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Abstrakt 

Předkládaná práce shrnuje výsledky výzkumu zaměřeného na studium kryptických 

přestaveb lidských chromosomů. Konkrétně se zaměřuje na tři základní oblasti výzkumu. 

První oblast představuje výzkum kryptických přestaveb identifikovaných jako 

kauzální příčiny onemocnění u mentálně retardovaných pacientů s původně neznámou 

etiologií. Nejčastěji se jedná o tzv. mikrodeleční sydromy. Velká variabilita fenotypu a 

často překrývající se symptomy mikrodelečních syndromů vyžadují celogenomový přístup. 

V rámci výzkumu bylo vyšetřeno 64 probandů a u 10 (16 %) z nich byly nalezeny 

kryptické přestavby, jež byly dále analyzovány. 

Druhou oblast představuje výzkum kryptických přestaveb asociovaných 

s pseudoautosomálním regionem 1 (konkrétně s oblastí genu SHOX), jež mohou být 

přirozenou součástí variability genomu i příčinami vzniku onemocnění. V rámci výzkumu 

bylo vyšetřeno 98 pacientů s Léri-Weillovou dyschondrosteózou nebo idiopatickým 

malým vzrůstem, přičemž kauzální mutace byla nalezena u 68,8 %, resp. 7,8 % probandů. 

Současně byla drobná delece, tzv. delece L05101 nalézající se v blízkosti regulačních 

oblastí genu SHOX, vyhodnocena jako populační polymorfismus bez zjevného 

fenotypového dopadu. Komparativní analýza duplikací detekovaných v souboru 250 

zdravých jedinců v porovnání s rozsahem a umístěním duplikací u pacientů označila 

duplikace s vysokým patogenním potenciálem. Výsledky byly podpořeny metaanalýzou 

publikovaných duplikací ve sledované oblasti. 

Třetí oblast představují přestavby chromosomálního regionu 8q24 a mutace v genu 

TRPS1 asociované s velmi vzácným trichorhinofalangeálním syndromem. V rámci 

výzkumu bylo vyšetřeno 9 pacientů, u 7 byla nalezena pravděpodobná příčina onemocnění. 

Zvolená metodika umožnila rovněž analýzu rozsáhlých 5´ a 3´ netranslatovaných oblastí 

genu TRPS1 a detekovala zde řadu polymorfismů. 

Práce poukazuje na význam výzkumu kryptických přestaveb lidských chromosomů 

pro lepší porozumění strukturní variabilitě lidského genomu a pro pochopení vzniku 

určitých patologií s jednoduchým i komplexním genetickým pozadím. 

 

Klíčová slova  

kryptické přestavby lidských chromosomů; mentální retardace; gen SHOX; duplikace 

v oblasti SHOX; trichorhinofalangeální syndrom; gen TRPS1; molekulární cytogenetika 

člověka 
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Abstract 

The presented dissertation summarizes the results of research focused on the study of 

cryptic rearrangements of human chromosomes. Specifically, it focuses on three core areas 

of research. 

The first area is the research of cryptic rearrangements identified as causal causes of 

mental retardation in patients with previously unknown aetiology. The most common are 

the so-called microdeletion syndromes. The large variability of the phenotype and often 

overlapping symptoms of microdeletion syndromes require a whole-genome approach. 

Within the research, 64 probands were investigated and in 10 (16%) cryptic 

rearrangements were found and further analyzed. 

The second area is the research of cryptic rearrangements associated with the 

pseudoautosomal region 1 (specifically with the SHOX gene region), which may be both 

natural components of population variability and the cause of the disease. Within the 

research, 98 patients with Léri-Weill dyschondrosteosis or idiopathic short stature were 

examined, with a causal mutation found in 68.8%, and 7.8% probands respectively. At the 

same time, the minor deletion (so-called L05101 deletion) was evaluated as a population 

polymorphism without an apparent phenotypic impact. Duplications with high pathogenic 

potential were identified by mean of comparative analysis of duplications detected in a set 

of 250 healthy individuals and patients. The results were supported by meta-analysis of 

published duplications in the observed area. 

The third area is the research of rearrangements of chromosomal region 8q24 and 

TRPS1 gene mutations associated with the rare trichorhinophalangeal syndrome. The 

probable cause of the disease was found in 7 patients out of 9. The chosen methodology 

also allowed analysis of extensive 5' and 3' untranslated regions of the TRPS1 gene and 

detected a number of polymorphisms. 

The dissertation highlights the importance of the research of cryptic rearrangements 

of human chromosomes in order to better understand the structural variability of the human 

genome and the origin of pathologies both with simple and complex genetic background. 

 

Keywords 

cryptic rearrangements of human chromosomes; mental retardation; SHOX gene; 

SHOX area duplications; trichorhinophalangeal syndrome; TRPS1 gene; human molecular 

cytogenetics 
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1. Koncepce a struktura práce 

 

Předkládaná práce představuje shrnutí vědeckého výzkumu, na němž se předkladatel 

spolupodílel v průběhu svého postgraduálního doktorského studia. Práce není ve svém 

celku založena na řešení jednoho základního vědeckého problému, či na jednolitém hledání 

odpovědi na jednu zásadní vědeckou otázku, nýbrž je koncipována jako mozaika vícera 

dílčích vědeckých výzkumů, jež ovšem spojuje tématická souvislost. Z toho vychází i 

podoba práce coby souhrnné, obsahující jako nedílnou součást pětici původních vědeckých 

článků publikovaných v impaktovaných odborných časopisech (publikace I – V).  

Středobodem předkladatelova vědeckého zájmu v kontextu této práce jsou kryptické 

strukturní aberace lidských chromosomů, jednak jako příčiny patologií a jednak jako 

součást přirozené lidské genetické variability. Za účelem užšího vymezení ji tedy lze 

tématicky klasifikovat do oboru molekulární cytogenetika člověka. Vlastní výzkum se 

konkrétně dotýká 

a) kryptických přestaveb asociovaných s mentální retardací (publikace I) 

b) kryptických přestaveb asociovaných s kostními dyspláziemi, konkrétně 

a. přestaveb pseudoautosomálního regionu 1 (publikace II, III a IV) 

b. přestaveb chromosomálního regionu 8q24 (publikace V). 

 

Předkládaná práce tedy sestává ze souhrnu výzkumné problematiky (v jehož rámci 

bude představena odborná tématika, a to včetně začlenění v práci prezentovaného 

vědeckého bádání do kontextu aktuálních trendů v rámci disciplíny), ze shrnutí a 

charakteristiky výstupů výzkumu, to vše doplněno o plné znění pěti odborných publikací
1
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
1
 V případě citování těchto publikací bude v rámci odkazu v textu uvedeno i označení publikace v rámci této 

práce (P-I až P-V), např. (Solc et al., 2014, P-III). 
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2. Souhrn výzkumné problematiky 

 

2.1 Kryptické přestavby 

 

Jako „kryptické přestavby“ se obvykle označují takové strukturní aberace 

chromosomů, které není možné detekovat za využití metod klasické cytogenetiky, tedy za 

využití rozličných pruhovacích technik aplikovatelných na metafázní chromosomy. 

Kryptické přestavby se od klasických neodlišují kvalitativně, jedná se o kvantitativní 

kontinuum, přičemž rozhraní je relevantní čistě z metodologického hlediska. S ohledem na 

to nelze ani stanovit jednoznačnou obecnou velikostní hranici mezi kryptickými a 

klasickými přestavbami, neboť nejnižší rozlišovací schopnost pruhovacích technik se 

mírně liší v závislosti na různých chromosomových oblastech. Obecně se dá říci, že za 

kryptické lze považovat přestavby menší než 3 – 5 Mb (Gijsbers et al., 2009, Salman et al., 

2004). Co do typu se může jednat o přestavby různého druhu – delece, duplikace, 

translokace atd. Označují se pak většinou předponou „mikro“, tedy jako „mikrodelece“, 

„mikroduplikace“ apod.  

Kryptické přestavby lze detekovat za využití technik molekulární genetiky a 

molekulární cytogenetiky. Tyto metody můžeme pro přehlednost rozdělit do tří 

vývojových skupin. První skupinu tvoří metody postavené na hybridizaci – jako příklad 

jmenujme metody FISH (fluorescent in situ hybridization), m-FISH (multicolour FISH), 

SKY (spectral karyotyping) a nejpokročilejší CGH (comparative genomic hybridization), 

resp. aCGH (array CGH, tzv. mikročipy). Druhou skupinu pak metody odvozené od 

metody PCR (polymerase chain reaction), zejména qPCR (quantitative PCR). Třetí 

skupinu pak představují metody kombinující oba předchozí mechanismy do jednoho celku 

– MAPH (multilocus amplifiable probe hybridization) a MLPA (multiplex ligation-

dependent probe amlification). 

