1.UVOD

Tématem vrozenych vyvojovych vad se lidstvo zabyva odjakziva. Postupné se vSak pohled
nané s piibyvajicimi znalostmi ménil. Od démonizovaného pohledu na jedince postizené
vyvojovou vadou jsme se dostali do doby, kdy je vyskyt vrozené vyvojové vady stale nechténou
sice nejsme schopni vyvojové vady l€¢it, nicméné dokdzeme urcit rizika jejich vzniku, ptipadné
pfijmout opatieni, kterd vznik vyvojové vady mohou minimalizovat.

Rozvijenim modernéjSich metod, novych typa vysSetieni a celkovym pokrokem védy ziskdvame
informace o pfi¢indch vyvojovych vad, které nadm byly dosud skryty, coz déla z tématu
vyvojovych vad téma aktualni.

Ke zpracovani jsem si v tomto kontextu tedy vybrala vady, které s timto pokrokem souvisi.
Mikrodelece a mikroduplikace jsou pomérné novymi diagndézami pravé proto, ze jsme
po dlouhou dobu byli schopni detekovat pouze abnormality v poctu chromozomti, ne vSak
v jejich struktuie. RASopatie tvofi skupinu diagnéz tykajicich se mutace gent jedné
signalizaéni kaskddy, kde mize jit o mutace v rtiznych genech, avSak s podobnymi
fenotypovymi projevy. Bez specifi¢téjSich metod bychom také nebyli schopni diagnézu ur€it.
Dale jsem vénovala ¢ést prace problematice thalidomidu, jelikoZ plisobeni teratogenti na plod
pii jeho vyvoji je Casto diskutovanym tématem ptredevSim ve spojitosti s Zivotnim prostiedim
a zivotnim stylem. Zaroven neustidle vznikaji nové hypotézy ohledné mechanismu jeho
pusobeni, a v neposledni fad¢ je pfedmétem vyzkumu v odvétvich 1é¢by lepry, myelomu
¢i dal$ich zavaznych chorob.

Cilem této prace je strucné rozdeleni vrozenych vyvojovych vad podle jejich mechanismu,
Cetnosti a pficiny vzniku, a na zdkladég literarni reSerSe zahrani¢ni odborné literatury a zdroja
definovat molekuldrni podstatu nékterych onemocnéni zastupujicich vybrané kategorie

genetickych pfi¢in a vnéjsich vliva.



2. ROZDELENI VROZENYCH VYVOJOVYCH VAD

Podle mechanismu mtizeme vyvojové vady rozdélit nasledovné:

Malformaci rozumime vrozenou vyvojovou vadu tvaru, kterd vznikd béhem nitrod€lozniho
vyvoje zarodku. Patii mezi n¢ napiiklad rozstépy, polydaktylie, ageneze, aplazie apod.

Za deformaci oznacujeme zménu tvaru organu ¢i tkan¢, které byly doposud zdravé a normalné
se vyvijejici a k poskozeni doslo pisobenim fyzicke sily.

Pokud dojde k naruseni normalniho vyvoje ne fyzickou silou, ale patologickym procesem,
hovotime o disrupci.

Dysplasie je takova porucha ristu a vyvoje, ke které dochézi na histologické tirovni, tzn. dojde
k poruchdm uspotradani bun¢k. (Vokurka, Hugo, Velky lékarsky slovnik, 2009; Gregor et al.,

Vrozené vyvojové vady, web 1)

Podle Cetnosti se vyvojové vady déli na:

Isolované vady, jez jsou vadami, které nejsou spojované s jinou vadou.

Naopak Ize pak najit asociace, coz jsou vady, které se vyviji spolu s dal§imi typickymi vadami
v asociaci.

Sekvence jsou mnohocetné vady, které jsou ndsledkem patologického zasahu, jenz porusi celou
kaskadu déju.

Syndromem oznacujeme komplexné soubor fenotypovych projevii dané diagndzy.

Dle pfi¢iny vzniku vyvojovych vad je rozdélujeme nasledovné:

wrwve

2.1 Genetické priciny

2.1.1 Chromozomalni aberace
Do této skupiny vrozenych vad patfi ty, které jsou zptisobeny mutaci na genomové tirovni ¢ina
urovni struktury chromozomdi. Jako zastupci této skupiny jsou popsdny mikrodelece

a mikroduplikace na chromozomu 17, konkrétn€ na jeho kratkém raménku.

2.1.2 Monogenné podminéné vrozené vady
Ze skupiny monogenné podminénych vrozenych vad, tedy mutaci v jednom genu, jsou
rozebrany RASopatie. V této kaskadé dochazi hned k né¢kolika monogennim mutacim, které

vedou k celé skupin¢ diagnoz.



2.1.3 Multifaktorialné podminéné vrozené vady
V ptipadé multifaktorialné podminénych mutaci se uplatiiuji jak vlivy genetickych mutaci, tak
vlivy faktorti vnéjsiho prostiedi. Pravé diky této kombinaci se jedné o velmi rozsadhlou skupinu

vrozenych vyvojovych vad.

