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Abstrakt

Uvod: Geneticka podminénost lidského obliéeje je zfejma pii pohledu na ¢leny rodin a
pozoruhodna je podobnost monozygotnich dvojcat, ktera jsou geneticky identicka.
Moznost spolehlivé predikce komplexni morfologie facidlnich znakii na zakladé analyzy
genomu a schopnost postihnout variabilitu morfologie lidského obliceje prostiednictvim
variability genotypové je zatim silné omezend. Kompletni geneticky podklad fyziologické
variability kraniofacilanich znakii zlstava v podstaté nezndmy. Tato diplomova prace
vznikla jako pilotni studie spoleéného projektu Laboratoie 3D zobrazovacich a
analytickych metod a Laboratofe molekularni antropologie Katedry antropologie a

genetiky ¢loveka.

Material a metody: Soubor vzorki je tvofeny 30 rodinami (29 rodin ctyic¢lennych a 1
rodina péti¢lennd), které splnily stanovené pozadavky. Na zékladé dostupnych informaci
bylo vybrano 9 jednonukleotidovych polymorfismii; osm z nich je jiz spojovano s normalni
variabilitou obli¢eje, jeden byl vybran na zdkladé predpokladu funkce genu, ve kterém
polymorfismus lezi. Genotypizace probihala dvéma metodami — pomoci restrikéni
endonukledzy metodou RFLP a metodou SNaPshot. Morfologicka data byla poskytnuta

Laboratofi 3D zobrazovacich a analytickych metod.

Zavér: Potvrdili jsme asociaci dvou polymorfismii s morfologii lidského obliceje. SNP
16569759 ovliviiyje Sitku oka, vzdalenost o¢i a rozmér nasion-chelion a polymorfismus
rs4648379 je spojen srozméry pronasale-chelion a nasion-chelion. Zjistili jsme, Ze se
ucinek genotypu nemusi shodovat mezi muZzi a Zenami, a u nékterych ptipadi jsme
pozorovali odlisné trendy. Pfi hledani vztahi mezi potomky a rodici jsme nalezli silnou
korelaci mezi dcerami a matkami a vySkou obliceje, u synit pozorujeme obecnéji vysSsi
korelaci s otci. Prispévek rodic¢i k fenotypu ditéte nemusi byt u vSech parametri presné

50 % a i tady mohou nastat odliSnosti mezi pohlavimi.

Kli¢ova slova:

genetickd podminénost kraniofacialni morfologie — dédi¢nost — SNP — SNaPshot



Abstract

Introduction: Genetic determination of human face is clearly visible in family members.
The resemblance between monozygotic twins who are genetically identical is especially
remarkable. So far the possibilities of reliable prediction of the complex morphology of
facial traits on the basis of genome analysis and the ability to capture the variability of
human facial morphology through genotype variability are highly limited. Complete
genetic basis of the physiological variability of craniofacial traits remains more or less
unknown. This master’s thesis was created as a pilot study of the shared project of the
Laboratory of 3D Imagining and Analytical Methods and the Laboratory of Molecular
Anthropology on Department of Anthropology and Human Genetics.

Material and Methods: The specimen collection is composed of DNA samples derived
from 30 families (29 with 4 members, 1 with 5 members) who fulfilled required criteria.
Nine single nucleotide polymorphisms were chosen based on the available information.
Eight of them are linked to normal facial variability and one was chosen based on the
assumed function of the gene where the polymorphism is located. There were two methods
of genotyping: RFLP method with the use of restriction endonuclease and SNaPshot
method. Morphological data were provided by the Laboratory of 3D Imagining and
Analytical Methods.

Conclusion: We confirmed the association of two polymorphisms with human facial
morphology. SNP rs6569759 influences the eye width, the biocular length and the nasion-
chelion dimension, and the rs4648379 polymorphism is linked with pronasale-chelion and
nasion-chelion dimensions. We found that the genotype effect does not have to be identical
in men and women and in some cases we observed different trends. While looking for links
between parents and their children, we discovered a strong correlation between mothers
and daughters and their facial height, and stronger general correlation between sons and
fathers. The parental contribution to the child’s phenotype does not have to be 50% in all

parameters and differences between sexes might occur.
Key words:

genetic determination of craniofacial morphology — heredity — SNP — SNaPshot



1 Uvod

1.1  Kraniofaciilni rist a vyvoj

Vyvoj obliceje zacina u Clovéka ve ctvrtém tydnu intrauterinniho Zivota, kdy se
kolem primordidlniho stomodea (primitivni ustni jamka) zacinaji objevovat primodia:

frontonasalni vybézek (FNP), parové maxilarni (Mx) a mandibularni vybézky (Md).

Z frontonasalni masy vznikaji nasalni vybeézky. Z lateralnich nasalnich vybé&zka
(LNP) se tvofi nosni kiidla, z medidlnich (MNP) se utvaii dorsum et apex nasi. Srustem
s Mx vzniké zéklad horni Celisti a horniho rtu. Maxilarni a mandibularni vybézky vznikaji
z 1. zaberniho oblouku, ze kterého se formuji kryci kosti splanchnokrania: premaxilla,
maxilla, os palatinum, os zygomaticum a mandibula (Obr. 1). Z 1. Zaberniho oblouku
vznikaji také zvykaci svaly. Mimické svaly maji zédklad v 2. zabernim oblouku, stejné jako
os hyoideum. Rozpoznat obli¢ej 1ze jiz koncem embryonalniho obdobi — konec 8. tydne

intrauterinniho zivota (Cihék 1988; Welbury et al. 2012; Moore, et al. 2016).

Ry R

Medialni nasalni vybézek
Lateralni nasalni vybézek
Maxilarni vybézek

Mandibularni vybézek

Obr. 1 - Schématické znazornéni fuze valli (upraveno podle Graf et. al. 2016)



Obecné na lebce miizeme pozorovat prevazné dva typy ristu: neurdlni a facialni.
Mozkovna a orbita roste neurdlnim typem, u kterého je v 6 letech dosazeno pies 90 %
konec¢né velikosti znaku. Zygomaticomaxilarni komplex vykazuje facidlni typ ristu — v 6
letech je dosazeno vice nez 80 % konecné velikosti znaku. Mandibula se pak vyznacuje
smiSenym typem riustu. U divek po 15. roce zygomaticomaxilarni komplex neroste,
mandibula velmi malo. U chlapcti zygomaticomaxilarni komplex jest€¢ mirn¢ roste,
mandibula roste intenzivné. Celkovy rist obli¢eje je komplexni proces a souhra apozice a
resorpce kosti, translokagnich posunti a V-principu rastu (Smahel 2001; Welbury et al.
2012), je podminén také vyvojem mozku a oka (Hu, Young, Xu, et al. 2015).

1.11 Geny zapojené do vyvoje a ristu obliceje

Béhem embryonalniho vyvoje je aktivovano mnoho signalnich molekul, naptiklad
FGF — fibroblastové riistové faktory, BMP — kostni morfogenetické proteiny, HH — rodina
proteinli hedgehog, WNT proteiny — wingless type MMTV (mouse mammary tumor virus)
integration site family ¢i kyselina retinova (Kohoutova 2012). Jako signalni molekulu
oznacujeme jakoukoliv molekulu ¢i makromolekulu, kterd zprostfedkovava a predava

informaci (Rosypal 2002).

Velkou roli hraji ve vyvoji embrya transkripéni faktory (Obr. 2). Ty se vazi pfimo
na konkrétni sekvenci nukleotidi v DNA, a to bud’ na promotory, které se nachazi na
pocatku genu, nebo mohou nasedat na mista vzdalena od pocatku transkripce — pak
mluvime o enhancerech, které posiluji transkripci, nebo o silencerech, které transkripci
naopak potlacuji. Mezi vyznamné transkripéni faktory patii napiiklad HOX geny
(homeoboxoveé geny), SRY geny (pohlavi determinujici region Y), SOX geny (geny
obsahujici SRY-box), PAX geny (paired box geny), gen pro transkripéni faktor MyoD
(myogenni regulacni faktor), TBX geny (T-Box geny) (Kohoutova 2012).



Sagitalni pohled Frontalni pohled

FNP

Bmpd

sal

Ventral

- Fgis shh

Obr. 2 - Schématické znazornéni vlivu signalnich drah (upraveno podle Minoux et

al. 2010)

FNP — frontonasalni vybézek; mx — maxilarni vybézek; md — mandibularni vybézek; Inp —

lateralni nosni vybézek; np — Cichova jamka

FGF - fibroblastové ristové faktory

Rodina fibroblastovych ristovych faktorti se sklada z 22 sekretovanych proteint,
které pak dale reaguji se 4 tyrosin-kindzovymi FGF receptory (FGFR). Tyto faktory jsou
dilezité jiz v prvnich stadiich embryogeneze, ale i béhem organogeneze. Reguluji rist,
diferenciaci a migraci bun€k. Tato signaliza¢ni draha se podili i na reparacnich
mechanismech dospélé tkané¢ a jeji regeneraci (Ornitz and Marie 2015). Béhem
embryogeneze podporuji diferenciaci neuroektodermu se souhrou antagonisti BMP a
WNT (Kudoh et al. 2004; Singh et al. 2016). FGF aktivuji drédhu MAP kinaz (mitogen-
activated protein), které mohou blokovat fosforylaci a tim i aktivaci celé MAP/ERK
kaskady. Poruchy v této kaskade déjii mohou vést k deformitam lebky (Mishina and Snider
2014).

BMP - kostni morfogenetické proteiny

Jednou z klicovych signalnich drah, které reguluji kraniofacialni vyvoj, je BMP
signalni draha. BMP draha ovlivituje bunky neuralni liSty embrya a obli¢ejova primordia,

hraje roli pfi fuzi obli¢ejovych vali, tvorb€ a piestavbeé kosti, vyvoji dolni celisti a zasahuje
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do morfogeneze zubl. Reguluje bunéénou smrt a interaguje s dal§imi signalnimi drdhami
pfi vyvoji, naptiklad FGF, HH, Wnt nebo Notch drahy (Graf et al. 2016). BMP se také

podileji na imunitni reakci pfi zdnétu (Martinez et al. 2015).

BMP signalni molekuly jsou ve velké mife exprimovany v migrujicich buiikach
neuralni liSty (Mishina and Snider 2014). V ¢asnych fazich vyvoje obli¢eje jsou u mysi
exprimovany predevSim Bmp2 a Bmp4 (Bennett et al. 1995). BMP u kufecich embryi
ovlivituji geny MSXI1 a MSX2, které¢ se také exprimuji pii vyvoji obliCeje, zejména v

maxilarnich a mandibularnich vybézcich (Brown et al. 1993).

Jednou z malformaci zptisobenou mutacemi v genech BMP dréhy, je rozstép rtu a
patra. Ty vznikaji nedokonalym spojenim nasalnich ¢i maxilarnich vybézka. U ¢lovéka je
znamo nékolik gent, jejichz mutace vedou ke vzniku rozstépi, naptiklad MSXI, TP63
nebo /RF6 (Mostowska et al. 2010). Mutace v genech rodiny ALX vedou k frontonasalni
dysplasii, charakteristickou hypertelorismem nebo naptiklad snizenym kotenem a hibetem

nosu (Graf et al. 2016).