Asi 12 % genomu tvoří relativně stabilní CNV (copy number variations). Jedná se o 

přirozeně se vyskytující strukturní variabilitu představovanou drobnými delecemi a 

duplikacemi, přičemž variabilní úseky mívají velikost od 1 kb až po několik Mb 

(Stankiewicz et Lupski, 2010; Watson et al., 2014). V současné době se na CNV soustředí 

pozornost výzkumu. Cílem je jak odhalit CNV s možným funkčním významem (mající 
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podíl na populační variabilitě fenotypu jedinců), tak vybrat CNV bez fenotypového efektu 

jako další složku systému pro identifikaci osob a jejich původu.  

Mikrodelece a mikroduplikace mohou vznikat kdekoli v genomu, ale některá místa 

jsou k jejich vzniku náchylnější (Ballif et al., 2007; de Vries et al., 2003; Weise et al., 

2012). Jedná se o oblasti tzv. LCR (low copy repeats; 10
2
 – 10

3
 kb) (Bailey et al. 2002; 

Mefford et Eichler 2009) a TAR (telomere associated repetition; 10
3
 kb) (Flint et al., 

1997). Rozvoj LCR, neboli segmentálních duplikací, je jedním ze základních mechanismů 

evoluce. Duplikované úseky jsou často tandemově uspořádané, nacházejí se v genomu ve 

dvou nebo více kopiích a sdílí vysoký stupeň homologie (97 %) (Shaffer et al., 2007). 

Kromě homologie sdílejí bloky LCR i velikost typickou pro konkrétní region (přibližně od 

10 do 400 kb) a vzdálenost mezi jednotlivými bloky repetic (Stankiewicz et Lupski, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 1 

Mechanismus vzniku delece a reciproké duplikace prostřednictvím LCR 

– převzato z Lupski, 1998 

 

 

Vysoký stupeň homologie umožňuje nealelickou homologní rekombinaci, 

tzv. NAHR (non-allelic homologous recombination). Segmentální duplikace mohou být 

uspořádány ve formě přímé či invertované repetice a k rekombinaci může docházet jak 

mezi homologními chromosomy, tak mezi sesterskými chromatidami, nebo dokonce i v 

rámci jedné chromatidy. Důsledkem NAHR je delece, případně reciproká duplikace 

chromosomálního úseku ležícího mezi sekvencemi účastnícími se rekombinace. Pokud 
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deletovaná oblast obsahuje geny, může být jejich ztráta spojena s patologickým fenotypem. 

V rámci jednoho repetitivního úseku se rekombinace odehrává často mezi dvěma určitými 

homologními úseky. Tímto způsobem vznikají opakující se charakteristické přestavby 

asociované s některými mikrodelečními syndromy (Gu et al., 2008; Shaffer et Lupski, 

2000). 

Dalšími chromosomálními oblastmi, v nichž často dochází k přestavbám, jsou 

subtelomerické sekvence, které jsou obecně bohaté na geny (Mefford et Trask, 2002; 

Saccone et al., 1992). Nachází se zde tzv. TAR, které bezprostředně sousedí s vlastními 

telomerami. Různé chromosomy mohou sdílet vysoce homologní TAR sekvence a 

umožňují tak opět vznik NAHR (Flint et al., 1997). Pokud v důsledku NAHR, nebo z 

jiného důvodu, dojde ke ztrátě telomery, mohou se v průběhu buněčného dělení vytvářet 

můstky mezi sesterskými chromatidami. Při rozestupu během anafáze pak dochází k 

náhodnému roztržení můstku, přičemž jedna chromatida obsahuje koncovou část 

duplikovanou a druhá chromatida tuto část postrádá. Než dojde k opětnému pokrytí 

poškozeného konce chromosomu novou telomerou, může se u rychle se dělící buňky 

uvedený cyklus opakovat (tzv. breakage-fusion-bridge cyklus) a dochází ke vzniku 

komplexních přestaveb (Selvarajah et al., 2006). 

Významnou roli při vzniku chromosomálních přestaveb hrají mechanismy, které se 

účastní opravy dvouvláknových zlomů. V průběhu dělení mohou být opraveny pomocí 

homologní rekombinace s využitím sesterské chromatidy. Mimo fázi dělení se uplatňuje 

nehomologické spojení konců, tzv. C-NHEJ (classic non-homologous end joining). Jedná 

se o evolučně velmi starý a energeticky nenáročný proces, kdy jsou jednoduše ligací 

spojeny dva sousedící dvouvláknové konce. Za normálních okolností je tento proces velmi 

rychlý (cca 30 min). Právě rychlost zaručuje, že v drtivé většině bude tím nejbližším 

sousedním dvouvláknovým koncem opravdu navazující chromosomální fragment. Za 

určitých okolností, které nejsou zatím objasněny, buňka zvolí alternativní cestu, 

tzv. A-NHEJ. Vzhledem k tomu, že při této cestě předchází ligaci volných konců 

vyhledávání mikrohomologií, trvá A-NHEJ mnohem déle (až 20 hodin). Dlouhá časová 

prodleva mezi vznikem zlomu a jeho opravou může vést ke spojení nesprávných konců a 

vzniku chromosomální přestavby (Karran, 2000).   

Další mechanismus založený na využití mikrohomologie nealelních oblastí, který 

vede k tvorbě chromosomálních přestaveb je tzv. FoSTeS (fork stalling and template 

switching) uplatňující se během replikační fáze (Gu et al., 2008). 
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2.2 Kryptické přestavby asociované s mentální retardací 

 

První oblast vědeckého zájmu této práce představují kryptické strukturní aberace 

chromosomů asociované s mentální retardací. Kryptické přestavby chromosomů, zejména 

pak mikrodelece, mohou vést ke vzniku komplexních onemocnění (syndromů). 

K symptomům u řady těchto syndromů patří mimo jiné právě i mentální retardace. 

Obecně vzato postihují různé formy mentální retardace přibližně 1 – 3 % populace 

(Vissers et al., 2010). Etiologie mentální retardace je velmi heterogenní, přičemž se může 

vyskytovat jak izolovaně, tak v komorbiditě s jiným onemocnění, či jako součást syndromů 

zahrnujících v klinickém projevu např. malformace a dysmorfie. U přibližně poloviny 

pacientů zůstává příčina mentální retardace neznámá. Genetické příčiny (zahrnující mutace 

genomové, chromosomální i genové, případně další poruchy na molekulární úrovni) lze 

najít (podle různých studií) u 17 – 41 % případů (Bernardini et al., 2010; Rauch et al., 

2006). U přibližně 5 – 20 % jedinců (ze všech osob s mentální retardací) je kauzální 

příčinou kryptická chromosomální aberace (de Vries et al., 2003; Liang et al., 2008; 

Hirschfeldova et al., 2011, P-I). 

Jak již bylo řečeno, kryptické přestavby mohou vést ke vzniku komplexních 

onemocnění (syndromů). Nejčastěji se jedná o tzv. mikrodeleční syndromy, které jsou 

způsobeny kryptickými delecemi, vedle toho je stále větší pozornost věnována tzv. 

mikroduplikačním syndromům, jež jsou způsobovány mikroduplikacemi. Detailní studie 

Weise et al. (2012) uvádí, že přestože ke vzniku reciprokých mikrodelecí a mikroduplikací 

(a tudíž i syndromů) by mělo docházet ve stejné míře, bylo v době vzniku studie popsáno 

211 mikrodelečních syndromů, ale pouze 79 mikroduplikačních syndromů, z čehož pouze 

v 56 lokusech byly popsány jak mikrodelece, tak mikroduplikace (tedy reciproké 

přestavby) (viz obrázek 2). Vedle toho studie ukazuje, díky metanalýze publikovaných 

odborných prací, že zatímco mikrodeleční syndromy jsou v odborné literatuře popisovány 

(ve vzrůstající míře) již od roku 1990, mikroduplikační syndromy až od roku 2004. Autoři 

tuto nerovnováhu interpretují jednak jako možný následek nerovnoměrného selekčního 

tlaku proti aberantním gametám v průběhu gametogeneze a jednak jako možný následek 

skutečnosti, že mikroduplikace vedou v obecné rovně, ve srovnání vůči mikrodelecím, 

k mírnějším (až žádným) klinicky relevantním fenotypovým projevům. Navíc 

mikroduplikace se pojí s mnohem variabilnějším fenotypem (dokonce i mezi členy jedné 

rodiny nesoucími stejnou aberaci). 
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Obrázek 2 

Schématický přehled všech chromosomálních regionů, jejichž klinicky významná mikrodelece či 

mikroduplikace byla popsána alespoň dvakrát (v době vyjití publikace). Červené šipky představují zachycené 

mikrodelece, modré šipky zachycené mikroduplikace a smíšené šipky zachycené reciproké mikrodelece i 

mikroduplikace. 