2.2 Vnéjsi faktory

Za vn¢jsi faktory vzniku vyvojovych vad jsou povazovany teratogeny biologického,
chemického nebo fyzikalniho charakteru. Jde o latky ¢i procesy, které riziko vzniku
vyvojovych vad mohou zvySovat nebo tento vznik piimo zptisobovat.

Mezi biologické teratogeny fadime plivodce infekénich onemocnéni. Nejcastéji tedy viry a
bakterie. Nebezpecné pro vyvoj plodu vSak mohou byt i onemocnéni matky, mezi které se radi
napiiklad diabetes mellitus, fenylketonurie a dalsi.

Za chemické teratogeny je povazovana fada chemickych latek pocinaje technickymi
(rozpoustédla, barviva, t€zké kovy), pres 1éCiva a lécivé pripravky az po navykové latky,
alkohol a drogy. Z 1éCiv miizeme jmenovat antibiotika, cytostatika, antiepileptika, warfarin a
dalsi.

Teratogeny fyzikalni povahy jsou rtizné druhy zafeni, at’ uz RTG ¢i jina ionizujici, poté
napiiklad vysoka teplota zplisobend horeckou nebo piehfatim matky nebo mechanické

poskozeni plodu.

Na tom, jaka ¢i zda viibec vyvojova vada piisobenim teratogenu vznikne, ma sviij podil faktor
davky. Tedy mensi davky mohou zptsobit mirnéjsi vadu. Velmi dilezitym faktorem pfi
vystaveni se pusobeni teratogenu je faktor ¢asu. Rozeznavame zde takzvanou kritickou
periodu, ktera je pro kazdy teratogen jind. Zalezi vzdy na ¢ase podani (naptiklad I€ku) a na tom,
ktera soustava plodu se prave vyviji a zda miize tato latka vyvoj ovlivnit.

Faktorem genetické vybavy a druhu pak rozumime rozdilnou citlivost riznych zivocisnych
druhti na dany teratogen. Tento faktor je nutno brat v avahu predevsim v klinickych studiich
lekti (Gregor et al., Vrozené vyvojové vady, web 1).

Tomuto tématu vénuji kapitolu o thalidomidu, ktery patii do skupiny chemickych teratogend.



3. MIKRODUPLIKACE A MIKRODELECE OBLASTI 17p11.2

3.1 Chromozom 17

Chromozom 17 patii mezi kratké submetacentrické chromozomy skupiny E. Hustotou genti se
fadi na druhé misto v lidském genomu (Grimwood et al., 2004), z ¢ehoz vyplyva také velké
mnozstvi geneticky podminénych chorob vdzanych pravé na tento chromozom (Zody et al.,
20006).

V této Casti prace bych se chtéla vénovat duplikaci dlouhé 3,7 Mb na kratkém raménku tohoto
chromozomu, konkrétné v oblasti 17p11.2, kterd zpiisobuje syndrom Potocké — Lupského
(PTLS), a jejiz reciproka delece zapfic¢iluje syndrom Smithové — Magenisové (SMS)
(Potocki et al., 2007). Jde o nealelické homologni rekombinace (NAHR) mezi specifickymi
useky ohrani¢enymi LCR (low copy repeats) (Hurles, Lupski, 2006).

3.2 Mikroduplika¢ni a mikrodele¢ni syndromy

Béhem néckolika poslednich let se pocet nalezenych mikroduplikacnich a mikrodele¢nich
syndromti (MMYS) zvysil. (Obr. 1) Diive byly tyto syndromy oznacovany jako CGS (contiguous
gene syndromes), protoze se mélo za to, Ze je zplsobuje vice genil lezicich blizko sebe. Nyni
se ale ukazuje, Ze jde Casto pravé o jeden gen z deletované ¢i duplikované ¢asti, ktery je citlivy
na davku, a tak zapficinuje nejvice z fenotypovych projevli daného syndromu, jako se ukézalo
naptiklad u vySe zminénych SMS, PTLS a genu RAI/1 (Weise et al., 2012).

Velmi dilezitym aspektem v rozvoji diagnostiky téchto syndromi je i pouZiti vice specifickych
metod. Vyhodou téchto metod (FISH, MLPA, aCGH) jsou jejich rychlost a cena. Napftiklad
pokud porovnadme pouziti MLPA a WGS (whole genome sequencing), dostaneme pfi stejnych

nakladech za pouziti MLPA az ttikrat vice informaci (Jehee et al., 2011).

3.2.1 FISH

Fluorescencni in situ hybridizace je metoda vyuzivajici fluorescencnich sond, kterymi Ize na
zaklad¢ vysoké komplementarity oznacit konkrétni sekvenci na chromozomu. Diky jeji
specifi¢nosti je vyuzivana k potvrzeni nebo k vyvraceni predpokladané diagnozy ziskané méné
specifickou metodou. Mezi jeji nesporné vyhody patii schopnost stanovit diagnozu 1 z jediné

bunky za pfitomnosti chromozomi v metafazi (Weise et al., 2012).