Hedgehog proteiny

Signalizacni drdha Hedgehog (HH) je nepostradatelnd pii vyvoji mnoha organt,
kraniofacidlnich struktur nevyjimaje. Rodina HH se sklada ze tii proteinti: Sonic Hedgehog
(SHH), Indian Hedgehog (IHH) a Desert Hedgehog (DHH). Kraniofacidlniho vyvoje se
ucastni SHH a IHH. Poruchy v této signalizacni draze mohou vést k roz§téplim patra ¢i rtu
nebo naptiklad k hypertelorismu (Pan et al. 2013; Kurosaka et al. 2014). SHH je aktivni
v neuralni trubici jeste¢ pred viditelnym rGstem medidlniho a laterdlniho nasalniho valu.
Mezenchymalni buiikky ve frontonasalnim valu pfijimaji SHH ligand a aktivuji tim celou
signaliza¢ni kaskadu. To se d€je u mysi béhem 10. embryonalni dne. V pribchu 11. dne je
mozné pozorovat expresi SHH 1 v medidlnim nasalnim valu. Spolu s Fgf8 ovliviiuji rast a
vyvoj frontdlniho nasalniho valu, ke spravnému vyvoji FNP je potfebnd piitomnost
kostnich morfogenetickych proteinti (Kurosaka 2015). Exprese IHH je pozorovana
pievazné v osteogennich Céastech dévajicich zdklad kostem lebe¢ni klenby (Pan et al.
2013). Tato signaliza¢ni draha mlze podnécovat vznik tumort, jejich rlst a progresi.

Podili se také na spravné funkci centralniho nervového systému (Rimkus et al. 2016).
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WNT proteiny — wingless-type MMTV

Tato rodina proteinti se podili na celé fad¢ procesiit béhem embryogeneze, zejména
na diferenciaci bun¢k neurdlni liSty a zubu. Jejich expresi miizeme pozorovat hlavné
v lateralnich regionech embrya, kde blokuji diferenciaci neuralni liSty inhibici FGF
signaliza¢ni drahy a indukuji zde proliferaci epidermdlnich bunék spolu s BMP proteiny

(Singh et al. 2016).

Kyselina retinova

Ackoliv kyselina retinova neni slozitym proteinem, ale nizkomolekularni latkou, je
jeji role nezastupitelna. Prekurzorem jeji vyroby je vitamin A. Vytvari koncentracni
gradienty mezi intracelularnim prostorem butiky a prostorem extracelularnim, které jsou
nezbytné pro spravny vyvoj struktur mozku, koncetin, gonad a dalSich (Kohoutova 2012).
Béhem normaélniho vyvoje je syntéza kyseliny retinové fizena proteiny Cyp26. Tyto
proteiny patii do rodiny cytochromi P450 a degraduji nepotiebnou kyselinu retinovou
oxidaci na inaktivni metabolity. Nespravné odbourani piebytecné kyseliny retinové vede

ke kraniosynostozam, arachnodaktylii a fizi loketniho kloubu (Laue et al. 2011).

vvvvvv

transkripéni faktory, které se Ucastni pii vyvoji kranidlnich plakod. Aktivni (zelené) ¢i
inhibované (fialové) signalni drahy jsou odliSeny barevné. Na obrazku vidime rozdilné

plakody a transkripcni faktory, které se na diferenciaci podileji.

12



«~—— Anterior Posterior——»

FGF 1 FGF 1T
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Shh 1 BT ) Wnt Notch d |wntd

Obr. 3 - Schématické znazornéni signalnich molekul a transkripénich faktort

ucastnicich se embryogeneze (pfevzato z Singh et al. 2016)

1.2 Modely dédi¢nosti

Pokud budeme sledovat pocet zapojenych genl potiebnych k projevu fenotypu,
muzeme dédicnost rozdélit na dva typy. Prvnim typem dédicnosti je dédicnost monogenni,
u které je fenotyp znaku urcen pouze jednim genem a dédi¢nost odpovida Mendelovym
zakonim. Enviromentalni prostfedi nemé témét zadny vliv na vysledny fenotyp. Mezi
alelami genu pozorujeme vztahy uplné dominance ¢i recesivity, netiplné dominance nebo

kodominance.

Druhym typem je dédi¢nost polygenni. U kvantitativnich (méfitelnych) znakda,
jakymi jsou naptiklad télesna vySka, hmotnost ¢i krevni tlak, ma na pozorovany znak vliv
fada genli s malym uc€inkem (tzv. minor geny). Fenotypovéa variabilita je pak déana
genetickou a enviromentalni slozkou (Snustad and Simmons 2009; Otova et al. 2006).
muze byt aditivni model, u kterého se predpoklada interakce mezi alelami -

semidominance. Uginky jednotlivych alel ¢ genti se tak séitaji &i vyrusuji.
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Varianci fenotypu bychom pak mohli zapsat jako:
Vo =TVg +Ve+ Vg

V, znaci fenotypovou varianci, V, je variance zpusobend rozdily v genotypu, V. oznacuje
varianci zplisobenou odliSnym enviromentalnim prostfedim a Vg pak varianci vzniklou

interakcemi genotypu a enviromentalniho prostiedi.
Varianci vzniklou rozdily genotypu mizeme oznacit jako soucet n¢kolika ptispévki:

e V,, ktery odpovida aditivnimu t¢inku gent, jejichz vysledny efekt odpovida souctu

pusobeni jednotlivych alel,

e Vq, ktery zahrnuje geny, u nichz se uplatituje princip dominance a recesivity a

vysledny efekt této slozky neni aditivni,

e Vi, ktery pfedstavuje interakce mezi geny.

Vyslednou fenotypovou varianci miizeme tedy zapsat jako:

Vo=V + Vg + Vi +V, + Ve

Na Obr. 4 jsou znazornény moznosti polygenni dédi¢nosti komplexnich znakd.
Obr. 4 A zachycuje ideu, Ze z celkového mnozstvi genetické variace se nakonec projevi a
ovlivni fenotyp jen nékteré molekuldrni drdhy a bunécné procesy. Tyto procesy se
navzajem ovliviluji a vytvaii fenotypovou variabilitu komplexni struktury, jakou je oblicej.
Obr. 4 B poukazuje na polygenni dédi€nosti jednotlivych znaki. Obr. 4 C pak znazoriuje
modularni vzorec efektu genl na biologické procesy a ucinky téchto procesii na rtizné
fenotypové znaky. Z téchto ilustraci Ize vidét, jak slozity je vztah genotypu a fenotypu

obliceje (Hallgrimsson et al. 2014).
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Obr. 4 - Genotyp-fenotypové mapy komplexnich znakt (pfevzato z Hallgrimsson

et al. 2014)

1.3  Heritabilita kraniofacialnich znaku

Heritabilita H? &ili dédivost udava, jaka &ast z fenotypové variance je podminéna

genetickymi rozdily. Lze ji zapsat:

1-12=E=—Vg
+

Vg — geneticka variance
V. — enviromentélni variance
V¢ — celkova fenotypova variance

Heritabilita nabyva hodnot od 0 po 1. Cim vy3§i hodnota heritability, tim vice je
znak determinovan genotypem. Cim nizi hodnota, tim je v&tsi vliv enviromentélni slozky

a naptiklad i lepSi moZnost prevence vzniku onemocnéni (Snustad and Simmons 2009).
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1.3.1 Geminologické studie

Ke zjisténi pfispévku genetickych a enviromentalnich faktori k vyslednému
fenotypu se vyuzivaji dvojceci (geminologické) studie. U spolecné zijicich dizygotnich
dvojcat (DZ), které v priméru sdileji 50 % genetického materidlu, mizeme pozorovat vliv
genotypu na znak pfi stejnych enviromentalnich podminkach. U monozygotnich dvojcat
(MZ) naopak muzeme odhadovat vliv vné¢jSitho prostfedi, protoze maji identickou

genetickou vybavu (Nussbaum et al. 2004).

U dvojceci metody pozorujeme konkordantni znaky (shodné) a diskordantni znaky

(rozdilné) mezi ¢leny dvojceciho paru. Pro vypocet se vyuziva Holzingerovy H statistiky:

KMZ - KDZ

H =
1—-Kpy

K je konkordance MZ nebo DZ, tzn. podil poctu part dvojcat, u kterych nesou znak

obé€ dvojcata, ku celkovému poctu parli, kde dany znak nese jedno dvojce.

Pti geminologickych studiich musime brat ohled na to, Ze 1 kdyZ maji MZ identicky
genotyp, nemusi mit stejnou genovou expresi. Ta miize byt ovlivnéna jiz prenatalné
nerovnomérnym krevnim zasobenim v ontogenetickém vyvoji, epigenetickymi interakcemi
(napt. metylaci DNA) &i rozdily ve specifické imunit&. Cim star$i jsou dvojéata, tim budou
rozdily v genové expresi vétsi (Nussbaum et al. 2004; Otova et al. 2008; Snustad and

Simmons 2009).

Tento typ vyzkumi mé své uplatnéni ve studiu multifaktoridlnich onemocnéni, pii
zkoumani interakci mezi genotypem a pohlavim, vékem a Zivotnim stylem, a vysledky
vyzkumu tak poskytuji informace k dal$im asociacnim studiim (Boomsma et al. 2002).
Heritabilita kraniofacidlnich znakt, odhadovana na zdklad€ tidajii z geminologickych studii
az na 80 % (Savoye et al. 1998; Johannsdottir et al. 2005; Jelenkovic et al. 2008; Martinez-

Abadias et al. 2009), bude u rtiznych kraniofacialnich znaka odli$na.
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1.4  Moznosti a limity studia kraniofacialni morfologie a jeji dédi¢nosti

V soucasnosti dokazeme z DNA ziskat informace o nékterych vnéjSich
charakteristikach, jako je naptiklad pigmentace kiize (Beleza et al. 2013; Liu et al. 2015;
Walsh et al. 2017), barva vlasi (Han et al. 2008; Norton et al. 2016) nebo barva oci
(Candille et al. 2012; Walsh et al. 2012). Pro forenzni a antropologické ucely se vyuzivaji
komer¢ni kity IrisPlex pro zjisténi barvy duhovky (Walsh et al. 2012), pro soucasné urceni
barvy vlasti a o¢i HlrisPlex (Walsh et al. 2013). Lidsky oblicej jako celek je jisté taktéz
geneticky podminén, nicméné o genetickém zakladu zplsobujicim jeho variabilitu vime
velmi malo. Mimo oblicej existuji i studie identifikujici naptiklad geny, které ovliviuji

morfologii vnéjsiho ucha (Adhikari et al. 2015).

Obecné muizeme pozorovat nékolik typt pristupit zkoumani fyziologické variability
oblic¢eje (Obr. 5), naptiklad studie na zvifecich modelech, studie rodin, populacni studie,
studie dysmorfologickych syndromli a dnes hojné vyuzivané celogenomové studie
(GWAS) (Roosenboom et al. 2016). Kazdy z téchto ptistupli ma své vyhody i limity.

Studie

na
zvifecich modelech

eV i

Celogenomové
studie \

Genetika Studie rodin
kraniofacialni
morfologie
r
Studie Populaéni studie
dysmorfologickych
syndromu

Obr. 5 - Zdroje informaci ke zkoumani genetické etiologie kraniofacidlni variability

(pfepracovano podle Roosenboom et al. 2016)
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1.4.1 Studie na zvirecich modelech

Studie na zvifecich modelech poskytuji velmi uzitecné informace o genetickém
podkladu lidského obli¢eje. Nespornou vyhodou je moznost studia kraniofacidlniho vyvoje
jiz v prenatalnim obdobi. Vyvoj obliceje u mnoha placentarnich zvifat vykazuje velky
stupent podobnosti, coz umoznuje sledovani signalnich drah béhem embryonalniho vyvoje
popsanych vySe (Hu et al. 2015). U zvitat lze také sledovat vliv konkrétniho genu na
pozorovany znak v podobé knock-out a knock-in experimentl. NejvyuzivanéjSimi modely

jsou ryby dania pruhovand, mysi a kufata.