– převzato z Weise et al., 2012 

 

 

Většina syndromů patří mezi tzv. syndromy přilehlých genů („contiguous gene 

syndromes“), což znamená, že klinický projev je ve své sumě způsoben aberací několika 

sousedních genů, přičemž aberace každého z nich vede ke konkrétní součásti 

patologického fenotypu. Variabilita v rozsahu i přesné lokalizaci přestavby pak souvisí 

s poměrně vysokou mírou variability klinických projevů (k níž ovšem přispívá i genetické 

pozadí a negenetické faktory). Fenotyp dalších syndromů je pak úplně nebo ve výrazně 

převažující míře důsledkem aberace jednoho konkrétního genu, zatímco ostatní aberované 
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geny se na klinickém obrazu pacienta neprojevují nijak výrazně. Výsledný klinický projev 

se pak podobá následkům bodových mutací daného genu s majoritním působkem. 

Fenotypová variabilita syndromu se pak týká zejména oněch minoritně přispívajících genů, 

ovšem nejvýznamnější fenotypové rysy bývají přítomny vždy. 

Svou roli hraje i povaha postižených genů. Pokud se jedná o geny kódující strukturní 

proteiny, pak je obvykle postižena jen určitá tkáň či tkáně a klinický projev nemusí být 

nijak závažný i v případě rozsáhlé delece. Naopak i malá delece genu, který kóduje 

transkripční faktor, jehož exprese je přísně regulována, může mít za následek postižení 

mnoha tkání, protože sekundárně jsou jeho nízkou hladinou postiženy exprese velkého 

množství genů v různých tkáních. 

S přihlédnutím k velké variabilitě a vzájemnému překryvu fenotypů řady 

mikrodelečních a především mikroduplikačních syndromů můžeme předpokládat, že 

záchytnost těchto syndromů v populaci je stále podhodnocena. S rozvojem metody aCGH 

a díky detekci CNV pomocí sekvenování nové generace (NGS) nalezených mikroduplikací 

a mikrodelecí neustále přibývá. Především u mikroduplikací je však třeba velká ostražitost 

při interpretaci kauzality nalezené přestavby ve vztahu ke sledovanému fenotypu probanda. 

Nápomocné pak mohou být různé databáze, jako je např. DECIPHER. 

 

Předkládaná publikace I (Hirschfeldova et al., 2011, P-I) shrnuje výsledky výzkumu 

provedeného na 64 probandech s diagnostikovanou idiopatickou mentální retardací. 

Publikace popisuje kryptické přestavby nalezené u 10 probandů (16 %), z nichž některé 

patří mezi dobře charakterizované a spojené s určitým syndromem, zatímco jiné nikoli. 

Dále předkládá rozbor fenotypových projevů pacientů a diskutuje jejich molekulárně 

genetické pozadí. 
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2.3 Kryptické přestavby pseudoautosomálního regionu 1 

 

Druhou a nejrozsáhlejší oblastí vědeckého zájmu této práce, jsou mikrodelece a 

mikroduplikace lokalizované do pseudoautosomálního regionu 1 (PAR1; Xp22 a Yp11), 

konkrétně do oblasti genu SHOX a jeho známých regulačních elementů. Tento gen kóduje 

významný transkripční faktor, který hraje zásadní úlohu při regulaci růstu, zejména růstu 

dlouhých kostí. V sousedství genu se nalézá velké množství regulačních elementů s 

povahou zesilovačů. Aktivita některých z nich je natolik významná, že jejich ztráta v 

důsledku delece vede, i přes zachování neporušeného genu SHOX, k patologickému 

fenotypu. Vzhledem k tomu, že nelze fenotypově odlišit jedince s delecí genu SHOX od 

jedinců nesoucích sekvenční mutaci, byla současně provedena i mutační analýza tohoto 

genu. Výše uvedené (zejména strukturní) varianty či mutace byly analyzovány jak 

z pohledu klinického, tak z perspektivy přirozené variability lidského genomu. 

Gen SHOX (short stature homeobox-containing gene; GeneID #6473), patřící mezi 

tzv. homeoboxové geny, poprvé definovali Rao et al. (1997) a paralelně nezávisle Ellison 

et al. (1997). Rozprostírá se po oblasti o velikosti přibližně 40 kb. Původní charakterizace 

uváděla, že gen je tvořen sedmi exony, přičemž exony 6a a 6b podléhají alternativnímu 

sestřihu, a kóduje tedy dvě izoformy proteinu SHOXa (o velikosti 292 aminokyselin) a 

SHOXb (o velikosti 225 aminokyselin). Další studie však rozšířily počet exonů o další 

čtyři (2a, 7-1, 7-2 a 7-3), a tudíž rozšířily i paletu izoforem proteinu (Durand et al., 2011) 

(viz obrázek 3). V rámci genu byla identifikována sekvence tzv. homeoboxu, kódující tzv. 

homeodoménu, vazebnou doménu o velikosti 60 aminokyselin, typickou pro transkripční 

faktory účastnící se embryonálního vývoje (Ellison et al., 1997; Rao et al., 1997). Gen 

SHOX má vysokou míru sekvenční podobnosti s dalším lidským genem SHOX2 a také 

s jeho myším orthologem Shox2. Byl nalezen u většiny druhů obratlovců včetně šimpanze, 

psa, slepice, žáby a ryby, s pozoruhodnou výjimkou hlodavců, kteří gen v průběhu evoluce 

ztratili (Clement-Jones et al., 2000).  

Studie genové exprese odhalily jasný rozdíl v rozložení exprese isoforem SHOXa a 

SHOXb. Zatímco převážně jsou obě exprimovány ve fibroblastech v kostní dřeni, což 

odpovídá jejich roli transkripčních faktorů regulujících růst zejména dlouhých kostí, 

isoforma SHOXa je navíc exprimována v několika dalších tkáních (Rao et al., 1997). Další 

studie prokázaly exprimaci SHOX i v řadě dalších embryonálních a fetálních tkáních 

(svaly, kůže, střeva, oko, mozek, mícha), stejně jako v adultních tkáních, přičemž 
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nejvýraznější exprimace byla zjištěna v placentě, kosterním svalstvu, kostní dřeni a tukové 

tkáni. V nízké míře byla zjištěna exprese SHOX také v některých oblastech fetálního i 

adultního mozku. Zejména byly v několika mozkových tkáních plodu a dospělých 

detekovány izoformy zahrnující nově identifikovaný exon 2a, v největší míře ve fetálním 

oku a mozku a v adultní kostní dřeni a kosterním svalstvu. Varianty obsahující některou 

formu exonu 7 byly detekovány ve větším množství pouze ve fetální mozkové tkáni. To 

naznačuje, že vedle regulace růstu může SHOX hrát roli i v regulaci vývoje nervové tkáně, 

což se zejména může týkat těch izoforem proteinu definovaných po dodatečném objevu 

čtyř exonů SHOX, jejich funkční specifika nejsou dosud uspokojivě rozluštěna (Durand et 

al., 2011; Marchini et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 3 

Gen SHOX. Gen se vyskytuje přibližně 500 kb od telomery (Tel), zabírá oblast přibližně 40 kb a 

skládá se z devíti exonů kódující dvě hlavní izoformy SHOXa a SHOXb a přinejmenším čtyři další 

alternativní izoformy. Charakteristickou a funkčně nejvýznamnější tzv. homeodoménu kóduje tzv. homeobox. 

– převzato z Marchini et al., 2016 
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Samotná exprese genu SHOX je regulována třemi základními mechanismy (viz 

obrázek 4). První regulaci představuje existence dvou alternativních promotorů, P1 a P2, 

které generují shodné mRNA s výjimkou nekódujících 5‘UTR sekvencí obsahujících různý 

počet AUG elementů. Zvýšený počet AUG vede následně ke snížení míry translace 

transkriptu. Dva promotory mohou být užívány v závislosti na aktuálních fyziologických 

potřebách, ovšem jejich rozličná aktivace není dosud vysvětlena (Blaschke et al., 2003; 

Marchini et al., 2016). Druhou formu představují regulační elementy (CNEs; conservative 

noncoding elements) ve fázi cis. Konkrétně byly v PAR1 popsány tři CNEs předcházející 

genu („upstream“) a čtyři CNEs následující gen („downstream“), jejichž zesilovací funkce 

(„enhancer“) byla prokázána jak v lidských buňkách, tak v buňkách několika dalších 

živočichů (Benito-Sanz et al., 2012; Durand et al., 2010; Fukami et al., 2006; Sabherwal et 

al., 2007). Třetí regulační mechanismus představuje již zmiňovaný alternativní sestřih 

týkající se zejména 3‘UTR sekvencí, případně tzv. RUST (regulative unproductive splicing 

and translation), který tvoří díky alternativnímu sestřihu transkripty, které jsou kvůli 

přítomnosti předčasného terminačního kodónu degradovány systémem NMD (nonsense-

mediatd mRNA decay), přičemž tvorba takových transkriptů je cílená a umožňuje rychlé 

přepnutí a tvorbu funkčního transkriptu v případě, že se v buňce objeví vhodný signál. 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4 

Mechanismy regulace exprese genu SHOX.  