3.2.2 MLPA

Z anglického ,,multiplex ligation-dependent probe amplification® je metoda molekularni
cytogenetiky, ktera vyuziva principu PCR. Jeji velkou vyhodou je amplifikace az nékolika

desitek lokusti najednou za potteby pouze malého mnozstvi DNA ve vzorku (Schouten et al.,

2002).
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Obrazek 1

Na tomto schématu jsou shrnuty vSechny mikrodelece a mikroduplikace, které se dosud vyskytly alesporn

dvakrat.

Cervené Sipky oznacuji mikrodelece,

modré mikroduplikace, fialové pak reciproké

mikroduplikace a mikrodelece (prevzato z Weise et al, 2012). Miizeme si vSimnout opravdu velkého

mnozstvi mikroduplikact a mikrodelect pravé na chromozomu 17.

3.3 Syndrom Potocké —

Lupského (PTLS)

Je pojmenovan po Lorraine Potocké a Jamesu Lupském, kteti ho definovali jako reciprokou

mikroduplikaci k syndromu Smithové

1:15 000 — 25 000 (Treadwell-Deering et al., 2010).

Magenisové (Potocki, 2007) s vyskytem ptiblizné



3.3.1 Fenotypové znaky

Ptiznaky PTLS jsou zpozorovatelné uz v novorozeneckém a détském veku, kdy déti Spatné
prospivaji, trpi psychomotorickou retardaci a maji hor$i komunikacni schopnosti.
Daéle k projeviim choroby patii poruchy autistického spektra, poruchy spanku a dychani,
kardiovaskuldrni anomalie a dalekozrakost. Rozeznavame zde Sirsi Celo, Spicaty nos a témér
absenci nosoretni ryhy. (Obr.2) Méné casto se pak objevuje snizend hladina
cholesterolu v krvi a snizend funkce §titné zlazy. Ne vzdy se ptiznaky projevi v plném rozsahu,

vétsinou jde o jejich variantni kombinace (Potocki et al., 2007).

Obrazek 2

Fotky pacientii s PTLS ve véku (4) 8 mésici, (B) 3 roky, (C) 10 let, (D) 28 let, (E) 6 mésici, (F) 6 let,
(G) 10 let, (H) 19 let. Vpripadech A-D jde o dévce, u E-H o chlapce. (pFevzato a upraveno
z Neira-Fresneda, Potocki, 2015)

3.3.2 Molekularni podstata onemocnéni

Duplikovany usek se nachdzi mezi dvéma LCR useky. Prvnim usekem je proximalni
SMS-REP, dlouhy ~256 kb, druhym pak SMS-REP distalni o délce ~176 kb. Tyto dva useky
jsou stejné orientované. Mezi nimi se nachdzi jesté tieti isek, orientovany opaéné, prostiedni
SMS-REP, dlouhy ~241 kb. Pokud porovname sekvence proximalniho a distalniho useku,
najdeme hned ctyfi oblasti shodné na vice nez 95 %, z toho tfi na vice nez 98 %. Prostfedni
SMS-REP ma témét stejnou sekvenci jako proximalni usek (az na malé delece a duplikace),

avsak s opacnou orientaci (Park et al., 2002).



Ptiblizn€ u 60 % pacientl s PTLS je nalezena duplikace celého useku 3,7 Mb. Kriticka oblast
je pak dlouhd 1,3 Mb a zahrnuje 18 genti (Shchelochkov, Cheung, Lupski, 2010). (Obr. 3)
Nejkratsi mikroduplikace, kteréd se prozatim vyskytla, byla o délce 0.25 Mb (Lee et al., 2013).
Kritickd oblast se rozklada mezi distdlnim usekem SMS-REP a oblasti vzdalenou 200 kb

smérem k telomete od tseku prostfedniho (Potocki et al., 2007).

protein — retinoic acid induced protein), ktery se nachézi ptiblizn€ uprostied kritické oblasti
(Carmona-Mora, Walz, 2010). Vzhledem k vys$si expresiv srdcia mozku je zaroven
zodpovédny za vétsinu fenotypovych projevii PTLS (Shchelochkov, Cheung, Lupski, 2010).

Tuto teorii podporuje také dalsi studie, ktera zjistila, ze gen RAIIl se jako jediny vyskytuje
v 125 kb sekvenci, ktera vznikla srovnanim duplikovanych oblasti a byla spole¢na pro vSechny

pacienty dané studie (Zhang et al., 2010).
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Obrazek 3
Zde miuzeme videét cely 3,7 Mb dlouhy usek mezi distalnim a proximalnim SMS-REP (vyznaceny

modre) a zaroven vymezeni kritické oblasti s rozepsanymi geny. Cervenée je pak zndzornéna dosud

nejmensi zaznamenana duplikace o 0,25 Mb. (prevzato z Lee et al., 2013)

3.4 Syndrom Smithové — Magenisové (SMS)

Tento syndrom nese jméno své objevitelky Ann Smithové, kterd syndrom se svymi
kolegy v roce 1982 poprvé popsala, a Ruth Ellen Magenisové, ktera se podilela na jeho
pozdéj$im vyzkumu (Smith et al., 1986).

3.4.1 Fenotypové znaky
VSeobecné miizeme fici, Ze u SMS muiZeme pozorovat horsi fenotypové projevy mutace

nez u PTLS (Potocki et al., 2007).