1.4.2 Studie rodin

Podobnost mezi rodinnymi ptislusniky je jeden z ukazateld genetické podminénosti
lidského obli¢eje. Pro studium heritability jsou hojné vyuzivany dvojceci metody zminéné
vyse v kapitole 1.3.1. Vyhodou téchto pfistupti je, ze data nejsou zatizena rozdilnym

ristem a vékem déti a odliSnym Zivotnim stylem a prostfedim.

Na zaklad¢ téchto studii byla zjisténa velkd mira vlivu genotypu na velikost
obliceje, tvar nosu, prominenci rti a vzdalenost o¢i. Naopak na tvar dolni Celisti a
horizontalni asymetrii ma vliv spiSe vnéjsi prostiedi (Weinberg et al. 2013; Djordjevic et
al. 2016) stejné jako na oblast tvafi, kterd je silné zavisla na celkové hmotnosti ¢lovéka a
na véku (Coleman et al. 2009). Zda se, Ze horizontalni rozméry vykazuji vyssi dédivost nez
rozméry vertikalni (Carels et al. 2001; Djordjevic et al. 2016; Cole et al. 2017). Zajimavou
studii je prace tymu Johannsdottir, v niz se zabyvali heritabilitou mezi rodi¢i a détmi.
Jejich vysledky poukazuji na vyssi dédivost mezi syny a matkami. U dcer se heritabilita
vuci otclim ¢i matkdm vyrazné neliSila, ale ve dvojici dcera/otec bylo nalezeno vice znakl
vykazujicich statisticky vyznamné podpoiené (p < 0,001) hodnoty dédivosti oproti dvojici

dcera/matka (Johannsdottir et al. 2005).

Jednim ze zplsobi identifikace genll zplsobujicich pozorovany fenotyp jsou studie
na rodinach. Piikladem takové studie je prace Ermakova et al (2010), kde byl vyuzit
rodinny model ke studiu souvislosti mezi variantami genu ENPPI (Ectonucleotide

Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 1) a kraniofacialni morfologii. Studie se Gc¢astnilo 297
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rodin s ptivodem definovanym jako zépadni euroasijska populace. Nejsilnéjsi asociace jsou
pozorovany mezi vySkou neurokrania a polymorfismy blizko promotoru genu ENPPI.
Vliv na Sitku hlavy a vySku dolni tfetiny obliceje (vzdalenost mezi body subnasale a
gnathion) maji taktéz polymorfismy leZzici blizko ¢i v promotoru genu a v neptekladaném
3" UTR regionu ENPPI. Funkce genu ENPPI jsou popsany nize v kapitole 1.5. Studie

poukézala na velky vyznam tohoto genu v morfologii obli¢eje (Ermakov et al. 2010).

14.3 Populaéni studie

Tak jako pozorujeme zna¢nou variabilitu mezi jedinci, pozorujeme i rozdily naptic¢
jednotlivymi populacemi. Tato fenotypova 1 genotypova variabilita populaci je zpiisobena
Ctyfmi evolucnimi silami — geneticky drift, pfirodni vybér, miseni mezi populacemi a
mutace (Guo et al. 2014). Rozdily v kraniofacidlnich rozmérech jsou dény rozdilnou

populac¢ni historii, zejména geografickymi vzdalenostmi a enviromentalnimi podminkami.

Velkd c¢ast neurokranidlni variability je zavisla hlavné na geografickych
vzdalenostech, variabilita facidlni morfologie vykazuje zavislost jak na geografickych
vzdalenostech, tak i na klimatickych podminkach (Hubbe et al. 2009). Kranialni Siika,
vyska a §itka obliceje a Sitka a vySka nosu koreluji s teplotou a vlhkosti podnebi (Roseman
2004; Hubbe et al. 2009). Tato korelace se projevuje zejména u populaci severni Evropy,
severovychodni Asie a Severni Ameriky, coz mtiize byt ddno adaptaci na chladné podnebi.
Tyto populace maji nejmensi nasalni index (pomér Sitky k vySce nosu). Zatimco populace
severni Evropy maji nejmensi rozméry Sitky nosu, u populaci severovychodni Asie a
Severni Ameriky se projevuje nasalni vySka — obé€ tyto cesty ale vedou k malym hodnotam
nasalniho indexu. Obdobné je tomu i1 u kranidlni Sitky— populace severnich oblasti se
vyznacuji SirSim neurokraniem (Hubbe et al. 2009). To mlze opét souviset s adaptaci v
extrémnim chladném podnebi, kde zvétSenim Sifky lebky dochdzi ke zmenSeni poméru
plochy k objemu, coz redukuje ztratu tepla. Ve studii, ktera se zabyvala variabilitou mékké
tkdn€, byly porovnavany euroasijské populace. Nejveétsi rozdily byly identifikovany
v oblasti obo¢i, nosu a lici, vysvétlovany jsou bud’to jako adaptace anebo pohlavni selekce

(Guo et al. 2014).
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Podle studie Sheehana a kol. vznikla neobycejné velka variabilita lidského obliceje
kvtli signalizaci individualni identity a jeji kli¢ové roli v socidlni interakci. Variace
facialnich znaki je signifikantné vyS$$i nez u ostatnich rozméra téla. Napiiklad velikost
ruky ¢lovéka koreluje s jeho vySkou, jak je zndzornéno na Obr. 6. Toto tvrzeni vSak neplati

pro rozméry nosu (Sheehan and Nachman 2014).
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.. 1.004
. .
0.12 : . . .
0.754 . < .
. . Morphology
. .
. ' E= Body
0.09{ . 0.50] ‘ Face
z : : :
0.06. 0.254
0.03 s
African  African European European African  African European European
American American American American American American American American
Females Males Females  Males Females Males Females  Males
C.Hands _ D.Nose .

14
.
seee
°

i

eepo g

160 170 180 190 200 210 220 230

Obr. 6 - Priklady rozdilt variability mezi facidlnimi a jinymi morfologickymi
znaky (ptevzato z Sheehan et al. 2014)
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14.4 Studie dysmorfologickych syndromi

Dnes zname pies 6000 rtznych fenotypl, u kterych je objasnéna molekularni
pti¢ina (“OMIM Gene Map Statistics”). Existuje databaze dédicnych onemocnéni ¢lovéka
Online Mendelian Inheritance in Man — OMIM (“OMIM - Online Mendelian Inheritance
in Man”). Pfes 30 % dédi€nych chorob je asociovano s atypickym vzhledem obliceje
(Jones et al. 2013). Pfi studiu téchto syndromu jsou ziskavéana data celé rodiny. Lze tak
porovnat postizené a nepostizené Cleny rodiny probanda. Varianty genti, které se objevi
pouze u postizenych ¢lend, mohou byt pficinou vzniku onemocnéni nebo mohou byt ve
vazbé s genem, ktery nemoc zplsobuje. Geny zapojené v etiologii onemocnéni, u né¢hoz je

jednim z projevu atypicky facies, tak mohou ovliviiovat i normdlni variabilitu obliceje.

Ptikladem miize byt gen PAX3, jehoz mutace zplsobuji Waardenburgliv syndrom
(OMIM # 193500). Jednim z projevi tohoto syndromu je hypertelorismus, anomaélie
ocnich vicek a Siroky nos (Waardenburg 1951). V poslednich letech byla potvrzena
spojitost genu PAX3 s vyvojem normalniho oblic¢eje, konkrétné se vzdalenosti o¢i, Sitkou a

prominenci nosu (Paternoster et al. 2012; Claes and Shriver 2016; Shaffer et al. 2016).

Dalsim z ptikladil je rozstép patra ¢i rtu (OMIM # 119530). Je to multifaktorialni
onemocnéni, coZ znamend, Ze je ovlivnéno jak genetickou, tak i enviromentalni sloZkou.
Varianty genll /RF6 (Birnbaum et al. 2009; Krasone et al. 2014), polymorfismy v oblasti
8924 (Birnbaum et al. 2009; Wattanawong et al. 2016), polymorfismy genu MSX/ (Vieira
et al. 2008; Gurramkonda et al. 2015), BCL3 (Lace et al. 2012) a mnoho dalSich je
asociovano pravé stimto onemocnénim. Bylo zjiSténo, Ze jedna z variant genu /RF6
ovlivituje tvar rth (Peng et al. 2013) a bodové mutace v oblasti 8q24 se podileji na

bizygomatické Sifce (Boehringer et al. 2011).

PfeiferGv syndrom (OMIM # 101600), Kallmantv syndrom 2 (OMIM # 147950) a
Jackson-Weisstiv syndrom (OMIM # 123150) jsou vSechny zplsobeny mutacemi genu
FGFRI kodujiciho receptor pro fibroblastovy ristovy faktor (FGF). Projevy Pfeiferova
syndromu jsou mimo jiné kraniosynostézy a atypicky tvar lebky (Muenke et al. 1994;
Passos-Bueno et al. 1999). U Kallmanova syndromu 2, znamého také jako
hypogonadotropni hypogonadismus 2, se sou¢asné¢ mlize vyskytovat také rozstép patra ¢i

rtu (White et al. 1983). Mutace v receptorech riistovych faktorit FGFR2 zptsobuji mnohé
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dalsi syndromy, napt. Apertiv syndrom (OMIM # 101200), dalsi formy Pfeiferova a
Jackson-Weissova syndromu. Mutace ve FGFR3 zpusobuje achondroplazii (OMIM #
100800). VSechna tato onemocnéni vykazuji atypicky vzhled lebky a oblic¢eje (Suri 2005).
Ne¢kolik studii poukazalo na souvislost genu FGFRI i s fyziologickym vyvojem tvaru
lebky, zejména s transversalnim cefalickym indexem TCI poméfujicim vySku a Sitku
lebky, cefalickym indexem CI pomeétujicim Sitku a délku lebky a vertikdlnim cefalickym
indexem davajicim do poméru vysku a délku lebky (Coussens and Daal 2005; Peng et al.
2013; Gomez-Valdés et al. 2013). Varianta genu FGFRI1 byla také pouzita ve studii, v niz
se autofi snazili o modelovani tvaru obliceje na zaklad¢ genetické informace (Claes et al.

2014).

1.4.5 Asociaéni studie

Kromé zminénych vazebnych analyz rodin mtizeme k hledani gent a jejich variant
(velmi Casto se jedna o jednonukleotidové polymorfismy SNP — single nucleotide
polymorphism) zodpovédnych za sledovany znak vyuZzit tzv. asociaéni studie. V téchto
studiich se pracuje s velkym poctem neptibuznych jedinci a mohou byt vyuzity ke

sledovani jak kvalitativnich, tak i kvantitativnich znaki (Donnelly 2008).

Asociaéni studie

Je zndmo mnoho genetickych pficin vzniku rozSt€povych vad. Tym Boehringera si
polozil otazku, jestli tyto varianty genti maji vliv i na normalni variaci lidského obliceje
(Boehringer et al. 2011). Studie byla vypracovana na evropské populaci. Zjistili, ze geny,
které hraji roli pfi patologiich obliceje, ovlivituji také vyvoj fyziologické facidlni
morfologie. Konkrétné se jednd o SNP rs1258763 nachazejici se v blizkosti genu GREM 1
(Gremlin 1, DAN Family BMP Antagonist), ktery ovliviiuje Sitku nosu, a to nejspise
recesivnim u¢inkem majoritni alely. Silnéjsi asociace byla nalezena u muzi. SNP rs987525
lokalizovany v oblasti 8q24.21 v blizkosti genu CCDC26 (CCDC26 Long Non-Coding
RNA) koreluje s bizygomatickou vzdalenosti, kde minoritni alela vede k zlzeni této Siky.