A) Alternativní promotory. Dva promotory (P1 a P2) řídí expresi SHOX a produkují transkripty, které 

se liší ve svých 5‘UTR.  

B) Regulační elementy. Horní vodorovná čára představuje fyzickou vzdálenost od telomer.  

C) Sestřihové varianty. Různé isoformy jsou generovány genem SHOX prostřednictvím alternativního 

sestřihu. Odlišné 3‘UTR mohou být podrobeny alternativní regulaci zprostředkované mikroRNA. Vložení 

exonu 2a vede ke vzniku předčasného terminačního kodonu v exonu 3, což by mohlo vést k degradaci mRNA. 

Exon III a IV obsahují homeobox. Světle šedá pole označují netranslatované oblasti; tmavě šedá pole 

představují otevřený čtecí rámec. 

– převzato z Marchini et al., 2016 
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V rámci proteinu SHOX, resp. v rámci nejčastěji se vyskytující izoformy SHOXa, 

lze popsat několik významných funkčních domén či míst (viz obrázek 5). Charakteristická 

pro homeoboxové geny je homeodoména, skládající se ze tří helikálních motivů, jež se 

přímo váže na molekulu DNA. Mutace vedoucí k záměně aminokyselin, či jiné poruše 

v této doméně, tuto schopnost oslabují, potažmo znemožňují (Gehring et al., 1994). 

Významný je jaderný lokalizační signál (sekvence aminokyselin definující směr transportu 

SHOX do jádra), jejíž mutace tento transport znemožňuje (Sabherwal et al., 2004). 

Dimerizační doména umožňuje vzájemnou interakci proteinů SHOX a vytváření funkčně 

efektivních dimerů (homodimerů i heterodimerů co do izoforem proteinu), kterážto 

schopnost může být opět narušena mutací (Schneider et al., 2005). Další významnou 

doménou je transaktivační doména, která zprostředkováva transkripci stimulující aktivitu 

proteinu. Tato doména je lokalizována poblíž C-konce proteinu a není součástí izoformy 

SHOXb – při stimulaci transkripce tedy SHOXb zřejmě funguje jako modulátor aktivity 

SHOXa v rámci dimeru (Rao et al, 2001). Specificky významné je pak fosforylační místo – 

jedná se o hojně fosforylovanou aminokyselinu serin na pozici 106 v rámci peptidu, 

přičemž fosforylace (prováděná casein kinázou II) slouží za nástroj regulace aktivity 

proteinu (Marchini et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 5 

Protein SHOX, jeho významné domény a místa. (HD – homeodoména; NLS – jaderný lokalizační 

signál (nuclear localization signal); OAR – transaktivační doména (OAR – otp, aristaless and rax); N – N 

konec; C – C konec; P – místo fosforylace; CKII – casein kináza II) 

– převzato z Marchini et al., 2016 
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Protein SHOX je hojně exprimován v buňkách růstových plotének, kde se zapojuje 

do regulace hypertrofie, proliferace a diferenciace chondrocytů. Zejména stimuluje tvorbu 

extracelulární matrix a ve vybraných buňkách spouští apoptózu. Interaguje s mnoha 

dalšími proteiny (včetně významného regulačního proteinu FGFR3 a genů rodiny SOX) a 

účastní se řady signálních drah (Marchini et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 6 

Shrnutí 230 mutací v exonech SHOX dle databáze SHOX (www.shox.uni-hd.de). Exon 2 obklopuje 

část 5‘UTR a exony 6a a 6b část 3‘UTR; exon 1 obsahuje pouze 5‘UTR a často není zahrnut v 

diagnostických analýzách. Homeobox se nachází v exonu 3 a exonu 4. Nejčastějšími opakujícími se mutacemi 

jsou pArg147 v exonu 3 (sedmkrát) a pArg195 v exonu 5 (desetkrát). Modře jsou označeny unikátní mutace, 

červená představuje celkové množství mutací v daném exonu/oblasti. (Ex – exon; HB – oblast homeoboxu) 

– převzato z Marchini et al., 2016 

 

 

Mutace genu SHOX, vedoucí k dysfunkčnosti či absenci proteinu SHOX, mohou vést 

k závažným klinickým důsledkům zahrnujícím malý vzrůst postavy, či obecněji 

patologický vývoj kostí. Klinicky významné jsou již mutace heterozygotní, což ukazuje na 

důležitost zachování genové dóze SHOX. Velmi přísná mnohaúrovňová regulace exprese 

umožňuje správné načasování tvorby poteinu. Zdá se ale, že množství vznikajícího 

proteinu SHOX vazané na jednu alelu není velké a v případě ztráty jedné alely není 

dostatečné k tomu, aby plně vykonával svou funkci. Přibližně 80 % detekovaných mutací 
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genu SHOX představují delece o různé velikosti zahrnující celý gen, nebo jeho regulační 

sekvence, dalších asi 5 % představují menší delece zasahující jen jeden, či několik exonů 

genu (Binder, 2011; Fukami et al., 2008; Chen et al., 2009). Delece v regulačních 

oblastech ovšem mohou být též součástí přirozené variability (Solc et al., 2014, P-III). 

Klinicky významné jsou též missense a nonsense bodové mutace, ke kterým dochází 

zejména v exonech 3 a 4 v místech kódujících homeobox, případně postihují transaktivační 

doménu kódovanou exonem 6a (Marchini et al., 2007) (viz obrázek 6). Zatímco u 

nalezených delecí je asociace s patologií zřetelná, u detekovaných duplikací je situace 

mnohem složitější. I když publikované práce ukazují, že duplikace jsou řazeny tandemově, 

je velmi obtížné stanovit, zda určitá duplikace výrazně narušuje expresi genu SHOX. 

Nicméně se zdá, že určité duplikace mají vysoký patogenní potenciál (Hirschfeldova et 

Solc, 2017, P-IV). 

Poruchy genu SHOX jsou asociovány s Léri-Weillovým syndromem, Langerovým 

sydromem, idiopatickým malým vzrůstem a gonosomálními aneuploidiemi. 

Léri-Weillův syndrom, neboli Léri-Weillova dyschondrosteóza (MIM 127300), 

vzniká v důsledku heterozygotní deficience genu SHOX. Jedná se o formu skeletální 

dysplazie s charakteristickou disproporčně malou postavou. Kromě malého vzrůstu patří 

mezi typické klinické projevy mesomélie (zkrácená předloktí a lýtka), cubitus valgus 

(vbočený loket), Madelungova deformita (zkrácená a ohnutá kost vřetení, dorsálně 

dislokovaná distální část kosti loketní) a zkrácené kosti metakarpální a metatarzální (Hintz, 

2002). U přibližně 70 – 90 % pacientů s Léri-Weillovým syndromem byla prokázána 

delece genu SHOX, jeho části, nebo regulačních sekvencí (80 %), anebo bodová mutace 

(20 %) (Hirschfeldova et al., 2012, P-II; Kosho et al., 1999; Ogata et al., 2002). 

Langerův syndrom, neboli Langerova mesomelická dysplázie (MIM 249700), je 

dosti vzácné onemocnění a v podstatě se jedná o extrémnější formu Léri-Weillova 

syndromu vznikající jako důsledek homozygotní deficience genu SHOX. Pacienti s 

Langerovým syndromem vykazují extrémně malý vzrůst a závažné dysmorfie kostí 

končetin, často dochází k hypoplázii nebo aplázii kosti loketní a lýtkové (Hintz, 2002). 