Kvili patrnym dysmorfiim v kraniofacidlni oblasti (Obr. 4), hypotonii a opozdénému vyvoji je
taktéz toto onemocnéni mozno rozpoznat jizvraném veéku. Pacienti trpi poruchami
zraku a sluchu, neméné asté jsou pak poruchy spanku (Neira-Fresneda, Potocki, 2015). Pravé
tyto priznaky jsou pripisovany pritomnosti pouze jedné alely genu RAI7 (Slager, 2003). U vice

nez 35 % pacientil je opét postizeno srdce (Neira-Fresneda, Potocki, 2015).

Obrazek 4

Fotky pacientii se SMS ve véku (4) 7 mesicii, (B) 2 roky, (C) 9 let, (D) 21 let, (E) 23 mesicii, (F) 3 let,
(G) 12 let, (H) 17 let. V pripadech A-D jde o dévce, u E-H o chlapce. (prevzato a upraveno z Neira-
Fresneda, Potocki, 2015)

3.4.2 Molekularni podstata onemocnéni

Na rozdil od Potocké — Lupského syndromu, kdy dochézi k duplikaciv oblasti 17p11.2,
jde v ptipadé syndromu Smithové — Magenisové o deleci 3,6 Mb dlouhého useku.

Dlvodem pro celkové hor$i nasledky mikrodelece nez mikroduplikace je citlivost na
davku u RAI1 (Carmona-Mora, Walz, 2010).

Ke studiu fenotypti byla vyuzita homologie kritického tiseku pro SMS, ktera se u mysi nachazi
na chromozomu 11 (Bietal., 2002). Mysis mikroduplikaci byly vyrazn€¢ hubenéjsi,
aktivnéjsi a méné bazlivé, naopak ty s deleci trpély vétSimi kraniofacidlnimi abnormalitami,
byly vyrazn¢ obézni a lin€j$i (vSe ve srovnani s divokym typem) (Walz et al., 2003, 2004,

2006).



4. RASOPATIE
Tvoii  skupinu  monogenné  podminénych  vyvojovych  vad, vjejimz  piipade

dochdzi k mutacim v genech Ras/MAPK kaskady.

4.1 Ras/MAPK kaskada

Ras protein je ¢lenem skupiny malych GTPaz, jejichz tlohou je ptenos signalu z vngjsi
membrany k efektorovym proteinim uvnitf builky (Malumbres, Barbacid, 2003; shrnuto
v Aoki et al., 2015). Jeho aktivovana forma s navdzanou molekulou GTP misto GDP se ucastni
signalni drahy MAP kin4z (Rauen, 2013).

Mitogenem aktivované proteinkindzy (MAPK) tvoii dllezitou slozku kaskad, které se
uplatnuji v regulaci vyvoje bunky, jeji diferenciace, proliferace a bunééné smrti. Neméné
diileZitou tlohu hraji v embryogenezi. Proto kazdd mutace v MAPK kaskadé miZe byt kriticka
pro spravny vyvoj (Pearson, 2001).

Ras/MAPK kaskada je jednou z nejprozkoumanégjsich kaskad pfenosu signdlu v buice pravé
proto, ze gen kodujici protein Ras patii mezi protoonkogeny. Jeho mutace, a tudiz poruseni této
signalni kaskady, patii mezi hlavni pfi¢iny rakoviny (Rauen, 2013).

Mezi nejcastéjSi RASopatie se fadi neurofibromatéza typu 1, ktera byla zaroven prvni
objevenou, dale syndrom Noonanové (NS)ajeho piibuzné varianty: NS-like
syndrom a NS s mnohocetnymi pihami (difive nazyvan LEOPARD syndrom), syndrom
kapilarnich a arterioven6znich malformaci CV-AVM, Costello syndrom a CFC (kardio-facio-

kutanni) syndrom (Aoki et al., 2008, 2015).



[ plasma membrane

Capillary RAS

malformation-

arteriovenous

malformation *.@ \ (SHP2)
(vFt)

Neuro-
fibromatosis
type 1

Costello e . ; 5| Noonan
syndrome (’f@ syndmme
NF1-lik £ .
-like
@D D
/ — ot multiple
CFC : BRAF |. lentigines

syndrome
ME}:1!2 SHOCS

-

NS-like
syndrome
+

Nucleus

Obrazek 5
Schéma Ras/MAPK kaskady s rozlisenim jejich potencidalné poskozenych casti ve vztahu ke konkrétnim
chorobam. Hveézdickou jsou oznaceny nove (od roku 2013) spojované geny s touto diagnozou.

(prevzato z Aoki et al., 2015)

4.2 Syndrom Noonanové

Syndrom Noonanové (NS) je autozomdlné dominantnim onemocnénim s incidenci ptiblizné
1 na 1000—-2000 novorozencii (Rauen, 2013). Ackoliv se jednéd o dédicné onemocnéni, az 60 %
piipadl vznikd mutaci de-novo (Shaw et al., 2006). Je pojmenovan podle détské kardiolozky
Jacquelin Noonanové, kterd v 60. letech jako prvni uvedla spojitost mezi symptomy a jejich

vyskytem u obou pohlavi (Romano et al. 2010).