U toho SNP se nejspiSe uplatiiuje aditivni model se siln€jSim efektem u zen. Obdobné
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tomu bylo i u polymorfismu rs7590268. Funkce genu GREM1 je popsana v kapitole 1.5,
funkce genu CCDC26 neni znama.

Dalsi kandidatni geny nalezl tym Penga (2013), zejména gen /RF6 a jeho bodovy
polymorfismus rs642961, ktery ma silny vliv na tvar rtd u Zen. Na ¢inské populaci
potvrdili vliv dvou polymorfismi rs6925433 a rs7773292 genu ENPPI, které byly
ohlaseny ve studii Ermakova (2010). rs7773292 ovliviiuje tvar ¢ela muza, kdezto

16925433 je asociovany spiSe s oblasti brady.

V roce 2017 He a kolektiv publikovali praci, v niz se zabyvali 10 SNP, které byly
znichz uCinili zavér, ze bodové polymorfismy geni ENPPI (rs7754561) a FGFRI
(rs4647905) ovliviiuji vysku obliceje, vzdalenost nosu a rtd a tvar rtdl, gen GHR (Growth
Hormone Receptor), konkrétné rs6180 a rs6184, je spojovan se Sitkou a vyskou rti. Studie
byla vypracovana na populaci Ujguri — turkické etnikum stfedni Asie (He et al. 2017).
Funkce gent ENPPI a FGFRI jsou popsany v kapitole 1.5. Gen GHR kdduje receptor pro
rustovy hormon. Po navéazani ristového hormonu se receptor dimerizuje, coz vede
k aktivaci drah, které davaji impulz kristu. Mutace vtomto genu jsou spojeny
s poruchami riistu, napiiklad Larontiv syndrom (“GHR Gene - GeneCards | GHR Protein |
GHR Antibody”).

Celogenomové asociacéni studie

Prvni celogenomové analyzy zabyvajici se genetikou kraniofacialni morfologie jsou
studie Liu et al. a Paternoster et al., obé publikované nezédvisle na sobé v roce 2012.
Paternoster et al. se ve studii zamé&fili na gen PAX3 (Paired Box 3). Ze vSech studovanych
SNP v tomto genu vykazoval polymorfismus rs7559271 nejvyssi korelaci s prominenci
nosu a jeho vySkou. SNP rs1978860 ovliviiuje hlavné prominenci nosu. Oba tyto
polymorfismy lezi v intronové oblasti genu PAX3. Funkce tohoto genu je popséna
v kapitole vénujici se vybéru genetickych marker. Ve své praci se autoii zaméfili 1 na
et al. 2011) zabyvajici se genetickymi variantami u zdravych jedincli a u jedinch

s rozStépem rtu. Paternoster et al. vSak nenasli Zadnou korelaci.
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Liu et al. identifikovali 5 kandidatnich genii majicich vliv na formu lidského
obliceje — PRDM16 (PR Domain Containing 16), PAX3, TP63 (Tumor Protein p63),
CSorf50 (Chromosome 5 open reading frame 50) a COL17A41 (Collagen, type XVII, alpha
1) (Liu et al. 2012). PAX3 a konkrétné SNP rs7559271 byl taktéz asociovan s pozici bodu
nasion, stejn¢ jako v publikaci Paternoster et al. 2012, a dale také se vzdalenosti mezi
okem a nosem. Mimo tento SNP identifikovali dal§i 3 polymorfismy rs16863422,
112694574 a 1s974448 genu PAX3, které jsou ve vazbé s rs7559271, ovliviujici
vzdalenost stfedu oka a bodu nasion. Varianty v intronu genu PRDM]16, napt. rs4648379,
byly spojovany s Sitkou a vysSkou nosu. Bodovy polymorfismus rs17447639 v genu TP63
ma vliv na vzdélenost o¢i. Gen TP63 koduje transkripéni faktor patfici do rodiny p53
proteinti. Ucastni se vyvojovych signalnich drah a jeho mutace mohou vést k fadé
syndroml spojenych s poruchami orofacialniho vyvoje (Leoyklang et al. 2006). SNP
v blizkosti C50rf50 rs6555969 je asociovan s pozici bodu nasion. Misssense SNP rs805722
v COLI7A41 taktéz ovliviiuje vzdalenost o¢i a vzdalenost mezi okem a nosem. Funkce
CS5orf50 a COL17A1 ve vyvoji obliceje nejsou zndmé. Funkce genlt PAX3 a PRDM16 jsou
popsany v kapitole 1.5. Studie se tykala populaci s evropskym plvodem. Zavérem tato
studie zduraziuje, Ze se varianty genli nezbytnych pro spravny vyvoj obliceje podileji na
jeho variabilit¢é malou mérou a do procesu vyvoje obliceje je zahrnuto velké mnozstvi

takovychto gentli s malym ucinkem.

Dalsi studie GWAS se tyka populaci latinské Ameriky (Adhikari et al. 2016).
Adkihari a jeho tym identifikovali nékolik SNP souvisejicich s variabilitou obliceje v 5
kandidatnich genech EDAR (Ectodysplasin A Receptor), DCHS2 (Dachsous Cadherin-
Related 2), RUNX2 (Runt Related Transcription Factor 2), GLI3 (GLI Family Zinc Finger
3) a PAXI. Byla také potvrzena spojitost genu PAX3 s pozici bodu nasion. VSechny
z téchto genli jsou nezbytné pro kraniofacidlni vyvoj. V oblasti 2ql12 identifikovali
rs3827760 v intronu genu EDAR, tento SNP ovliviiuje protruzi brady. EDAR je soucasti
signalni drdhy EDA, ktera se podili na umisténi, tvaru a velikosti ektodermalnich struktur,
jako jsou vlasové folikuly, zuby a Zlazy (Morlon et al. 2005; Sadier et al. 2014). Mutace
v genech této signalizacni drahy pak postihuji vyvoj pravé téchto struktur a mohou vést
napiiklad k ektodermalni dysplazii (OMIM #129490 a #224900). SNP rs2045323 a
rs12644248 na 4q31 byly asociovany s tvarem nosu, konkrétné s prominenci nosu a uhlem
Spicky nosu. Kandidatnim genem pro tuto oblast je DCHS2. DCHS2 je kalcium-

dependentni protein ucastnici se regulacni sité kontrolujici diferenciaci chrupavky. Této
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sit¢ se ucastni i produkt genu SOX9, jehoz mutace vedou k fadé¢ onemocnéni postihujici
mimo jiné i morfologii obli¢eje (“DCHS2 Gene - GeneCards | PCD23 Protein | PCD23
Antibody”). Dalsim kandidatnim genem této oblasti by mohl byt SFRP2 (Secreted Frizzled
Related Protein 2). Produkt tohoto genu je exprimovany v osteoblastech a podili se na Wnt
signaliza¢ni draze (Nakajima et al. 2009). SNP rs1852985 lokalizovany na 6p21 v intronu
RUNX2 koreluje se $itkou nosu. Gen RUNX? a jeho produkt jsou nezbytné pro diferenciaci
osteoblastli a morfogenezi kosti (“RUNX2 Gene - GeneCards | RUNX2 Protein | RUNX2
Antibody”). Mutace v tomto genu zpusobuji kleidokranialni dysplazii (OMIM #119600), u
které se vyskytuje atypicky facies. rs17640804 v regionu 7pl13 ovlivituje Sitku nosnich
ktidel. Lezi na genu GLI3, ktery patii k DNA vazebnym transkripénim faktorim. Ty
mohou byt aktivatory i represory sonic hedgehog signaliza¢ni drahy (Pan et al. 2013). Na
zaklad¢ studie Rice, kterd poukdzala na interakci mezi geny GLI3 a RUNX2, dnes vime, Ze
i interakce SNP v téchto oblastech jsou signifikantni (Rice et al. 2010). Mutace genu GLI3
zpuisobuji Greigiv syndrom (OMIM # 175700), pro ktery je charakteristicky mimo jiné
Siroky nos. Oblast na kratkém raménku 20. chromosomu 20pl1, obzvlaste¢ rs927833,
ukézala signifikantni asociaci se Sitkou nosu. Kandidatnim genem pro tuto oblast je gen
PAXI, ktery zasahuje do diferenciace chondrocyti pies signdlni drdhu zahrnujici také

RUNX2 a SOX9.

V roce 2016 byla publikovéna dalsi celogenomova studie (Shaffer et al. 2016).
Studie se Ucastnili neptibuzni jedinci z Ameriky s evropskym ptivodem. Autofi prace nasli
6 regionid asociovanych s facidlnimi znaky, pfi¢emz nékteré z gend piitomnych v téchto
regionech souvisi s kraniofacidlnim vyvojem — MAFB (MAF BZIP Transcription Factor
B), PAX9, MIPOLI (Mirror-Image Polydactyly 1), ALX3 (ALX Homeobox 3), HDACS
(Histone Deacetylase 8) a PAXI. Konkrétni lokusy a polymorfismy jsou shrnuty v Tab. 1.
MAFB je gen lezici v oblasti 20q12. MAFB reguluje migraci neuralnich bunék béhem
formovani hlavy (“MAFB Gene - GeneCards | MAFB Protein | MAFB Antibody”).
Nekteré varianty toho genu, ktery koduje transkripéni faktor, jsou spojovany s rozstépy rtu
a patra (Miller et al. 2014), nicméné bodové varianty genu hlaSené ve studii Miller et al.
jako rizikové a polymorfismus nalezeny v této studii spolu nejsou ve vazb&. V oblasti
14g21.1 se nachazi PAX9 a MIPOLI. U mysi je Pax9 dualezity pro vyvoj lebky (Peters et
al. 1998). U pacientl s translokacemi mezi 4. a 14. chromosomem pozorujeme abnormalni
facies, naptiklad holoprosencefalii. Touto translokaci je ovlivnén 1 gen MIPOLI

(Kamnasaran et al. 2003), je tak mozZné, Ze bude hrat roli 1 v normalnim vyvoji. V oblasti
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kratkého raménka 1. chromosomu 1p13.3 je kandidatnim genem ALX3. Kdédovany protein
funguje jako reguldtor béhem bunécné diferenciace a vyvoje (“ALX3 Gene - GeneCards |
ALX3 Protein | ALX3 Antibody”’). Mutace v tomto genu zpusobuji frontonasalni dysplazii
(OMIM # 136760), ktera se projevuje hypertelorismem, rozSifenym kofenem nosu,
moznymi roz$tépy rtu ¢i patra (Sedano et al. 1970). HDACS je lokalizovany na Xql3.2 a
proteinem je histonova deacetylaza, ktera se podili na regulaci transkripce, bunééném riistu
a vyvoji (“HDACS Gene - GeneCards | HDACS Protein | HDAC8 Antibody”). Cornelia de
Langliv syndrom je zplsoben mutacemi této deacetylazy (OMIM # 300882). Jedinci
s timto syndromem c¢asto trpi rastovou retardaci, mikrocefalii, ztratou sluchu, potizemi se
srdcem, poruchami pfijmu potravy a vyznacuji se také atypickym oblicejem —
brachycefalie, klenuté nado¢nicové oblouky, nizky koten nosu, koutky ust sto¢eny doll ¢i
mezerami mezi zuby (Kaiser et al. 2014). Ve své praci se Shaffer a jeho kolektiv na svém
souboru vzorka také pokusili potvrdit ¢i vyvratit zavéry z predchozich studii. Testovali
nalezené asociace s délkou nosnich kiidel z Paternoster et al. 2012. Tento znak vykazoval
nejvyssi asociaci s polymorfismem 1rs1982862 leZicim v intronu genu CACNA2D3
(Calcium Voltage-Gated Channel Auxiliary Subunit Alpha2 delta 3). Pro SNP 157559271
v genu PAX3 zachytili vliv na pozici bodu nasion, ale nebyl signifikantni. Potvrdili také
vliv 1rs4648379 v intronu genu PRDMI16 na Sifce nosu a nalezli asociaci rs6555969
v blizkosti C50rf50 a hloubkou obliceje, kterd mize byt aproximovéna jako Sitka obliceje,
s niz byl spojovan rs6555969 ve studii Liu et al. Testovali taktéz vzdalenost oka a bodu
nasion. Vyznamny vliv na tento rozmér mél polymorfismus rs974448 genu PAX3 a