Idiopatický malý vzrůst (MIM 300582) je charakterizován signifikantně malým 

vzrůstem (< -2 SDS), trvale nízkým tempem růstu a nepřítomností jiného postižení, které 

by mohlo být příčinou. Patologie genu SHOX se ukazuje jako původce přibližně 10 % 

tohoto onemocnění, což ji činí (s frekvencí 1:300 v celkové populaci) nejčastější 

monogenní příčinou malého vzrůstu (Marchini et al., 2016). 
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Významnou roli hraje heterozygotní deficience genu SHOX pravděpodobně i v rámci 

klinického profilu Turnerova syndromu, jehož příčinou je gonosomální monosomie 

(45,X0). Více než 90 % žen s Turnerovým syndromem je abnormálně malého vzrůstu a 

právě haploinsuficience genu SHOX by mohla být příčinou této složky fenotypu (Hintz, 

2002). Naopak gonosomální aneuploidie, při nichž dochází ke zvýšení počtu gonosomů 

(47,XXX; 47XXY; 47,XYY; 48,XXXX; atd.), se projevují zvýšenou postavou, což také 

bývá přičítáno změně v počtu alel genu SHOX (Binder et al. 2001). 

 

Předkládaná publikace II (Hirschfeldova et al., 2012, P-II) shrnuje výsledky 

výzkumu provedeného na 98 jedincích s diagnostikovanou Léri-Weillovou 

dyschondrosteosou nebo idiopatickým malým vzrůstem. Publikace popisuje mutace 

nalezené v genu SHOX a jeho regulačních oblastech. Dále předkládá rozbor fenotypových 

projevů pacientů a diskutuje jejich molekulárně genetické pozadí, zejména kryptické 

přestavby, jejichž klinický význam je nejasný (tzv. delece pod MLPA sondou L05101; 

různé duplikace). 

 

Předkládaná publikace III (Solc et al., 2014, P-III) uvádí výsledky menší studie 

zaměřené konkrétně na tzv. deleci pod MLPA sondou L05101. Po porovnání frekvence 

jejího výskytu mezi pacienty s idiopatickým malým vzrůstem a zdravými jedinci 

vyhodnocuje deleci jako klinicky nevýznamnou součást přirozené variability. Studii 

doplňuje haplotypová analýza sekvenčních polymorfismů nalezených u pacientů 

(Hirschfeldova et al., 2012, P-II), ovšem bez statisticky významného výsledku. 

 

Předkládaná publikace IV (Hirschfeldova et Solc, 2017, P-IV) představuje 

komparativní analýzu duplikací detekovaných v souboru 250 zdravých jedinců v porovnání 

s rozsahem a umístěním duplikací u pacientů z předchozích studií autorů, jež označila 

duplikace s vysokým patogenním potenciálem. Výsledky byly podpořeny metaanalýzou 

publikovaných duplikací ve sledované oblasti. 
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2.4 Kryptické přestavby chromosomálního regionu 8q24 

 

Poslední oblastí vědeckého zájmu, jíž se zabývá tato práce, jsou strukturní aberace 

spojené s chromosomálním regionem 8q24, konkrétně s genem TRPS1, a mutace v genu 

TRPS1. V klinické rovině jsou tyto mutace asociované s tzv. trichorhinofalangeálním 

syndromem. 

Trichorhinofalangeální syndrom (trichorhinophalangeal syndrome; TRPS) je velmi 

vzácné genetické onemocnění s typickými kraniofaciálními a skeletálními malformacemi. 

V současné době se rozlišují na klinické i molekulárně genetické úrovni tři typy 

označované jako TRPS I (OMIM #190350), TRPS II (OMIM #150230) a TRPS III 

(OMIM #190351). 

Podtyp TRPS I představuje základní, nejčastější formu TRPS. Jeho 

charakteristickými klinickými znaky jsou krátké, řídké, jemné, pomalu rostoucí vlasy, 

hruškovitý tvar nosu, dlouhé philtrum, laterálně řídnoucí obočí, kuželovitě tvarované 

epifýzy především středních článků prstů rukou i nohou, mírně zkrácené metakarpální a 

metatarsální kosti, brachydaktylie (převážně způsobena brachymesofalangií), mírná 

postnatální růstová retardace a zpožděný kostní věk (Ludecke et al. 2001). Dále byly u 

některých pacientů zjištěny též vybočení prstů v proximálních interfalangeálních kloubech 

(Corsini et al. 2014), malé a nepravidelně tvarované femorální epifýzy (Vaccaro et al. 

2005) a problémy s vývinem druhé dentice a opožděný zubní věk (Machuca et al. 1997). 

Příčinami TRPS I na molekulární úrovni mohou být mikrodelece, nebo bodová mutace v 

genu TRPS1 (Ludecke et al. 2001; Solc et al., 2017, P-V).  

TRPS II (jinak též Langer-Giedionův syndrom (LGS)) vzniká v důsledku 

heterozygotní mikrodelece zahrnující gen TRPS1 a společně s ním také distálněji 

lokalizovaný gen EXT1; jedná se tedy o typický syndrom přilehlých genů (Ludecke et al. 

1995). Delece postihuje přinejmenším všechny geny od TRPS1 až po EXT1, tj. více než 

1 Mb  (Shanske et al. 2008), ale může být i rozsáhlejší – proximálně může zasahovat až do 

oblasti 8q22.2 a distálně až do oblasti 8q24.2 (Hilton et al. 2001; Hou et al. 1995; Ludecke 

et al. 1999; Solc et al., 2017, P-V). Klinické projevy tohoto syndromu v sobě spojují 

klasické symptomy TRPS I s mnohočetnými dědičnými exostózami typu I s původem v 

mutacích genu EXT1 (hereditary multiple exostoses; OMIM #133700), a u většiny pacientů 

se projevuje též mírná až střední mentální retardace. Exostózy mohou být velmi variabilní 

co do počtu i velikosti (Tsang et al. 2014). Bylo popsáno, že pacienti s TRPS II mají v 
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průměru menší vzrůst, nežli pacienti s TRPS I či se samotnými izolovanými exostózami, 

pravděpodobně z důvodu kumulativního efektu, protože oba geny ovlivňují růst a vývoj 

skeletu. Pacienti s menší delecí vykazují i mírnější stupeň mentální retardace, ve srovnání s 

pacienty s rozsáhlejší delecí (Ludecke et al. 1991). Kandidátním genem pro mentální 

retardaci by u TRPS II mohl být proximálně se nacházející gen CSMD3, který je hojně 

exprimován ve fetálním i adultním mozku. Zdá se, že tento gen je neporušen u pacientů 

bez mentální retrdace, avšak minimálně u části pacientů s TRPS II trpících mentální 

retardací je deletován. Je tedy pravděpodobné, že haploinsuficience genu CSMD3 by 

mohla být zodpovědna za mentální retardaci u pacientů s TRPS II (Ludecke et al. 1991; 

Riedl et al. 2004). U některých pacientů s TRPS II byly popsány i další symptomy, např. 

kožní defekty, laxity a hypermobilita kloubů, zvýšená predispozice ke kostním frakturám, 

mikrocefalie, problémy s příjmem potravy v dětství, u novorozenců hypotonie, opožděný 

psychomotorický vývoj s pozdním nástupem řeči apod. (Vaccaro et al. 2005). 

Zaznamenána byla i větší náchylnost k urogenitálním a respiračním infekcím (Michalek et 

al. 2009). Přítomnost či absence těchto a dalších znaků může být spojena s rozsahem 

delece u jednotlivých pacientů, tedy projevuje se zde i nadále jev popisovaný jako syndrom 

přilehlých genů (Fantauzzo and Christiano 2012; Hou et al. 1995; Pereza et al. 2012; 

Shanske et al. 2008).  

Podtyp TRPS III, nejvzácnější ze spektra TRPS, se liší od TRPS II normální 

inteligencí a nepřítomností exostóz a od TRPS I podstatně výraznější růstovou retardací, 

brachydaktylií způsobenou zkrácením metakarpálních kostí a článků prstů a častým 

vybočením kostí v proximálních interfalangeálních kloubech (Niikawa and Kamei 1986). 

TRPS III tedy svou fenotypovou závažností představuje z klinického hlediska extrémní 

projev TRPS I. Je to dáno skutečností, že TRPS III vzniká v důsledku specifického typu 

mutací v genu TRPS1. Konkrétně se přitom jedná o missense mutace v exonu 6, jehož 

převážná část kóduje DNA-vazebný GATA motiv zinkového prstu (Hilton et al. 2002; 

Kobayashi et al. 2002; Ludecke et al. 2001; Maas et al. 2015).  

Je ovšem nutno podotknout, že fenotypové projevy TRPS vykazují vysokou míru 

variability. Fenotyp se liší v závislosti na věku a pohlaví, a to jak u nepříbuzných pacientů 

nesoucích identickou mutaci, tak u pacientů příbuzných (Ludecke et al. 2001) a dokonce i 

u monozygotních dvojčat (Naselli et al. 1998). 

Gen TRPS1 (GeneID #7227) byl identifikován na dlouhém raménku chromosomu 8, 

v oblasti 8q24.1. Tvoří jej sedm exonů a zahrnuje přibližně 260,5 kb genomické DNA, 
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přičemž exony 2-7 jsou kódující (Momeni et al. 2000). Je exprimován ve více než 50 

různých adultních i fetálních tkáních (Chang et al. 2002; Kunath et al. 2002; Malik et al. 