4.2.1 Fenotypové znaky

Charakteristickymi fenotypovymi znaky postizenych jedinci jsou velka hlava s malym
oblicejem a oima daleko od sebe, vysoké celo, ptéza ocnich vicek, hlubSi nosoretni
ryha a nizko postavené, odstavajici usi. (Obr. 6) Obvykly je nizsi vzriust. Za pravdépodobné
kardiomyopatie). Dale u pacienti mizeme vidét poruchy krvécivosti ¢i deformity
hrudniku a patetfe. V neposledni fadé hrozi postizenym touto chorobou vyssi riziko vzniku

nadorového onemocnéni (Rauen, 2013; Romano et al., 2010).
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Obrazek 6
Pacient postizeny NS. Zleva ve véku 10 dni, 6 mésicii a 2 let. (prevzato a upraveno z Romano et al.,

2010)

4.2.2 Geny asociované s NS

V nasledujici tabulce jsou shrnuty geny Ras/MAPK kaskady, jejichz mutace zplsobuji
NS aptibuzné  syndromy. V dalSich  kapitolaich se  vénuji  konkrétnim  geniim

asociovanym s NS.

Syndrom Noonanové gen RassMAPK Lokace na Protein = Funkce proteinu
kaskady chromozomu
PTPNI1 12g24.1 SHP2 fosfataza
SOS1 2p22.1 SOS1 RasGEF
RAF1 3p25.1 CRAF kinaza
KRAS 12p12.1 KRAS GTPéza
NRAS 1pl13.2 NRAS GTPaza
NS-like syndrom SHOC?2 10g25.2 SHOC2  scaffold protein
CBL 11923.3 CBL E3 ubiquitin ligdza
Syndrom Noonanové PTPNII 12q24.1 SHP2 fosfataza
s mnohocetnymi pihami RAF1 3p25.1 CRAF kindza

Tabulka 1, upravena a vytvorena podle Rauen, 2013 a Aoki et al., 2015
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PTPNI11

Gen PTPNI11 je genem kodujicim enzym PTPNI11 (tyrosine-protein phosphatase non-receptor
type 11), jinak také PTP Shp2. Katalyticka aktivita tohoto enzymu je fizena dvéma
SH2 doménami (Freeman, Plutzky, Neel, 1992). Ob¢é dv¢ jsou navazany na fosfatazu. Zatimco
C-koncova SH2 doména v jeho aktivaci Zadnou roli nehraje, N-koncova SH2 doména je
navazdna na fosfatdzu tak, ze blokuje jeji aktivni centrum atim blokuje pfistup
substratu a dojde k inhibici. PTP je aktivovana, kdyZz se N-SH2 doména navaze
na fosfoproteiny a uvolni tak pfistup k aktivnimu centru (Hof et al., 1998). Enzym PTP je
exprimovan v mnoha tkénich a je soucasti nékolika signalnich procest, které jsou dileZité pro
funkce, jako jsou napf. mitogenni signalizace, regulace transkripce a migrace bun¢k (NCBI
Gene (5781) — web 2). Zaroven bylo zjiSténo, ze PTP Shp2 ma také tumor-supresorovou funkcei,
coz by pii mutaci PTPNI1I vysvétlovalo Casty vyskyt rakoviny u pacientli se syndromem

Noonanové (Bard-Chapeau et al., 2011).

SOS1

Zatimco mutaciv genu PTPNII muzeme pozorovatuvice nez 50 % postizenych NS,
mutaci v genu SOS!I nalezneme asi u 28 %, coz ho tadi na druhé misto (Zenker et al., 2007).
Gen SOS! koduje RasGEF, coz je membranovy protein, ktery fidi vyménu GTP a GDP, které

se vazi na Ras protein a tim dochézi k jeho aktivaci ¢i inaktivaci (NCBI Gene (6654) —web 3).

RAFI

Gen RAFI koéduje protoonkogenni serin-threonin kindzu, kterd aktivuje MEKI1 a MEK2
(Pandit etal., 2007). Odstranénim tohoto proteinu dojde ke sniZeni senzitivity
bunky k apoptoze, aniz by se porusila regulace extracelularniho signdlu, coZ naznacuje mozZnost
jesté jiné regulace apoptozy (O’Neill et al., 2004).

Jeho dalsi funkci je tizeni bunécné proliferace a diferenciace. Vzhledem k tomu, Ze jde
opét o protoonkogen, jeho mutace mize mit za nasledek rakovinné bujeni (UniProtKB

(P04049) — web 4).
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KRAS a NRAS

Oba tyto geny (spolecné jesté s HRAS) patii do skupiny Ras gent. Tyto geny koduji malé
GTPazy, které hraji ulohy molekularnich ,,vypinaci‘“. Pomoci RasGEF dochazi k zdméné GDP
za GTP a tim dojde k aktivaci RAS proteinti, které aktivuji dalsi slozky kaskady, napiiklad
kinazy, které jsou kddovany genem RAF1, a tim se uplatiiuji v Ras/MAPK kaskade¢.

Mutace v té€chto genech patii k tém méné Castym, naptiklad incidence mutace v genu KRAS je
méné nez 5 % (Roberts et al., 2007).

