovych projevech nejzavainéjsi a je zpUsoben
vyhradné missense mutacemi v exonu 6, a to v ¢asti kédujici GATA DNA-vazebny motivu
zinkového prstu. Typ TRPS | je co se fenotypového projevu tyée naopak nejmirnéjsi, je
zpusoben mutaci v genu TRPS 1, pficemz ve vétsiné pripadl se jednd o rlizné velké delece a
téZz bodové mutace (kromé missense mutaci v prevdzné casti exonu 6) a ze vSech typl se
vyskytuje nejéastéji. Typ TRPS Il je typickym syndromem pfrilehlych gen(, nebot jeho pfi¢inou
je rozsahlejsi delece v chromozomové oblasti 8g24, kterd kromé genu TRPS1 zahrnuje i gen
EXT1. Pacienti sTRPS Il tedy kromé typického fenotypu TRPS vykazuji i pritomnost
mnohocetnych exostdéz pravé z diivodu delece genu EXT1.

V nasem souboru 16 pacientd jsme pouzitymi metodami odhalili mutaci u 1 probanda
s exostdézami a u 3 proband( s TRPS. Tyto tfi probandy s TRPS jsme charakterizovali jako typy
TRPS Il, TRPS | a TRPS I. Vsichni tii pritom nesli mutace, které doposud v literature nebyly
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publikovany. Nase identifikace typt TRPS je naprosto v souladu v pozorovanou cetnosti typu
TRPS. Nejcastéjsi je prave typ TRPS |, vzacnéjsi je typ TRPS Il a raritni je typ TRPS Ill. Praveé typ
TRPS Ill jsme v naSem souboru nezaznamenali.

Odhalit mutaci se nam vSak podafrilo pouze u 3 pacientl s TRPS z celkovych 8, coz
odpovida zachytnosti asi 38 %. V publikované studii z roku 2001 vsak byla identifikovana
mutace u témér 90 % pacientl (Ludecke et al. 2001). Nasi malou zachytnost mizeme
vysvétlit tim, Ze jsme pracovali s velmi malym souborem pacientd, hraje zde tedy velkou roli
nahoda a hodnoceni zachytnosti mutaci neni v nasem pripadé relevantni.

Dle publikovanych studii je moZné, Ze nékteré genetické varianty genu TRPS1 (i
nékteré polymorfismy (které nejsou povaZovany za mutaci s klinickym vyznamem anebo je
jejich klinicky vyznam nejasny) mohou mit presto efekt na fenotyp, avsak velmi mirny. Zda
se, Ze tyto varianty mohou ovlivihovat geometrii kyCelniho kloubu, denzitu kostni hmoty,
délku femoralniho kréku ¢i dokonce prispivat k rozvoji osteopordzy (Ackert-Bicknell et al.
2012). Lze tedy spekulovat, Ze nejen mutace, ale i SNP v genu TRPS1 mohou v ptipadé TRPS
vykazovat klinickou prezentaci, ovsem jen velmi mirnou.

Do budoucna by vproblematice trichorhinofalangedlniho syndromu bylo
jednoznacéné uzite¢né identifikovat a zamapovat ,,upstream” regulacni elementy genu TRPS1,
nebot je zndmo, Ze i mutace regulacnich elementd mohou byt zodpovédné za vznik
typického fenotypu. Paklize se zatim v doposud nejpocetnéjsi studii porafilo u témér 90 %
pacientl vykazujich fenotyp TRPS zachytit mutaci genu TRPS1, po identifikovani regulacnich
elementl a presném vysetreni ,upstream” oblasti by procento zachycenych mutaci mohlo
byt jesté vyssi. VSeobecné se predpokladd, Ze néjaké takové regulacni elementy v
»upstream” oblasti tohoto genu existuji, nicméné zatim nebyly objeveny.

Bylo by téz pfinosné zjistit, jakou uUlohu hraje gen TRPS1 a jeho ,overexprese”
vregulaci rGstu zdravych a rakovinnych bunék. Vysoky stupen exprese genu TRPSI1
nalezeny v rozlicnych stadiich rakoviny prsu naznacuje, Ze tento gen muze hrat daleZitou roli
v proliferaci a/nebo prezZivani rakovinnych bunék ¢i dokonce v apoptdze. Zatim ale neni
znamo, zdali nadbytecna exprese proteinu TRPS1 ovliviiuje regulaci rlstu rakovinnych
bunék.

Vyvoj organl je velmi citlivy na spravné davky transkripénich faktor(; jejich
limitované mnozstvi mizZe zapficinit pozménéni stechiometrie pfi formovani multimernich
proteinovych komplex( a tim odchylit vyvoj organu od normy. Cilové geny esencialni pro
kraniofacialni a skeletalni vyvoj, které jsou podfizené a zavislé na regulaci prostfednictvim
transkripéniho faktoru TRPS1, mohou zlstat diky mutovanému TF TRPS1 nefunkéni (i
s minimalni hladinou exprese, coz mlze vést k nespravnému vyvoiji citlivych télnich struktur.
| pres rozsahlé poznatky o fungovani genu TRPS1 nevime o tomto genu zdaleka vse; snad
budouci vyzkumy v této oblasti pomohou jesté lépe porozumét kraniofacialnimu vyvoiji i
vyvoji koncetin.
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9. Seznam poutzitych zkratek

aa..... amino acid

APC ..... Adenomatous Polyposis Coli protein
AS ... Ambras syndrome

BMD ..... bone mineral density

bp ..... base pair

CGH ..... Comparative genome hybridization
CSEs ..... Cone-shaped epiphysis

EIF3S3 ..... Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 3
EXT1 ..... Exostosin 1 gene

EXTL ..... Exostosin like gene

FISH ..... Fluorescence in situ hybridization
Gli3 ... GLI family zinc finger 3

HME ..... Hereditary multiple exostoses

HS ... heparan sulfate

IHh ..... Indian Hedgehog

kb ..... kilo base

LC8a ..... dynein light chain 8 protein

LGCR ..... Langer-Giedion syndrome chromosomal region
LOH ..... loss of heterozygosity

MCPP ..... metacarpophalangeal pattern profile

MLPA ..... multiplex ligation-dependent probe amplification
MYC ..... myelocytomatosis oncogene

NF1/NF2 ..... Neurofibromin 1/Neurofibromin 2 protein
NLS ..... nuclear localization signal

ORF ..... open reading frame

PCR ..... polymerase chain reaction

PTH ..... Parathyroid hormone

PTHrP ..... Parathyroid hormone-related protein

RNF4 ..... RING Finger protein

RTG ..... roentgen

SNP ..... single nucleotide polymorphism

STAT3 ..... signal transducer and activator of transcription 3
TF ..... transcription factor

TFBS ..... transcription factor binding site

TRPS ..... trichorhinophalangeal syndrome

zf ..... zinc-finger domain
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