2001; Momeni et al. 2000).  

Gen TRPS1 zasahují delece, jež mohou být různě velké. Popsány byly delece o 

velikosti jednoho, dvou či několika málo párů bazí, měnící čtecí rámec (tzv. „frameshift“ 

mutace) (Nan et al. 2013), ale stejně tak i delece zahrnující značnou část dlouhého raménka 

chromosomu 8 (Hilton et al. 2002). Dále byly mnohokrát popsány i bodové nonsense či 

missense mutace (Ito et al. 2013), sestřihové mutace (Ludecke et al. 2001), paracentrické 

inverze zahrnující region 8q24.11 (Sasaki et al. 1997), inzerce (Vaccaro et al. 2005) či 

složitější přestavby – např. balancované translokace (Hou et al. 1995; Nardmann et al. 

1997). S ohledem na publikovaná data lze říci, že přibližně polovina pacientů s TRPS I je 

nositeli mutace zděděné, zatímco u druhé poloviny došlo ke sporadické mutaci de novo 

(Chen et al. 2011; Corsini et al. 2014; Hilton et al. 2002; Ludecke et al. 2001). 

Gen TRPS1 kóduje protein TRPS1 skládající se z 1281 aminokyselin fungující jako 

jaderný transkripční faktor a řadící se do nové třídy transkripčních faktorů „multi-type 

zinc-finger“. Protein TRPS1 vykazuje v jádře nehomogenní distribuci a je lokalizován v 

rozsáhlých avšak málo početných jaderných tělískách (Kaiser et al. 2003). Vedle toho 

existují náznaky, že by protein mohl vykonávat další minoritní funkci mimo jádro, která 

však zatím není dobře definována (Fantauzzo et al. 2008).  

Ve struktuře tohoto proteinu se objevuje zcela unikátní kombinace několika 

rozdílných typů motivů zinkového prstu včetně GATA-type a IKAROS-like. Sekvence 

proteinu také obsahuje dva pravděpodobné lokalizační jaderné signály. Jedná se o jediný 

známý transkripční faktor, který ve své struktuře spojuje devět motivů zinkových prstů čtyř 

odlišných typů (Momeni et al. 2000). Tři z motivů zinkového prstu jsou typu C2H2 a 

sdílejí konsenzuální sekvenci C2X14H2. Další tři motivy zinkového prstu sdílejí 

konsenzuální sekvenci C2X12H2. Sedmý motiv zinkového prstu je typu C2C2 

(CXNCX17CNXC) a vykazuje podobnosti s více než 160 proteinovými sekvencemi, 

zejména členů rodiny DNA-vazebných transkripčních faktorů GATA, což poukazuje na 

možné zahrnutí v regulaci genové exprese. Zbývající dva zinkové prsty typu C2H2 se 

nalézají na C-konci a vykazují vysokou míru podobnosti s téměř třemi sty dalšími motivy 

zinkového prstu u proteinů mnoha různých organismů. Nejvyšší stupeň podobnosti byl 

přitom nalezen u dvou charakteristických zinkových prstů z rodiny IKAROS (Chang et al. 

2002; Malik et al. 2001). 
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Protein TRPS1 působí jako represor transkripce genů regulačně závislých na dalších 

transkripčních faktorech typu GATA. Pro tuto aktivitu je přitom nezbytná přítomnost C-

terminální IKAROS-like domény (Malik et al. 2001), jejímž prostřednictvím se TRPS1 

váže s kofaktory a aktivuje se (Ludecke et al. 2001; Sun et al. 1996). Aktivita TRPS1 jako 

transkripčního faktoru je rovněž kontrolována posttranslačními modifikacemi. V případě 

TRPS1 byla potvrzena SUMOylace na C-konci proteinu (navázání malých proteinů, tzv. 

small ubiquitin-like modifier). Jedná se pravděpodobně o klíčový mechanismus regulace 

aktivity tohoto transkripčního faktoru (Kaiser et al. 2007). 

Mutace genu TRPS1 mohou vést k tvorbě zkráceného proteinu postrádajícího 

C-terminální IKAROS-like doménu, který ztrácí schopnost se aktivovat. Předpokládá se, 

že proteiny s missense mutací jsou schopné dosáhnout jádra a formovat dimery či 

multimery skrze své IKAROS-like domény, nicméně mají nejspíše sníženou afinitu k 

DNA. Pokud ale missense mutace postihuje přímo GATA doménu, vzniklý protein se není 

schopen vázat na DNA a regulovat transkripci; takto mutované proteiny jsou tedy 

transkripčně neaktivní (Momeni et al. 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 7 

Schéma 5’UTR a oblastí translačních startů v různých transkriptech genu TRPS1. 

– převzato ze Solc et al., 2017, P-V 

 

 

Regulace exprese genu TRPS1 není dosud objasněna. Jako klíčový transkripční 

faktor podílející se na řadě procesů, mimo jiné i na regulaci buněčného cyklu, lze 

předpokládat jeho přísnou kontrolu. Podle známých transkriptů byla rekonstruována 

organizace genu TRPS1. Není překvapením přítomnost alternativního sestřihu na 5´ konci 

genu, který vytváří různě dlouhé a různě strukturované 5´UTR sekvence a který vyžaduje 

přítomnost alternativních promotorů. Rovněž rozsáhlá 3´UTR oblast má jistě významnou 
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regulační úlohu (viz obrázek 7). Lze předpokládat, že se v okolí genu TRPS1 budou 

nacházet i další cis regulační elementy. Řízení celého procesu transkripce a translace a 

odlišná biologická funkce odlišných transkriptů zůstává dosud neobjasněna (Solc et al., 

2017, P-V). 

 

Předkládaná publikace V (Solc et al., 2017, P-V) shrnuje výzkum provedený na 

souboru devíti nepříbuzných jedinců s trichorhinofalangeálním syndromem různého typu. 

Zahrnuje analýzu jejich fenotypu a odhaluje pravděpodobné kauzální příčiny vzniku 

syndromu na úrovni DNA. Zvolená metodika umožnila vedle kódujících oblastí genu 

analýzovat i rozsáhlé 5‘ a 3‘ netranslatované oblastí genu TRPS1 a detekovat zde řadu 

polymorfismů. Získané poznatky jsou uvedeny do kontextu dosavadních publikovaných 

studií, zvýšená pozornost je věnována také regulaci exprese genu TRPS1. 
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2.5 Perspektivy výzkumu 

 

Výzkum kryptických přestaveb lidských chromosomů se i do budoucna jeví jako 

velmi perspektivní a stojí před řadou zajímavých otázek. Oproti svým počátkům, kdy se 

pozornost soustředila zejména na klinicky významné přestavby s přímým patologickým 

dopadem na svého nositele, současný výzkum se vedle toho výrazněji zaměřuje: zaprvé na 

CNV, jež jsou součástí přirozené variability lidského genomu a nemají klinický význam 

(včetně těch, jež mohou představovat evoluční stopu); a zadruhé na přestavby, jež mohou 

nějakým způsobem hrát roli při vzniku komplexních, polygenně podmíněných a 

multifaktoriálních onemocnění. 

Pakliže se zaměříme konkrétně na témata, jimž se věnuje tato práce, pak výše 

uvedené hraje významnou roli při studiu souvislostí mezi kryptickými přestavbami a 

mentální retardací (či v širším pohledu patologickým kognitivním a intelektuálním 

fungováním nervové soustavy). Výzkum, k němuž se snaží přispět i tato práce, zdaleka 

není u svého konce – množství kryptických přestaveb, jež jsou kauzálně spojeny se 

vznikem syndromů zahrnujících ve fenotypovém projevu mentální retardace (ale i těch bez 

tohoto symptomu), se neustále zvyšuje. Ovšem stále častěji se jedná nikoli o dobře 

definované, opakující se přestavby a lokusy, nýbrž o unikátní aberace vedoucí ke vzniku 

vzácných syndromů. Tato situace staví před nové výzvy jak lékaře, tak vědce, neboť jim 

neumožňuje opřít se při léčbě pacienta, potažmo při interpretaci biologického významu 

aberace, o bohatou evidenci a s ní již spojenou praxi, a vede je tak k hledání nových 

medicínských i vědecko-metodologických přístupů. Situaci při detekci vzácných 

kauzálních aberací navíc komplikuje výše uvedený fakt, že se zvyšující se schopností 

zmapovat genom člověka roste množství popsaných a u každého člověka též detekovaných 

CNV (např. Gallasso et al., 2010). Ulehčení naopak představují obsáhlé databáze (např. 