Nedavno byly s RASopatiemi spojeny dalsi geny, mezi nimi RITI, RRAS, RASA2, A2MLI,
SOS2 a LZTRI (Obr. 5, oznaceno hvézdickou) (Aoki et al., 2015).

4.2.3 NGS

Co se tyce diagnostiky téchto onemocnéni, nalézdme prave v tomto odvétvi velkou vyhodu
v sekvenovani nové generace (NGS). Jak bylo jiZz zminéno, fenotyp u RASopatii se Casto
piekryva, coz znesnadiiuje vybér genu k vysetieni Sangerovou metodou a posléze urceni piesné

diagndzy. Pouzitim NGS miZeme vysettit hned né€kolik genl soucasné (Lepri et al., 2014).
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S. THALIDOMID

Lék vyrabény némeckou firmou Chemie — Griinenthal byl ptivodné vyuzivan jako sedativum,
hypnotikum a prostfedek k ulevé od rannich t€hotenskych nevolnosti, pozdé¢ji se jeho uzivani
ukazalo jako jedna z nejvétSich katastrof v historii mediciny.

Nyni se pouziva v [écbé lepry, vicecetného myelomu, Crohnovy choroby ¢i HIV (Vargesson,

2015).

5.1 Chemicka struktura

Strukturné je thalidomid derivatem kyseliny glutamove, sloZen

z glutarimidového a phtalimidového kruhu. (Obr. 7)

O O O O
NH NH
N O N e O
O O

(R)-thalidomid (S)-thalidomid
Obrazek 7
Prevzato a upraveno z: [online, 14. 8. 2017,

https://upload. wikimedia.org/wikipedia/commons/8/86/Thalidomide-racemate2DCSD.svg]

Klinicky byla vyuzivana racemickd smés S (-) a R (+) izomer(, avSak kazdy z nich ma jiné
ucinky. Zatimco R (+) izomer se jevi jako u¢inné sedativum, S (-) izomer je odpovédny za
teratogenni UCinky. Pravé kvili vzijemnému piechodu z jednoho izomeru na druhy
probihajicimu za fyziologickych podminek neni mozno pouzit pro klinické ucely jen

jeden z nich (Franks, Macpherson, Figg, 2004).

5.2 Historie

Thalidomid byl syntetizovan v roce 1954 Svycarskou farmaceutickou firmou CIB. Pod vice nez
37 nazvy byl predepisovan ve 46 zemich po celém svété (Vargesson, 2009) krom USA, kde
nebyl schvalen ,,Food and Drug Administration (Franks, Macpherson, Figg, 2004).

Pod komerénim ndzvem Contergan byl uveden na trh v Némecku roku 1957, v dubnu 1958
jako Distaval (Obr. 8) ve Velké Britanii a Rakousku, dale napft. jako Softenon v dalSich zemich
Evropy (Vargesson, 2009; Smithells, Newmann, 1992). V Ceskoslovensku nebyl nikdy

registrovan (Infolisty SUKL, 2012).
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Obrazek 8
A: predni strana obalu, B: zadni strana obalu obsahujici upozornéni o bezpecnosti a absenci vedlejsich

ucinku, C: vnitrni strana baleni s doporucenym davkovanim a tabletami, (prevzato z Vargesson, 2009)

Jednou z vyhod tohoto 1é¢iva bylo, Ze v pfipadé nadmérného wziti ¢i predavkovani
nezpusoboval smrt, ale jen delsi spanek. Nejen diky tomu byl v kombinaci s dal§imi latkami
podavan také jako Asthmaval pro 1é€bu astmatu, Tensival na hypertenzi ¢i Valgraine pfi
migréné (Smithells, Newmann, 1992).

Vroce 1960 vSak némecti pediatii a genetici zaznamenali narst neobvyklych malformaci

koncetin u novorozenct. (Obr. 9 a 10)

Obrazek 9 Obrazek 10
9: Symetricka redukce vsech koncetin se ztratou prstii hornich koncetin, hypoplastické skrotum.
10: Redukce dolnich koncetin, hypoplazie labii, horni koncetiny normalni délky s prodlouzenymi palci.

(oboji prevzato ze Smithells, Newmann, 1992)
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V listopadu roku 1961 navrhnul Widukind Lenz spojitost mezi vyskytem deformit a uzivanim
thalidomidu t€hotnymi. Stejna myslenka byla v prakticky stejnou dobu vyslovena Williamem
McBridem v Australii. Potvrzeni této domnénky okamzité pfiSlo ze vSech kontinentli véetné
USA, kde zatim 1€k nebyl uveden do prodeje, ale byl pouze testovan v klinickych studiich
(Smithells, Newmann, 1992).

Celkové odhady poctu postizenych déti témito deformitami sahaji pres 10 000
(Therapontos et al., 2009). Kromé& defekti koncetin Slo také o dalsi malformace

uvedené v Tabulce 2.