1s974448 u genu CSorf50.
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Tab. 1 - Facidlni znaky ovlivnéné konkrétnimi polymorfismy (pfevzato a upraveno

z Shaffer et al. 2016)

Znak SNP Lokus
rs17106852 14q21.1
1s6129564  20ql12
1619686 1pl13.3
rs11093404 Xql3.2
Sitka nosu rs2424399  20pl11.22
Délka nosnich kiidel rs8007643  14qll.2
Hloubka stfedniho obliceje rs12786942 11q22.1

Sitka obliceje

Vzdalenost o¢i

Geny FREMI (FRASI Related Extracellular Matrix 1) a PARK2 (Parkin RBR E3
Ubiquitin Protein Ligase) budou nejspiSe také prispivat k normalni variabilit¢ lidského
obliceje (Lee et al. 2017). Studie se zucastnili jedinci ze Spojenych Stati Americkych
s evropskym plvodem. Identifikovali 3 regiony vykazujici signifikanci — oblast 6926
vintronu genu PARK?2, ktery ovliviluje vySku stfedniho obliceje (zejména SNP
rs9456748), oblast 9p22 s genem FREMI (SNP rs7271618) zasahujici do rozmért rti a
oblast Xq13 asociovana se vzdalenosti o¢i (rs11093404). Vyznam genu PARK?2 ve vyvoji
obli¢eje neni zndm, mutace v tomto genu zpusobuji Parkinsonovu chorobu juvenilniho
typu 2 (OMIM # 600116). S genem FREMI se poji n€kolik dysmorfickych syndromi
s atypickym facies, zejména s abnormalitami nosu (OMIM # 608980) (Al-Gazali et al.
2002) a o¢i (OMIM # 248450) (Slavotinek et al. 2011).

Vyhodou celogenomovych studii je, Ze mohou zachytit i minoritni alely s velmi
malou frekvenci, zaroven to je i jejich nevyhoda, protoze sila statistického tvrzeni klesa
s klesajici frekvenci alel. Je tak nutné testovat pouze relativné bézné alely s frekvenci vyssi

nez 5-10 % (Roosenboom et al. 2016).
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1.5  Vybér genetickych markeri pro diplomovou praci

Vybér genetickych markerti, tedy geni a konkrétnich jednonukleotidovych
polymorfismi (SNP, single-nucleotide polymorphism), mé pro tuto diplomovou praci

zéasadni vyznam.
Kritéria vybéru genetickych polymorfismui:
1. Jiz popsany signifikantni vztah SNP-znak

2. Zastoupeni znakii ovlivnénych vybranymi polymorfismy ve vSech tfetinach
obliceje
3. Frekvence minoritni alely SNP v evropské populaci (vyfazeny byly takové SNP,

u nichz by mohl byt diky velikosti testovaného souboru problém zachytit minoritni alelu v

dostatec¢né frekvenci pro adekvatni statistické analyzy)

Vybrany byly nasledujici genetické markery (sefazeno topologicky dle lokalizace

konkrétniho znaku, na ktery se vliv vybraného polymorfismu predpoklada):

Sti‘edni tietina obliceje
- oblast mezi body glabela a subnasale

* 1rs7559271

Vzdalenost mezi stiedem oka a bodu nasion je asociovana s bodovym
polymorfismem rs7559271 (Liu et al. 2012; Paternoster et al. 2012). Ten se nachazi
v intronu genu PAX3, ktery je lokalizovany na 2q36.1.

PAX3 patii k transkripénim faktorim. Tento gen hraje vyznamnou ulohu pfi vyvoji
plodu, reguluje bunécnou proliferaci a apoptoézu. Transkripéni faktor se na DNA mitize
vazat jako homodimer nebo heterodimer spolu s PAX7 (Birrane et al. 2009). Aktivuje dalsi
geny a to MYODI, LEFI, PITX2 a MYF5, jejichz produkty jsou také transkripénimi
faktory a které ovliviuji dalsi procesy v buiice vcetné signalnich drah Wnt, Hedgehog ¢i

Notch.
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Mutace v PAX3 zplsobuji napiiklad ,,Craniofacial-Deafness-Hand Syndrome*
(OMIM # 122880) nebo Waardenburgiiv syndrom typu 1 (OMIM # 193500) a typu 3
(OMIM # 148820) (“PAX3 Gene - GeneCards | PAX3 Protein | PAX3 Antibody”). U mysi
s nepretrzitou expresi Pax3 béhem ontogenetického vyvoje dojde ke vzniku rozstépu patra

(Wu et al. 2008).

*rs1887276 a rs7965082

Tyto dva SNP se podileji na vzdalenosti o¢i (Liu et al. 2012). Lezi v intronové
oblasti genu SLC17A48 (Solute Carrier Family 17 Member 8), ktery koduje vezikularni
transportér glutamatu. Glutamat je zdrojem pro syntézu glutathionu, ktery chrani bunku
pfed oxida¢nim stresem, a pro syntézu kyseliny y-aminomaselné (GABA), kterd je
dalezitym neurotransmiterem. Gen se nachazi v oblasti 12q23.1 (“SLC17A8 Gene -
GeneCards | VGLU3 Protein | VGLU3 Antibody”). Polymorfismy jsou od sebe vzdalené
2708bp. Mutace v genu SLC17A48 zpusobuji retinlni arterialni okluzi a hluchotu (OMIM #
605583).

* rs4648379 a rs1258763

Sitku nosu ovlivituji rs4648379 lezici v intronové oblasti genu PRDM16 (PR/SET
Domain 16) na 1p36.32 (Liu et al. 2012) a rs1258763 genu GREMI (Gremlin 1, DAN
Family BMP Antagonist) na 15q13.3 (Boehringer et al. 2011).

Gen PRDM16 koduje transkripéni faktor s motivem zinkového prstu. Tento motiv
umoznuje vazbu bilkovin na DNA. Reciproka translokace t(1;3) (p36;q21) se objevuje u
pacientt trpicich myelodysplastickym syndromem nebo akutni myeloidni leukémii. Tato
translokace vede k nadmérné expresi tohoto proteinu, ktery je zkraceny o PR doménu
(“PRDM16 Gene - GeneCards | PRD16 Protein | PRD16 Antibody”). Tento transkripéni
faktor se podili i na diferenciaci hnédé tukové tkan€ ve spolupraci s proteiny CEBP
(CCAAT/enhancer binding protein), aktivuje gen SKI, ktery je protoonkogenem a
potlacuje TGF-B (transforming growth factor B) signdlni drdhu v nddorovych bunkach
(Takahata et al. 2009). U mysi byl protein Prdmi6/Mell zatazen k tzv. SMAD proteinim,

které pienaSeji extracelularni signaly ligandl rlstovych faktori do jadra, kde se pak
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aktivuje transkripce. Tento protein je esencialni pro vyvoj orofacilni tkdné¢ (Warner et al.

2007; Bjork et al. 2010).

Gen GREM1 koduje protein patiici k BMP antagonistiim. Antagonisticky ucinek je
zajiStén piimou vazbou proteinu na BMP. Hraje tak nejspiSe roli v celé fadé d&ja pii
regulaci organogeneze a diferenciaci tkani (Namkoong et al. 2006). U mysi tento protein
prenasi signal hedgehog drahy (“GREMI1 Gene - GeneCards | GREM1 Protein | GREM1
Antibody”). Bodové polymorfismy genu GREMI (rs16969681, rs16969816 a zde
diskutovany rs1258763) jsou asociovany s rizikem vzniku rozstépt rtu a pater (Mostowska

etal. 2015).

Dolni tietina obliceje
- oblast mezi body subnasale a gnathion
* rs642961

Gen [IRF6 (Interferon Regulatory Factor 6) na 1q32.2 je ¢asto spojovany s rozstépy
rth a patra (Birnbaum et al. 2009; Krasone et al. 2014) a bylo zjisténo, Ze se Ucastni i
morfologie normalniho obli¢eje (Boehringer et al. 2011). Pro diplomovou praci byl vybran
SNP rs642961, ktery plisobi na oblast rtll a na jejich tvar, zejména pak u Zen (Peng et al.
2013). Tento SNP lezi v enhanceru genu /RF6 (Kousa and Schutte 2016). Kdédovany
protein je nejspiSe transkripéni aktivator a ovliviiuje bunécnou proliferaci (Bailey et al.
2008). Mimo rozstépu rtii vedou mutace v IRF6 k Van der Woudovu syndromu (OMIM #
119300), ktery postihuje zejména morfologii obliceje (Schutte et al. 1993).

* 1s6569759

Se sitkou dolni Celisti je asociovany rs6569759 v genu ENPPI na 6q23.2 (Ermakov
et al. 2010). Tento SNP se podili také na vzdalenosti vnitiniho i vnéjSiho koutku oka a

sttedu horniho rtu (Peng et al. 2013).

Koédovany protein je transmembranovy glykoprotein typu II, nalezneme jej v
lysozomalni (Schroder et al. 2007) i1 plazmatické membrané (Rutsch et al. 2001). Je
slozeny ze dvou identickych podjednotek spojenych disulfidickymi mustky. Protein
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reguluje hladiny fosfatu Pi a pyrofosfatu PPi, kontroluje tim mineralizaci kosti hydrolyzou
pyrofostatu a inhibici tvorby hydroxyapatitu (Harmey et al. 2004). Exprese genu také
koreluje s diferenciaci osteoblastii (Johnson et al. 1999) i s poc¢tem osteocytl a celkové se
podili na spravné stavbé kosti (Hajjawi et al. 2014). Hajjawi a kol. provadéli experimenty
na mysSich, které postradaly pravé gen ENPPI. Rozdily se zacaly objevovat u starSich
mys$i, kde pozorovali ubytek kompaktni kostni tkané o 28 % u mysi starych 22 tydnt a

sniZenou porovitost kosti az o 60 %.

U pacientl s dento-facidlnimi deformacemi byly nalezeny varianty v genu ENPPI,
které ovliviwuji processus condylaris na dolni Celisti, a to zejména jeho vySku. Genotyp GG
v polymorfismu rs9373000 se zda byt protektivnim faktorem proti snizeni vySky processus
condylaris (Constant et al. 2017). Mutace v genu zpusobuji Colovu nemoc (OMIM #
615522), coz je vzacné autosomalné dominantni onemocnéni, které je charakteristické
velmi svétlou kuzi, kterd je zplGsobena chybami v transportu melaninu diky nespravné
funkci proteinu. U nékterych lidi s touto nemoci se vyskytuji i abnormalni vapnikové
depozity (Eytan et al. 2013). Gen ENPP! je mimo jiné spojovany i s diabetes mellitus typu
2, konkrétné polymorfismus K121Q je asociovany s vyssi hladinou glukdzy, insulinu a tim

1 s vy$§im rizikem vzniku insulinové rezistence (Busch and Hegele 2001).