DECIPHER), které v poslední době umožňují spolehlivěji identifikovat strukturní 

polymorfismy a o něž se lze opřít při vyhodnocování významu nalezených přestaveb.  

Vedle toho se začínají odhalovat i souvislosti mezi konkrétními přestavbami a 

heterogenními patologickými projevy, jako je např. epilepsie (např. Mullen et al., 2013). 

Ovšem zřejmě nejambicioznějším je v současnosti výzkum snažící se objasnit spojení 

kryptických přestaveb se vznikem a podobou poruch autistického spektra. Vznik této 

multifaktoriální patologie s vysoce polygenním genetickým pozadím byl v rámci mnoha 

studií asociován s bodovými mutacemi, strukturními aberacemi i epigenetickými mutacemi 
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mnoha genů. Aktuální výzkumy se snaží o nový pohled, kdy se nehledá spojení konkrétní 

mutace ani přesné role, kterou hrají jednotlivé geny, nýbrž přechází se na komplexnější 

pohled na jiných úrovních, nežli je genom, a to na úrovni transkriptomu, proteomu a 

interaktomu. Zde je již (zatím ovšem pouze v hrubých rysech a s požadavkem na další 

studie a posilování evidence) možné identifikovat určité signální a regulační dráhy, jejichž 

narušení (skrze bodovou, strukturní nebo epigenetickou mutaci kteréhokoli z velkého 

množství zapojených genů) je pravděpodobně spojeno se vznikem poruch autistického 

spektra (pro podrobné zpracování viz např. Krum et al., 2014). 

Perspektivy výzkumu cíleného pouze na konkrétní chromosomální regiony, resp. 

oblasti asociované s konkrétními geny, jejž představují i další dvě témata této práce, se 

z povahy věci samozřejmě liší. Jak v případě genu TRPS1 a trichorhinofalangeálního 

syndromu, tak v případě genu SHOX a s ním asociovaných onemocnění pokračují 

výzkumy zabývající se konkrétními patologiemy genů a spojující je s konkrétními 

klinickými důsledky a perspektivami. Vedle patologií kódujících sekvencí, vedoucích 

k absenci proteinového produktu či jeho defektům, se pozornost zaměřuje i na patologie 

regulace genové exprese. Zde jsou jak v případě genu TRPS1, tak genu SHOX intenzivně 

zkoumány nekódující sekvence exonů (5’UTR a 3’UTR) a také promotorové sekvence. 

V případě genu SHOX je ovšem stále větší důraz kladen i na výzkum regulačních, 

enhancerových sekvencí v okolí genu. Moderní metodologické přístupy umožňují v 

současné době analýzu právě i nekódujících sekvencí, jejichž výzkum byl dříve často kvůli 

jejich délce a nízké komplexnosti opomíjen. V případě genů jako jsou transkripční faktory 

TRPS1 a SHOX, kde se předpokládá velmi přísná mnohaúrovňová regulace exprese genu, 

by měla analýza regulačních oblastí přejít do rutinní praxe. Překážkou zatím zůstává 

nedostatečně standardizovaný a zjednodušený systém testování a interpretace funkčního 

významu nalezených variant. Nicméně vzhledem k bouřlivému rozvoji tohoto odvětví se 

dá předpokládat, že i tato překážka bude brzy odstraněna. Výzkum duplikací 

v pseudoautosomální oblasti odhaluje komplikace spojené s jejich interpretací, které mají 

obecnější charakter. Důležitou roli hraje uspořádání duplikované oblasti, zda jsou primárně 

narušeny kódující či regulační sekvence, ale i možnost kompetice duplikovaných 

regulačních elementů o transkripční faktory, jejichž množství může být omezené, případně 

zda nové prostorové uspořádání chromosomální domény nenarušuje spávnou interakci 

mezi faktory v různých cis regulačních elementech (Hirschfeldova et Solc (2017, P-IV)). 

Výzkum genu SHOX, s ohledem na množství jeho známých regulačních elementů, které 
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jsou i relativně dobře charakterizované, a na častý výskyt drobných přestaveb, může sloužit 

jako vzor pro výzkum  dalších podobných genů. 

Předmětem výzkumu zůstává v případě obou genů i funkce kódovaných proteinů. 

V případě TRPS1 nejsou všechny jeho funkce ještě zdaleka zmapované. V případě SHOX 

se jedná spíše o detailnější výzkum, např. v rámci jeho aktivity v prehypertrofických 

chondrocytech je třeba upřesnit, která z jeho funkcí se v kterém kroku procesu uplatňuje, 

jak jsou tyto odlišné funkce koordinovány apod. Vedle toho je třeba věnovat pozornost 

tomu, jakou úlohu hraje SHOX v dalších tkáních. Zejména by protein SHOX podle 

některých náznaků mohl hrát roli při vývoji nervové tkáně (specificky se to týká nově 

popsaných izoforem zahrnujících exony 7-1, 7-2 a 7-3). V poslední době se dokonce 

objevují i teorie, že právě i patologie SHOX by mohla přispívat ke vzniku poruch 

autistického spektra (viz např. Tropeano et al., 2016). 

Souhrnem lze říci, že kryptické přestavby lidských chromosomů představují 

výzkumnou oblast, která skrývá mnohá tajemství a jejíž studium nám může přinést řadu 

poznatků o přirozené strukturní variabilitě lidského genomu a jeho evoluci, fyziologickém 

i patologickém fungování genů a proteinů, regulaci genové exprese i o složitém 

genetickém pozadí polygenních a multifaktoriálních onemocnění. A čím více se o 

kryptických přestavbách lidských chromosomů dozvídáme, tím očividnější je, že ještě 

nesrovnatelně více toho zůstává před našimi zraky ukryto. 
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2.6 Použité zkratky 
 

3’UTR ... 3‘ untranslated region (3‘ netranslatovaný region) 

5’UTR ... 5‘ untranslated region (5‘ netranslatovaný region) 

aCGH ... array CGH 

C ... C konec proteinu 

CGH ... comparative genomic hybridization (komparativní genomová hybridizace) 

CKII ... casein kinase II (casein kináza II) 

CNE ... conservative noncoding element 

CNV ... copy number variations 

CSMD3 ... CUB And Sushi Multiple Domains 3 (lidský gen) 

DNA ... deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleová kyselina) 

Ex ... exon 

EXT1 ... exostosin 1 (lidský gen) 

FGFR3 ... fibroblast growth factor receptor 3 (lidský protein) 

FISH ... fluorescent in situ hybridization (fluorescenční in situ hybridizace) 

FoSTeS ... fork stalling and template switching 

HB ... homeobox (homeobox) 

HD ... homeodomain (homeodoména) 

LCR ... low-copy repeats 

MAPH ... multilocus amplifiable probe hybridization 

m-FISH ... multicolour FISH (mnohobarevná FISH) 

MLPA ... multiplex ligation-dependent probe amlification 

N ... N konec proteinu 

NAHR ... non-allelic homologous recombination (nealelická homologní rekombinace) 

NHEJ ... non-homologous end joining (nehomologní spojování konců) 

NMD … nonsense-mediated mRNA decay (degradace transkriptů s předčasným 

terminačním kodónem) 

NLS ... nuclear localization signal (jaderný lokalizační signál) 

OAR ... otp, aristaless and rax (transaktivační doména) 

P ... místo fosforylace 

PAR1 ... pseudoautosomal region 1 (pseudoautosomální region 1) 

PCR ... polymerase chain reaction (polymerázová řetězová reakce) 
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qPCR ... quantitative PCR (kvantitativní PCR) 

RUST … regulative unproductive splicing and translation (tvorba neproduktivních 

transkriptů jako mechanismus regulace exprese genu) 

SHOX ... short stature homeobox-containing gene (lidský gen) 

SHOX ... short stature homeobox-containing gene (lidský protein) 

SHOX2 ... short stature homeobox-containing gene 2 (lidský gen) 

Shox2... short stature homeobox-containing gene 2 (myší gen) 

SKY ... spectral karyotyping (spektrální karyotypizace) 

SOX ... SRY-related HMG-box (rodina genů) 

SUMO … small ubiquitin-like modifier (signální protein) 

TAR … telomere associated repetition 

Tel … telomera 

TRPS ... trichirhinophalangeal syndrome (trichorhinofalangeální syndrom) 

TRPS1 ... transcriptional repressor GATA binding 1 (lidský gen) 
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malým vzrůstem (idiopatickým). U těchto pacientů byly pomocí metody MLPA vyhledány 

kryptické přestavby, jež mohly být kauzální příčinou onemocnění, a dále byla provedena 

mutační analýza exonů genu SHOX za využití Sangerova sekvenování. Pozitivní nálezy 

byly popsány a diskutovány. Vedle kauzálních aberací byly zachyceny též takové, jejichž 

vztah k patologii byl nejasný (rozlišné duplikace, delece pod sondou L05101 (MLPA kit 

P018)). 