Malformace koncetin 79-89 %
ztoho fokomelie! v§ech kondetin 9,70 %
defekty hornich a zaroven dolnich 11,50 %
koncetin

fokomelie hornich koncCetin + normalni 37 %

dolni koncetiny

defekty dolnich koncetin 8,40 %
ostatni defekty (napf. ztrata prsti) 23 %
Jiné organové defekty (usi, genitailii, 11-21 %
ledvin, GITu, NS)
Malformace koncetin spolu s dal§imi 18 %

organovymi defekty

Tabulka 2

Umrtnost déti s timto postizenim v prvnim roce Zivota byla zvySena o 40 %.

Tabulka obsahuje shrnuti dat publikovanych v letech 1958—1962 ve Velké Britanii, 1956—
1962 v Nemecku a 1969-1995 v Jizni Americe. Zahrnuje nejcastéji se vyskytujici defekty zpiisobené
uzitim léku behem tehotenstvi. Vzhledem k diagnostickym moznostem v 50. a 60. letech miize byt

procento vyskytu defektii vnitinich organii podhodnoceno (prevzato a prelozeno z Vargesson, 2009).

Krom¢ malformaci koncetin vSak mize dochédzet také k defektim téméf vSech organi.
Nejcastéji jsou postizeny u$i, o€i, nervovy systém oblieje, z vnitinich organd pak srdce,

ledviny a uro-genitdlni a travici systém. Vysokd novorozeneckd umrtnost a potratovost byly

! Fokomelie — malformace konéetin, kdy nohy a ruce jsou zdanlivé dobie vyvinuty, ale nasedaji pfimo na trup. Je
pritomna rudimentarni kostra proximalnich ¢asti (Vokurka, Hugo, Velky lékarsky slovnik, 2009).
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nejCastéji zpusobeny zdvaznymi malformacemi vnitinich orgdnd, z ¢ehoz vyplyva 1 nizsi

procento vyskytu téchto malformaci u ptezivsich (Smithells, Newmann, 1992).

5.3 Mechanismus ucinku

Aby se thalidomid stal aktivnim, musi dojit k jeho metabolickému rozpadu, coz nastava
v jatrech pomoci cytochromtt P450 (CYP), konkrétn¢ CYP2C19 (Ando, Fuse, Figg, 2002).
(Obr. 11)

A B 0 OH
C s OO
H Cyp2C19 NH
d
THALIDOMIDE 5’-0H thalidomide

Obrazek 11 (prevzato z Vargesson, 2009)

Dtivodem, pro¢ byly nejcastéji postizeny koncetiny, je pravé obdobi téhotenstvi, ve kterém
dochdzelo k podani 1éku. Rust koncetin v lidském embryu probihd od 23. dne od poceti
piiblizn€ do 55. dne (4.-9. tyden t€hotenstvi). Kritickd perioda k ¢inklim thalidomidu nastava
mezi 20. a 36. dnem po poceti. Jeho indikace pro ulevu od rannich nevolnosti probihala
ve 4.—10. tydnu téhotenstvi, coz ¢asoveé tomuto obdobi odpovida (Vargesson, 2009).

Riist koncetiny z trupu je fizen interakci dvou klicovych signalnich center, zony polarizujici
aktivity (ZPA) a apikalni ektodermov¢ listy (AER), které tvoii koncetinovy pupen.

AER exprimuje Fgf8, ktery signalizuje mezenchymu indukci Fgfl0, ZPA pak
indukci a zachovani aktivity Shh, coz zpétné zajiStuje zachovani aktivity Fgf8. Tato smycka
zajistuje bunéfnou proliferaci a spravny prubéh tvorby koncetiny a aktivuje naptiklad

Hox geny, které pozdéji zajisti stavbu kostni 1 mékké tkané (Vargesson, 2015). (Obr. 12)

AER humerus
Normal Fgf10-_=_ — — radius hand
¥
Shh ulna
ZPA

Obrazek 12 (prevzato z Vargesson, 2015)
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Za poslednich 50 let vyzkumu se bohuZel zatim nepodafilo pfesné urcit, jakym mechanismem
thalidomid zptsobuje tak Siroké spektrum poskozeni. Bylo vysloveno okolo 30 hypotéz,
vSechny mohou byt ¢aste¢né pravdivé a uplatiiovat se v riznych ¢astech reakéni kaskady, zatim
se vsak zddnd nejevila jako vyhradné spravna (Vargesson, 2015). UrCeni konkrétniho
metabolitu a mechanismu zodpovédného za defekty neni snadné vzhledem ke komplikované
biochemické struktufe a metabolismu thalidomidu (Vargesson, 2009).

Co ale bylo dokazano, je plisobeni thalidomidu antiangiogenné (D’Amato et al., 1994). Toto
zjisténi vedlo k teoretickému prepokladu, ze by mistem plsobeni thalidomidu mohlo byt
embryonalni krevni teciSté, jehoz spravny vyvoja funkce jsou pfi embryondlnim vyvoji
nezbytné a jakékoliv poskozeni miize vést k vyvojové vade (Vargesson, 2009, 2013).