*rs3213849

Bodovy polymorfismus se nachdzi v genu FGFRI na 8pll1.23, konkrétné
v nepiekladaném 5° UTR regionu. Tato ¢ast genu, také nazyvana jako leader sekvence, je
dalezitd pro regulaci translace (“rs3213849 (SNP) - Ensembl Genome Browser 897).
Polymorfismus byl vybrdn na zdkladé¢ zdokumentované souvislosti s pomérem mezi

vyskou a §itkou obli¢eje (Gomez-Valdés et al. 2013).

Fibroblastovy receptor se skladd ze tii ligand-vazebnych domén podobnych
imunoglobuliniim, transmembranové domény a tyrosin-kindzové domény. Extraceluldrni
¢ast interaguje s fibroblastovymi rastovymi faktory a spousti celou kaskadu d&ji koncici

proliferaci a diferenciaci buné¢k.

Fyziologicky je exprimovan hlavné v mezenchymdlni a mozkové tkani béhem
embryonalniho vyvoje, u dospélého pak v mozku, kostech, kiiZi, plicich, v srdci a placenté

(Hughes 1997). Podili se na desmogenni osifikaci, ktera je typicka pro ploché kosti,
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zejména na lebce (Iseki et al. 1999). FGFRI je aktivovany geny FGF1, FGF5 a PRKCE.
Geny FGFI a FGF5 patii do skupiny fibroblastovych rustovych faktori. Gen PRKCE
koduje kalcium independentni proteinkinasu C, ktera fosforyluje proteiny, coz ovliviiuje
naptiklad cytoskelet, bunény cyklus, regulaci iontovych kanalli i regulaci apoptozy.
Inaktivace genu je pak diky genim MAPKI4, MAPKI a MAPK3. Tyto geny patii do
rodiny MAP kindz, které se ucastni d&€ji v MAP kaskadach nezbytnych pro rust,
diferenciaci, proliferaci bun¢k, zadnétlivé odpoveédi a apoptdze (“FGFR1 Gene - GeneCards
| FGFR1 Protein | FGFR1 Antibody”). Mutace FGRRI vedou k mnoha syndromim
uvedenych jiz v kapitole 1.4.4. DalSim onemocnénim je napiiklad osteoglofonicka
dysplazie (OMIM #166250). Pacienti se vyznacuji kraniosynostézami, prominentnim
nadocnicovym obloukem, hypertelorismem a niZze poloZzenym kotfenem nosu. V zavislosti
na typu mutace mohou trpét dwarfismem (White et al. 2005). Mutace ve FGFRI mohou

vést 1 k zubni agenezi (nevyvinuti) nékterych zubu ¢i taurodontii (Siroké kofeny zubi).

*rs11726039

SNP se nachézi v intronu genu MSX/ (Msh Homeobox 1) na 4p16.2, patii k HOX
genim. Kodovany protein funguje jako transkripéni represor v prubéhu embryogeneze a
hraje roli nejspise 1 pii kraniofacialnim vyvoji. Tento SNP nebyl zatim spojovan s normalni
variabilitou morfologie obli¢eje, nicméné je zapojeny v patologii rozstépli rtu a patra
(Gurramkonda et al. 2015) a mohl by tak zasahovat i do normdlniho facidlniho vyvoje.
Dal$imi onemocnénimi jsou ektodermalni dysplazie 3 oznafovéana také jako Witkoptiv

syndrom (OMIM # 189500) a ageneze zubii (OMIM # 106600).

MSXI je také regulatorem proteinu p53. Tento protein fidi proces apoptoézy bunek.
Nadmeérna exprese MSXI muZe potlacit rist nddorovych bunck (Park et al. 2005). U mysi
byla pozorovdna exprese genu MSX! v osteoblastech nejen u mladych mySsi ale 1 u
dospélych jedinct. MSXI se tedy Gcastni postnatalni morfogeneze kostni tkané, alespon u

zviteciho modelu (Nassif et al. 2014).
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2 Hypotézy a cile diplomové prace

V soucasné dobé¢ je téma genetické podminénosti lidského obliceje velmi atraktivni.
Celkovy mechanismus vzniku velké variability obliceje neni znam. Studii, které by byly
zalozené na rodinném modelu, neni mnoho. Tato diplomova prace vznikla jako jedna ze
dvou pilotnich praci spole¢ného projektu Laboratoie 3D zobrazovacich a analytickych
metod a Laboratofe molekularni antropologie, ktery se zabyva fenotypem, genotypem a
dédi¢nosti morfologickych znakti lidského obliceje. Predkladana prace se zaméiuje
pfedevSim na genotyp a dédicnost kraniofacidlnich znakii. Na zaklad¢ dosavadnich

informaci predpokladdme nasledovné:
e vybrané genetické markery ovliviiuji morfologii obliceje,

e vliv genetickych variant na morfologii obliceje se 1isi v zéavislosti na

pohlavi,

e de&divost je u riznych kraniofacialnich znaki odli$na.

Na zakladé predpokladl jsme definovali cile diplomové prace:

e vytipovat genetické varianty, které by mohly mit vliv na morfologii obliceje

dle dosavadnich informaci,
e genotypizovat 9 SNP v souboru vzorkli pomoci metod RFLP a SNaPshot,
e provést populacné geneticke analyzy,

e 7zjistit, zda vybrané polymorfismy skutecné ovlivituji morfologii obliceje ve

studovaném souboru vzorkd,

e sledovat vliv morfologie obli¢eji rodi¢ii na kraniofacialni znaky déti.
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3 Material a metody

Vychozim materidlem pro genotypizaci byly sliny ziskané od vSech ¢lenii rodiny
ucastnicich se studie. Metody jsou zaloZené na izolaci DNA a genotypizaci pomoci PCR,

RFLP a fragmentacni analyzy.

3.1 Material

Studie se zucastnily minimaln¢ c¢tyiclenné rodiny. Soubor ¢itd dohromady 29
¢tyf€lennych rodin a 1 rodinu péti¢lennou, dohromady 121 jedincii. Ziskali jsme 3D skeny
oblicejti, hodnoty BMI a sliny, jakozto biologicky material, ze kterého se poté izolovala
DNA. Vsechny vzorky pak byly dale zpracovavany pod d¢iselnym kodem. VSichni
ucastnici byli seznameni se studii a podepsali informovany souhlas. V Tab. 2 jsou uvedeny

charakteristiky souboru.

Pro zatazeni do studie musela rodina spliiovat nasledujici kritéria:
- veék rodi¢t pod 60 let
- vEk déti nad 18 let

- Clenové rodiny se narodili a Ziji v CR

Tab. 2 — Zakladni charakteristika souboru vzorku

Rodinny Vék

Pocet . - :
prislusnik Primérmy Median Minimalni Maximalni
Otec 30 51,88 51,43 45,42 60,47
Matka 30 49,38 49,58 43,23 55,60
Syn 24 25,49 26,38 18,14 31,92
Dcera 37 23,83 23,81 18,18 31,11
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3.2 Odbér slin a izolace DNA

Sliny byly odebirany pomoci GeneFiX™ DNA Saliva Collector (Cell Projects Ltd

— Isohelix). 30 minut pfed odbérem bylo nutné nic nejist, nepit, nekoufit, necistit si zuby ¢i

zvykat zvykacku. Odebirali jsme 1 ml slin. K izolaci DNA jsme pouzivaly GeneFiX™

Saliva Mini Isolation Kit (Cell Projects Ltd — Isohelix).

Pracovni postup:

1.

2.

10.

11.

12.

Vzorky slin jsme zvortexovali.

Ptidali jsme 20 pl roztoku Proteinasy K, zvortexovali a nechali inkubovat pfi

teploté 60 °C po 1 h.
Ptedehtali jsme si EB pufr na 70 °C (100 ul EB/vzorek).
Po inkubaci jsme ke vzorku ptidali 2 ml 96% ethanolu a zvortexovali.

Na kolonku jsme pipetovali 700 pl vzorku bez dotknuti se dna kolonky. Poté
jsme centrifugovali pti 14 000 rpm 1 minutu. Filtrat jsme vyhodili.

Opakovali jsme krok €. 5, dokud jsme na kolonku nenanesli veskery objem

vzorku.

Promyli jsme kolonku pfidanim 750 ul WB pufru. Centrifugovali pii 14 000
rpm 1 minutu a vyhodili filtrat.

Opakovali jsme jednou krok €. 7.

Kolonku jsme umistili do ¢isté zkumavky a centrifugovali pti 14 000 rpm 3

minuty pro odstranéni zbytku ethanolu.

Kolonku jsme umistili do ¢isté 1,5ml zkumavky. Pfipipetovali jsme 100 pl

ptedehiatého EB pufru.

Kolonku jsme nechali stat 3minuty a poté centrifugovali pii 14 000 rpm 1

minutu pro eluci DNA.

DNA jsme skladovali pfi -20 °C.
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Koncentraci a ¢istotu DNA jsme zjiStovali na spektrofotometru.

3.3 Polymerazova retézova reakce PCR

Pomoci PCR miizeme amplifikovat fragmenty o rizné délce. Délky fragmenti
DNA zahrnujici konkrétni SNP jsou shrnuty v Tab. 3. Pro kazdy SNP bylo nutné
navrhnout par primert. Pro samotny design primerd byl pouzit software Primer-BLAST
(“Nucleotide BLAST: Search Nucleotide Databases Using a Nucleotide Query”), pro
vizualizaci vlasenek, které by mohl primer tvofit, jsme vyuZili softwaru OligoAnalyzer 3.1
(“OligoAnalyzer 3.17). Takto navrzeny primer jsme kontrolovali v softwaru BLAST
(“Nucleotide BLAST: Search Nucleotide Databases Using a Nucleotide Query”), ktery

porovnava sekvenci primeru s genomem ¢lovéka a hledd komplementarni sekvence.

Tab. 3 - Délka PCR fragmentt

SNP Délka fragmentu (bp) SNP Délka fragmentu (bp)
rs7559271 107 rs642961 244
rs1887276 105 16569759 138
1s7965082 170 rs3213849 415
rs4648379 158 rs11726039 190
rs1258763 157

Pouzité chemikalie:

PCR reakeni kit — Life Technologies, USA
- 5U/ul Tag DNA polymeréaza
- 10x Taq pufr s (NH4)2S0O4
- 25mM MgCI2

dNTP (10mM) - Life Technologies, USA

Primery
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Voda z MILLIPORE Gradient systému; Mili-Q

Pracovni postup:

1. Pfiprava reak¢ni smési — master mixu — probihala v lamindrnim boxu. VSechny
reagencie krom¢ Taq polymerdzy jsme nechali rozmrznout pii pokojové teploté.

2. Mastermix jsme pfipravili podle tabulek pro konkrétni SNP v kapitole 3.3.1 pro
vSechny vzorky a negativni kontrolu.

3. Pted pfidanim polymerazy se smés zvortexuje. Po pfidani polymerazy se smés
promichéd propipetovanim. Mastermix je déle rozpipetovan do zkumavek pro
jednotlivé vzorky po 20 ul.

4. Do zkumavek jsme mimo lamindrni box! pfidali 0,5 ul DNA (celkové mnozstvi
DNA v reakci idealné 20-50 ng), do negativni kontroly misto DNA voda.