 

Podíl předkladatele  

Předkladatel se podílel na provedení laboratorních analýz (sběr dat) a dále prováděl 

teoretickou práci, a to obecnou rešerši problematiky (teoretický úvod článku) a cílenou 

konfrontaci pozitivních nálezů s publikovanými případy a studiemi (součást diskuse). 
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Publikace III 

 

Solc R, Hirschfeldova K, Kebrdlova V, Baxova A (2014) Analysis of common SHOX gene 

sequence variants, and ~4.9kb PAR1 deletion in ISS patients. Journal of Genetics, 93(2), 

505-508 

 

Impact factor (2014) = 1,093 

 

Journal ranking (2014) = Q4 (Genetics et Heredity) 

 

Citační ohlas (ke dni 17.10.2017) 

dle WOS 1x citováno; dle SCOPUS 1x citováno; dle ResearchGate 1x citováno 

 

Shrnutí obsahu  

Publikace shrnuje a diskutuje výsledky dílčí studie mapující výskyt delece pod 

sondou L05101 (MLPA kit P018) a porovnávající jej s výskytem v souboru pacientů 

s izolovaným malým vzrůstem, přičemž je delece vyhodnocena jako populační 

polymorfismus bez klinického významu. Tuto studii doplňuje konstatace výsledků 

haplotypové analýzy bodových polymorfismů, jež ovšem nepřináší žádný pozitivní 

výsledek. 

 

Podíl předkladatele  

Předkladatel je autorem designu studie týkající se delece pod sondou L05101 (MLPA 

kit P018), provedl veškeré laboratorní práce s ní spojené a je autorem manuskriptu (s 

výjimkou části týkající se haplotypové analýzy). Na haplotypové analýze se nepodílel. 
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Publikace IV 

 

Hirschfeldova K, Solc R (2017) Comparison of SHOX and associated elements 

duplications distribution between patients (Lėri-Weill dyschondrosteosis/idiopathic short 

stature) and population sample. Gene, 627, 164-168 

 

Impact factor (2016) = 2,415 

 

Journal ranking (2016) = Q3 (Genetics et Heredity) 

 

Citační ohlas (ke dni 17.10.2017) 

dle databází dosud necitováno 

 

Shrnutí obsahu  

Publikace charkaterizuje duplikace v regionu genu SHOX nalezené v souboru 250 

zdravých jedinců. V rámci následující metaanalýzy jsou porovnávány duplikace popsané 

v této a předchozích publikacích spoluautorů a další duplikace nalezené u zdravých či 

pozitivně diagnostikovaných osob publikované v literatuře. Na jejím základě jsou 

vyvozeny závěry ohledně patogeničnosti duplikací a ohledně funkčního významu oblastí 

sekvencí v regionu genu SHOX. 

 

Podíl předkladatele  

Předkladatel je autorem celkové koncepce výzkumu, organizoval vytvoření souboru 

dárců, provedl veškeré laboratorní analýzy a spolupodílel se na psaní manuskriptu. 

Metaanalitickou část práce rozpracovali oba spoluautoři samostatně ve více variantách a 

následně ve spolupráci dokončili, přičemž finální podoba vychází z varianty navržené 

předkladatelovou školitelkou a spoluautorkou. 
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Publikace V 

 

Solc R, Klugerova M, Vcelak J, Baxova A, Kuklik M, Vseticka J, Beharka R, 

Hirschfeldova K (2017) Mutation analysis of TRPS1 gene including core promoter, 

5´UTR, and 3´UTR regulatory sequences with insight into their organization. Clinica 

Chimica Acta, 464(1), 30-36 

 

Impact factor (2016) = 2,873 

 

Journal ranking (2016) = Q2 (Medical Laboratory Technology) 

 

Citační ohlas (ke dni 17.10.2017) 

dle databází dosud necitováno 

 

Shrnutí obsahu  

Publikace shrnuje a diskutuje výsledky výzkumu provedeného na souboru jedinců 

s diagnostikovaným trochorhinofalangeálním syndromem. U těchto pacientů byly pomocí 

metody MLPA vyhledány kryptické přestavby, jež mohy být kauzální příčinou 

onemocnění, a dále byla provedena mutační analýza kódujících i nekódujících částí exonů 

genu TRPS1 za využití sekvenování nové generace a kontrolního Sangerova sekvenování. 

Pozitivní nálezy byly popsány a diskutovány. 

 

Podíl předkladatele  

Předkladatel je autorem celkové koncepce výzkumu, provedl značnou část 

laboratorních analýz, spolu s lékaři analyzoval klinický profil pacientů a napsal 

významnou část manuskriptu. 
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3.2 Příspěvky na mezinárodních odborných konferencích 
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May 28.-31. 2011, Amsterdam RAI, Netherlands; poster, abstrakt: European 

Journal of Human Genetics, 2011,Vol.19,Suppl.2,p.145 

 

4) Hirschfeldova K, Kebrdlova V, Solc R, Florianova M, Lnenicka P, Stekrova J, 

Mihalova R, Baxova A: SHOX gene polymorphic variants and their association 

with isolated short stature. European human genetics conference (ESHG), May 

28.-31. 2011, Amsterdam, Netherlands; poster, abstrakt: European Journal of 

Human Genetics, 2011,Vol.19,Suppl.2,p.120-121 

 

5) Hirschfeldova K, Kebrdlova V, Mihalova R, Stekrova J, Vesela K, Lnenicka P, 

Florianova M, Solc R, Baxova A: MLPA analysis in children with mental 

retardation. European human genetics conference (ESHG) , June 12.-15. 2010, 

Gothenburg, Sweden; poster, abstrakt: European Journal of Human Genetics, 

2010, Vol.18, Suppl.1, p.121. 

 

6) Baxova A, Kebrdlova V, Solc R, Lnenicka P, Florianova M, Stekrova J, 

Mihalova R, Vesela K, Hirschfeldova K: PAR1 deletion/duplication in patients 

with dyschondrosteosis or idiopathic short stature. European human genetics 

conference (ESHG) , June 12.-15. 2010, Gothenburg, Sweden; poster, abstrakt: 

European Journal of Human Genetics, 2010,Vol.18,Suppl.1,p.342 
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3.3 Příspěvky na domácích odborných konferencích 

 

1) Šolc R, Klugerová M, Včelák J, Baxová A, Kuklík M, Všetička J, Beharka R, 

Hirschfeldová K: Komplexní molekulárně genetická analýza genu TRPS1 u 

pacientů s trichorhinofalangeálním syndromem. 20. celostátní konference DNA 

diagnostiky, listopad 2016, Dolní Morava; přednáška 

 

2) Šolc R, Klugerová M, Hirschfeldová K, Baxová A, Kuklík M: Molekulárně 

genetická analýza u pacientů s trichorhinofalangeálním syndromem. 19. 

celostátní konference DNA diagnostiky, listopad 2015, České Budějovice; 

přednáška 

 

3) Šolc R, Klugerová M, Hirschfeldová K, Baxová A, Kuklík M: Strukturní aberace 

chromozomové oblasti 8q24 a mutace v kódujících oblastech genu TRPS1 u 

pacientů s trichorhinofalangeálním syndromem 48. cytogenetická konferenc SLG 

ČLS, září 2015, Brno; poster, abstrakt ve sborníku 

 

4) Šolc R, Hirschfeldová K, Kebrdlová V, Baxová A: Role ~4,9 kb delece v 

regulačních oblastecch genu SHOX v regionu PAR1: příčina malého vzrůstu, 

anebo populační polymorfismus? Konference GSGM, 24.-26. září 2014, 

Průhonice; poster, abstrakt ve sborníku: str. 92 

 

5) Hirschfeldová K, Kebrdlová V, Mihalová R, Štekrová J, Lněnička P, Šolc R, 

Vranová V, Baxová A: Komplexní genetická analýza u dětí s mentální retardací a 

opožděným PMR vývojem. 15. celostátní konference DNA diagnostiky, 24.-25. 

listpadu 2011, Praha; poster 

 

6) Hirschfeldová K, Baxová A, Kebrdlová V, Šolc R, Lněnička P, Gaillyová R, 

Mihalová R, Veselá K, Štekrová J: Komplexní analýza SHOX genu u pacientů 

s dyschondrosteózou a idiopatickým malým vzrůstem. 14. celostátní konference 

DNA diagnostiky, 25.-26. listopadu 2010, Brno; poster, abstrakt ve sborníku: 

str.55 
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