Pti poskozeni krevniho fecCiSté dojde k redukci nebo Uplné inhibici Fgf a Shh exprese, coz
zastavi vyvoj koncetin (Therapontos et al., 2009). Zda dojde k amelii, tedy uplné absenci
koncetiny, ¢i fokomelii, zalezi na case, kdy je thalidomid podan. Pokud k podani dojde na
zacatku senzitivni periody nebo po delsi dobu, je vétsi pravdépodobnost horsich nasledkt, pti
kratké ¢i pozdéjsi expozici dochdzi k leh¢imu posSkozeni, napiiklad ke ztraté prst ¢i jejich

¢lankt, diky obnové genové exprese po par dnech (Vargesson, 2015). (Obr. 13)

R

AMELIA - ‘prolonged or early exposure’
leading to total loss of vessels
widespread cell death

and all signalling lost.

‘c &
PHOCOMELIA - ‘short exposure’ leading
to loss of blood vessels, uniform or localised
cell death, loss or partial loss of ZPA and

AER signalling which later recovers to
distalise remaining tissue,

snn D Fgfs

Obrazek 13 (prevzato z Vargesson, 2015)
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Dal§imi vyslovenymi hypotézami teratogenni aktivity thalidomidu je naptiklad zvySeni
produkce ROS (Hanson, Harris, 2004) ¢i navazani na protein Cereblon (Ito, Ando, Handa,
2011), tubulin (Rashid el. al, 2015) nebo rozklad DNA pomoci ROS dihydroxy metabolitem
thalidomidu (Wani et al, 2017).

THALIDOMIDE
Directly
or via a breakdown product

Molecular Target/s

eg: Cereblon;
Tubulin; sGC;
and/or ?

Inhibition of new blood vessel formation

IO¥

ROS/Cell death Gene expression
eg Faif8, Fgfw

Shh Dkk1, NO
Bmp, NF-KB efc
Organ/Tissue development defect

Secondary cell induction defects
(eg: incorrect innervation)
(eg: muscle patterning failure)

Obrazek 14
Schéma  zahrnujici  dosud  vyslovené  hypotézy  mechanismu  piisobeni  thalidomidu.

(prevzato z Vargesson, 2015)
Vice zmapovany jsou oblasti vyzkumu protizdnétlivych a proti-myelomovych Uc¢inkt

thalidomidu. Vyzkum v téchto oblastech zvySuje Sanci, Ze budeme v budoucnu moci urcit i

mechanismus jeho teratogenni aktivity v embryonalnim vyvoji.
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6. ZAVER A DISKUSE

Prvni dvé€ kapitoly této prace obsahuji stru¢né rozdéleni vrozenych vyvojovych vad podle jejich
mechanismu, ¢etnosti a pfi¢iny. Dalsi ¢asti prace se vénuji konkrétnim chorobam, které byly
vybrany jako ptiklad zvolenych skupin.

Vybranou diagndézou pro chromozomdalni aberace byly mikroduplikace a mikrodelece na
kratkém raménku chromozomu 17. Hlavnim divodem zpracovani tohoto odvétvi je rozvijejici
se technologie na poli genetickych vySetfeni. Vzhledem k velmi malému rozsahu poskozeni na
chromozomu nebylo difive mozno tyto abnormality klasickym vySetfenim karyotypu zachytit.
S nastupem novych metod, jako naptiklad FISH (fluorescence in situ hybidization), MLPA
(multiplex ligation-dependent probe amplification) a aCGH (array comparative genomic
hybridization), vSak pocet diagnostikovanych onemocnéni v poslednich letech rychle roste
(Weise et al., 2012).

Zaroven lze v tomto ptipad€ zminit vliv CNV (copy number variation) a vliv mutaci genli
citlivych na davku na vysledny projev ve fenotypu jedinct (Stankiewicz, Lupski, 2006; shnuto
v Usher, McCaroll, 2015).

Druhym tématem, tentokrat zastupujicim monogenné podminéné vyvojové vady, jsou
RASopatie. Ackoli jde o mutace geni v jedné kaskadé, je zajimavé pozorovat, jak se projevy
na fenotypu méni v zavislosti na tom, v jaké ¢asti kaskady se dany gen uplatiuje. S novymi
metodami, jakou je NGS (next-geneation sequencing), dokdzeme piesnéji a rychleji detekovat
konkrétni mutace. Pouziti NGS paneltl pfimo pro RA Sopatie (Centogene) se ukazalo nejen jako
rychlejsi, ale i jako levnégj$i varianta nez Sangerova metoda (Tafazoli et al., 2017).

Ze zéastupcu vnéjSich vlivlih byl v posledni kapitole popséan thalidomid, nevalné¢ zndm
od thalidomidové aféry z pielomu 50. a 60. let minulého stoleti. Pfestoze se jednd o pomérné
davnou udalost, jeho mechanismus u¢inku nebyl zatim piesné definovan. Ukédzalo se vsak, Ze je
ucinnym lékem na lepru a uplatiiuje se i v 1écbé dalSich onemocnéni. Od této skutecnosti
si mizeme slibovat, ze se v dalSich letech podafi urcit pfesny mechanismus, a pouziti
thalidomidu bude bezpecné. DalSim diivodem, pro¢ povazuji toto téma za aktualni, je posledni

dobou ¢asta incidence thalidomidem postizenych novorozenct v Brazilii (Vianna et al., 2017).
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