5. V termocycleru (C1000TM Thermal Cycler, Biorad; Professional Thermocycler
spol. Biometra, An Analytik Jena Company) prob¢hla PCR dle protokolu
uvedeného v kapitole 3.3.1.

6. Vzorky jsme vlozili do termocycleru az po predehiati vika. Kone¢né PCR
produkty jsou uchovavany pii 4 °C, pro dlouhodob¢;jsi uchovéavani pti -20 °C.

7. Vysledek PCR amplifikace jsme ovéfili elektroforeticky.

3.3.1 PCR podminky jednotlivych SNP
* 17559271

primer F 5'"CAACCAAGCCCTGACTATAAGC 3’

primer R 5'CTCTCAGATTCCTGCCTTACTGG 3’
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reakéni smés

Koncentrace v reakci Komponenty Objem (ul)

Voda 15.4

2 mM MgCl, (25 mM) 1,6

dNTP (10 mM kazdy) 0,4

0  %DMSO 0

500 nM foward primer 0,2

500 ' nM reverse primer 0,2

Ix 10x pufr (NH4)2SO4 2

Taq DNA polymeraza (5U/ul) 0,2

Celkem 20

PCR protokol
o 1. krok (1vodni denaturace) 3 minuty pii 94 °C

o 2. krok (denaturace)

25 vtetin pii 94 °C

o 3. krok (hybridizace) 25 vtefin pii 54 °C
o 4. krok (extenze) 25 vtefin pii 72 °C
o 5. krok (kone¢na extenze) 5 minut pii 72 °C

*rs1887276

primer F 5"ACAGATACTGTCAGAAGTGACCAT 3’

primer R 5'"CATGGGAGATAAAGCACTTGGCA 37

reakéni smés

opakovani 30x

Koncentrace v reakci Komponenty Objem (nl)
Voda 15,32
2 mM MgCl (25 mM) 1,6
dNTP (10 mM kazdy) 0,4
0 %DMSO 0
600 nM foward primer 0,24
600 nM reverse primer 0,24
1x IOX pufr (NH4)QSO4 2
Taq DNA polymeraza (5U/ul) 0,2
Celkem 20
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- PCR protokol

o 1. krok (4vodni denaturace) 3 minuty pfii 94 °C
o 2. krok (denaturace) 25 vtefin pii 94 °C
o 3. krok (hybridizace) 25 vtefin pii 58 °C opakovani 30x
o 4. krok (extenze) 25 vtetin pii 72 °C
o 5. krok (konecna extenze) 5 minut pti 72 °C
* rs7965082

- primer F 5'TGTGAGAATAGAAGGAAGGGGAGT 3’
- primer R 5"GAGATCATATCCATTCCGTGCTTT 3’

- reakéni smés

Koncentrace v reakci Komponenty Objem (nl)
Voda 15,32
2 mM MgCl; (25 mM) 1,6
dNTP (10 mM kazdy) 0,4
0  %DMSO 0
600 nM foward primer 0,24
600 = nM reverse primer 0,24
1x IOX pufr (NH4)2SO4 2
Taq DNA polymeraza (5U/ul) 0,2
Celkem 20
- PCR protokol
o 1. krok (1vodni denaturace) 3 minuty pti 94 °C
o 2. krok (denaturace) 25 vtetin pii 94 °C
o 3. krok (hybridizace) 25 vtefin pii 58 °C }opakovéni 30x
o 4. krok (extenze) 25 vtefin pii 72 °C
o 5. krok (konec¢nd extenze) 5 minut pti 72 °C
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* rs4648379

- primer F 5" CAAGTGAAATCTCTGTGTAGCTCTTG 3’

- primer R 5" ATCTGTAAGTTGAGGGGAGAAACCAT 3’

- reakeéni smeés

Koncentrace v reakci Komponenty Objem (nl)
Voda 15,16
2 mM MgCl (25 mM) 1,6
dNTP (10 mM kazdy) 0,4
0 %DMSO 0
800 nM foward primer 0,32
800 ' nM reverse primer 0,32
I1x  10x pufr (NH4)>SO4 2
Taq DNA polymeraza (5U/ul) 0,2
Celkem 20

- PCR protokol

o 1. krok (1vodni denaturace)
o 2. krok (denaturace)

o 3. krok (hybridizace)

o 4. krok (extenze)

o 5. krok (konecna extenze)

* rs1258763

3 minuty pti 94 °C

25 vtetin pii 94 °C

25 vtefin pii 56 °C} opakovani 30x
25 vtetin pii 72 °C

5 minut pii 72 °C

- primer F 5" TAGATCGTAAGGCAAGTCTCAACG 3’

- primer R 5" CCACTGGTCATTTAGAAGAACG 3’
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- reakéni smés

Koncentrace v reakci Komponenty Objem (ul)
Voda 15,16
2 mM MgCl: (25 mM) 1,6
dNTP (10 mM kazdy) 0,4
0  %DMSO 0
800 nM foward primer 0,32
800 ' nM reverse primer 0,32
Ix 10x pufr (NH4)2SO4 2
Taq DNA polymeraza (5U/ul) 0,2
Celkem 20
- PCR protokol
o 1. krok (1vodni denaturace) 3 minuty pti 94 °C
o 2. krok (denaturace) 25 vtetin pii 94 °C
o 3. krok (hybridizace) 25 vtefin pii 53 °C opakovani 30x
o 4. krok (extenze) 25 vtefin pii 72 °C
o 5. krok (kone¢na extenze) 5 minut pii 72 °C

* 15642961
- primer F 5'TGCCCGATCTGTCTGACTCC 3’
- primer R 5"ACATTGACGCAGGTAGAGAGG 3’

- reakéni smeés

Koncentrace v reakci Komponenty Objem (nl)
Voda 15,16
2 mM MgCl, (25 mM) 1,6
dNTP (10 mM kazdy) 0,4
0 %DMSO 0
800 nM foward primer 0,32
800 ' nM reverse primer 0,32
1x  10x pufr (NH4)>SO4 2
Taq DNA polymeraza (5U/ul) 0,2
Celkem 20
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- PCR protokol

o 1. krok (ivodni denaturace)
o 2. krok (denaturace)

o 3. krok (hybridizace)

o 4. krok (extenze)

o 5. krok (konecna extenze)

* rs6569759

3 minuty pfi 96 °C
20 vtefin pii 96 °C
20 vtefin pii 56 °C
20 vtefin pii 72 °C
5 minut pti 72 °C

- primer F 5'"GATGTAAGTTTGTCCCACATTGCT 3’

- primer R S’AATTGTTGCCTACCAATTCAGC 3’

- reakéni smés

opakovani 30x

Koncentrace v reakci Komponenty Objem (nl)
Voda 12,72
4 mM MgCl; (25 mM) 3,2
dNTP (10 mM kazdy) 0,4
5 %DMSO 1
600 nM foward primer 0,24
600 = nM reverse primer 0,24
1x IOX pufr (NH4)2SO4 2
Taq DNA polymeraza (5U/ul) 0,2
Celkem 20

- PCR protokol

o 1. krok (1vodni denaturace)
o 2. krok (denaturace)

o 3. krok (hybridizace)

o 4. krok (extenze)

o 5. krok (kone¢na extenze)
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* rs3213849

- primer F 5'"GGAGAAAAGTCCTTGGGTTCCG 3’

- primer R 5"GAGACCAGGCTGTAGGAAGAGAAG 3’

- reakeéni smeés

Koncentrace v reakci Komponenty Objem (nl)
Voda 13,4
2 mM MgCl (25 mM) 1,6
dNTP (10 mM kazdy) 0,4
10 = % DMSO 2
500 nM foward primer 0,2
500 ' nM reverse primer 0,2
I1x  10x pufr (NH4)>SO4 2
Taq DNA polymeraza (5U/ul) 0,2
Celkem 20

- PCR protokol

o 1. krok (1vodni denaturace)
o 2. krok (denaturace)

o 3. krok (hybridizace)

o 4. krok (extenze)

o 5. krok (konecna extenze)

*rs11726039

- primer F 5'"CTGGAGTGAATGATAAAAACCTGGA 37

- primer R 5’AAACTACAGAAAGCATGGGAAGGTG 3”7
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- reakéni smés

Koncentrace v reakci Komponenty Objem (ul)
Voda 15,16
2 mM MgCl: (25 mM) 1,6
dNTP (10 mM kazdy) 0,4
0  %DMSO 0
800 nM foward primer 0,32
800 ' nM reverse primer 0,32
Ix 10x pufr (NH4)2SO4 2
Taq DNA polymeraza (5U/ul) 0,2
Celkem 20
- PCR protokol
o 1. krok (1vodni denaturace) 3 minuty pfti 96 °C
o 2. krok (denaturace) 20 vtetin pii 96 °C
o 3. krok (hybridizace) 20 vtefin pii 56 °C opakovani 30x
o 4. krok (extenze) 20 vtefin pii 72 °C
o 5. krok (kone¢na extenze) 5 minut pii 72 °C

3.4  Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP)

Produkty PCR 15642961, rs3213849, rs11726039 jsme dale Sté€pili pomoci
restrikéniho enzymu Mval. Restrikéni enzymy §tépi vlakno DNA pouze v pfitomnosti
urCité sekvence. Enzym Mval §t€pi DNA v piitomnosti sekvence 5°...CC(A/T)GG...3’

(Obr. 7). Pokud je v konkrétnim misté cytosin nebo guanin, restrikéni endonukledza DNA

nerozstépi.
Mva |
5 .. CRGG...3
3...GGACC...5

Obr. 7 - Rozpoznavani sekvence a zplsob St€peni enzymem Mval
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V piipadé rs642961 v piitomnosti alely G se amplikon o velikosti 244bp rozstépi na
fragmenty o velikosti 107 bp, 50 bp, 33 bp a 2x 27 bp, v piipad¢ alely A pak 140 bp, 50 bp
a 2x 27 bp.

U polymorfismu rs3213849A se amplikon rozstépi na fragmenty dlouhé 275 bp,
133 bp a 7 bp, u alely G pak vysledem sté€peni budou fragmenty o délce 408 bp a 7 bp.

U SNP rs11726039 se fragment o velikosti 190bp $tépi v piipad¢ alely C na
fragmenty o velikost 77 bp, 53 bp, 39 bp a 21bp. V ptitomnosti alely T pak $tépeni
probéhne za vzniku 3 fragmentt dlouhych 130bp, 39bp a 21 bp.

Pouzité chemikalie:

10U/ul Mval — Thermo Fisher Scientific Inc.
10X pufr R — Thermo Fisher Scientific Inc.
25mM MgCl, — Life Technologies, USA

Voda z Millipore Gradient systému; Milli-Q

Pracovni postup:

Vsechny reagencie kromé restrikéniho enzymu jsme nechali rozmrznout na ledé.

Podle Tab. 4 jsme si vytvofili reakéni smés.

Tab. 4 - Reakéni smés pro Stépeni enzymem Mval

Reagencie Objem (ul)

Voda 1,5
25mM MgCl» 2,5
10x Pufr R 0,5
Mval (1U/1ul) 0,5
Celkem 5
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1. Smés jsme promichali pipetovanim a do kazdé zkumavky napipetovali 5 pl.
2. Ke smési jsme pridali 5 ul PCR produktu a promichali.

3. Stépeni probihalo v termocycleru Professional Thermocycler (spol. Biometra, An

Analytik Jena Company) pii 37 °C po dobu 2,5 h.

4. Po skonceni Stépeni jsme stanovili genotypy vzorkd pomoci elektroforetické

Separace.

3.5 Gelova elektroforéza

Pomoci gelové elektroforézy jsme ovéfili produkty PCR a stanovili genotyp vzorki

u tfi SNP: rs642961, rs3213849, rs11726039.

Pouzité chemikalie:
Agar6za — Sigma Aldrich, Ceska republika

10x TBE pufr — obsahuje 500 ml vody, 108 g Tris, 55 g kyseliny borit¢ a 40 ml EDTA.
Doplnéné do 1000 ml vodou.

- 890mM Tris base — Amresco, USA

- 890mM kyselina boritd — Serva Electrophoresis GmbH, Némecko

- 20mM EDTA pH = 8 — Roth, Némecko
Voda z MILLIPORE Gradient systému; Milli-Q
GelRed, 10 000x concentrated in water — C-Consulting, Slovenksa republika
6x Loading Dye Solution — Life Technologies, USA

DNA Marker pUC19 DNA/Mspl (Hpall) — Life Technologies, USA
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Pracovni postup:

1.

V 100 ml 0,5x TBE pufru jsme rozpustili 2 g agarozy (pro ovéieni PCR produktii)

nebo 3 g agardzy (pro stanoveni genotypu).

Roztok agarozy jsme povafili v mikrovinné troubé, poté ptidali 2,5 pul
interkala¢niho barviva GelRed, promichali a roztok po vychladnuti na 60 °C nalili

do vanicky s hiebeny pro vytvoreni jamek. Smes jsme nechali tuhnout asi 30 min.
Elektroforetickou vanu jsme naplnili 0,5x TBE pufrem tak, aby byl gel ponofeny.

Do jamek jsme pipetovali 5 pul PCR produktu nebo 10 pl produktu Stépeni spolu s
2 pl nandSeci barvy. Do jedné jamky jsme napipetovali 0,75 pl hmotnostniho

markeru spolu s 2 pl nanaseci barvy.

Elektroforézu jsme nechali bézet 20-40 minut pfi jednosmérném napéti 110-200 V

v zavislosti na velikosti pouzité vany.

Vysledek PCR nebo RFLP byl vyfocen pomoci UV transiluminatoru GelDoc XR
(Bio-Rad).

0701 0702 osp1 0802 [\ 1101 1102 1201 1202 4301 Medt 244bp
GG AA GG AG AG  AG GG GG pg i

147
L] J
-
- - —
- 0

- — W 110

Obr. 8 - Priklad vysledki genotypizace polymorfismu rs642961

M — pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker; Nest' — neStépeny produkt o velikosti 244bp; AA,
AG, GG — oznaceni genotypt
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3.6 SNaPshot

SNaPshot je jednonukleotidova multiplexovad extenze, ktera nam umoziuje
genotypizaci vzorku pomoci fluorescencné znaCenych dideoxynukleotidi — ddNTP. Na
kazdy ddNTP je navazéana jina fluorescen¢ni barva, kterd ndm umozni stanovit genotyp,

viz Tab. 5.

Tab. 5 - Fluorescenc¢ni znac¢eni ddNTP

ddNTP Oznaceni barvy Barva analyzovanych dat

A dR6G zelena
C dTAMRA cerna
G dR110 modra
T dROX cervena

Primer pro extenzni reakci je designovany tak, ze nasedd na vlakno DNA piesné
pfed ¢i za SNP naseho zajmu. Na misto bodové mutace se navdze na zakladé
komplementarity bazi pfislusny fluorescenéné¢ znaCeny ddNTP. Po skonceni
jednonukleotidové extenze je nutné provést kapilarni elektroforézu, kterd oddéli fragmenty
podle velikosti a umozni detekci navazaného ddNTP. Rizna velikost fragmentl se zajisti
spravnym designem primerd. Za ¢asti primeru, kterd naseda na DNA, je poly(A), poly(T)
¢1 poly(GACT) konec, diky kterému sami ur¢ime velikost primeru. Mezi délkami primert

se doporucuje rozdil 4 - 8bp. Princip metody SNaPshot je zndzornén na Obr. 9.
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SNaPshot® Kit

Pr|me: SNP

* CCATGACTGATTCC
DNA —» NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN
Znadené ddNTP: ddGTP

SNaPshot® Ready 333;‘: Prodlouzeny primer
Reaction Mix si’_znaéenirm ddNTP
CCATGACTGATTCC G
NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

* . Barva = genotyp
Elektroforéza

o

I

(upraveno podle Applied Biosystems™, SNaPshot®)

Obr. 9 - Princip jednonukleotidové extenze

V nasem multiplexu bylo dohromady 6 SNP: rs6569759, rs7559271, rs7965082,
rs1887276, rs4648379, rs1258763. V Tab. 6 jsou vypsany pouzité primery.

Tab. 6 - Primery navrZené pro extenzivni multiplexovou reakci

SNP délka (bp) Sekvence primeru

rs1887276 22 5'"GATGACAGCCACCATTTCATGA 3’
156569759 34 5'13C-GCCTTGGAACCTCACTAAGTT 3°
rs1255863 40 5'18A-TAATTGCTTTGCTTTCACAGAA 3’
157559271 46 522A-CTATAAGCCCTCATGCTAACTGCA 3’
rs7965082 52 529A-CCCTAGAAAAACATCCCGATCCC3’
1rs4648379 60 5"40A-CCCCTGAATTGCTCATGCAT3’
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Pouzité chemikalie:

CleanSweep™ PCR Purification Reagent — Life Technologies, USA
ABI PRISM SNaPshot™ Multiplex Kit — Applied Biosystems™
GeneScan™-120 LIZ™ size standard — Applied Biosystems™
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)

Hi-Di™ formamide

Voda z MILLIPORE Gradient systému; Milli-Q

Pracovni postup:

Pracovni postup multiplexové jednonukleotidové extenze probiha v nékolika

krocich:
Precistéeni PCR produktu

1. K5 pl PCR produktu jsme piidali 2 pl CleanSweep reagencie. Po celou dobu

piipravy pracujeme na ledu.
2. Poté jsme vzorky nechali inkubovat pfi teploté 37 °C 15 min.

3. Inaktivace CleanSweep reagencie probihala pii 80 °C po dobu 15 min.

SNaPshot multiplexova extenze

Bylo nutné optimalizovat cely postup pro zajisténi co nejlepsich vysledkd (vstupni

mnozstvi precisténych PCR produktili, koncentrace primerti, prodlouzeny ¢as hybridizace).
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Postupovali jsme podle nasledujiciho protokolu:

1. Pozitivni a negativni reakce byly piipraveny podle tabulky 7.
Tab. 7 — Reak¢ni smés pro SNaPshot (pozitivni/negativni kontrola)

Pozitivni kontrola (ul) Negativni kontrola (ul)

SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix 5 5
SNaPshot Multiplex Control Template 2 0
SNaPshot Multiplex Control Primer Mix 1 1
Voda 2 4
Celkem 10 10

2. Vlastni reakce byla ptipravena podle Tab. 8.

Tab. 8 — Reakéni smés pro SNaPshot (vzorek)

Objem (ul)
SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix 5
Primer mix (1puM pro kazdy primer) 1
Pool PCR produktt 3
Voda 1
Celkem 10
Po celou dobu piipravy reakci pracujeme na ledu.
3. Reakce probé¢hla v termocycleru podle protokolu:
o 1. krok (denaturace) 10 vtetin pti 96 °C
o 2. krok (hybridizace) 10 vtefin pti 50 °C opakovani 25x
o 3. krok (extenze) 30 vtefin pti 60 °C
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Precisteni SNaPshot produktu

K precisténi  vzorku jsme pouzili enzym SAP, ktery rozstépi zbylé

dideoxynukleotidy a piipadné zbytky primerd.
1. Reagencie krom¢ samotného enzymu jsme nechali rozmrznout na ledu.
2. Pfipravili jsme reakéni smés podle Tab. 9.
Tab. 9 — Reak¢ni smés pro piecisténi produktii multiplexové extenze

Produkty SNaPshot reakce 10 pl
10x SAP Reaction Buffer 2 ul
Voda 7 ul
SAP (1 jednotka/pl) 1 ul

3. Inkubace reakcéni smési pii teploté 37 °C po dobu 60 min.

4. Pro zastaveni reakce je nutné zahtat reakci na 75 °C po 15 min.

Fragmentacni analyza

Ptfed samotnou analyzou bylo nutné 0,5 pl piecisténého produktu rozpustit v 9 ul
formamidu. K reakci jsme pridali 0,5 pl standardu GeneScan-120 LIZ. Denaturace takto
ptipravenych vzorkd probéhla pii 95 °C po dobu 5 minut a néasledné byly vzorky okamzité
zchlazeny. Samotnd fragmentacni analyza byla provedena v Laboratofi sekvenace DNA na
piistroji 3130x1 Genetic Analyzer pro kapilarni elektroforézu. Na Obr. 10 je zndzornéna

ukazka vysledkd fragmenta¢ni analyzy.
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Obr. 10 - Ptiklad vystupu z fragmentacni analyzy s upravenymi popisy SNP

3.7 Korekce dat

Pfi statistickém zpracovani jsme pracovali s témito typy dat:
e Raw data,
e (S data.

Raw data predstavuji skute¢né namétené vzdalenosti vybranych rozmért obliceje
(Tab. 10). CS data jsou vzdalenosti oSetfené tzv. centroid size (CS). CS piedstavuje
simulujeme tvar obliceje. Aplikaci CS na ziskané vzdélenosti jsme ziskali hodnoty, které
nejsou na celkové velikosti obli¢eje zavislé. Pro analyzy byl vyuZit cely populacni soubor
oznacovany jako CS data. Z Obr. 11 je patrny rozdil mezi vysledky ANOVY s Raw daty
(graf A) a CS daty (graf B), ktery by v analyzadch mohl vést k nespravnym vysledkiam.

V kapitole vénujici se vysledkiim jsou prezentovany pouze analyzy s vyuzitim CS dat.
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Pohlavi*rs4648379; LS Means
p=0,26354
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obr. 11 - Rozdil mezi Raw daty a CS daty pii pouziti ANOVA

GA GG AA
rs4648379

Pohlavi*rs4648379; LS Means
p=0,10101
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

GG GA AA
rs4648379
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3.8 Statistické zpracovani

Ke zpracovani genetickych dat jsme vyuzili program Arlequin v3.5.2 (Excoffier
and Lischer 2010), pfedevsim ke zjisténi frekvence alel v souboru a pro testovani vazebné

nerovnovahy.

Ziskana genetickd data jsme vyhodnocovali spolu s morfologickymi daty, které
jsme ziskali v Laboratoii 3D zobrazovacich a analytickych metod. Pouzité vzdalenosti
rozmeéri obliceje jsou uvedeny v Tab. 7 a graficky zndzornény na Obr. 12. U bilateralnich
rozmeérii je pravostranny parametr oznacen P, levostranny L. Pro zjisténi, zda jednotlivé

SNP ovliviiuji rozméry obliceje, byl pouzit tento obecny postup:

e U dat jsme nejdiive ovéfili normalitu dat p-p grafem a Shapiro-Wilkovym
testem, piihlizeli jsme 1 k homoskedasticité¢ dat provérované Leveneho

testem.

e V piipadé normalniho rozlozeni porovnavanych skupin dat jsme vyuzili

nasledujici testy: neparovy t-test, two-way ANOVA a MANOVA.

e Pokud se u dat nepotvrdilo normalni rozloZeni, vyuzili jsme neparametricky

test Mann-Whitney, pfipadné v zavislosti na typu dat test Kruskal-Wallis.

e Pro meziskupinové porovnani jsme pouzili modifikaci Tukeyova testu
(Unequal N HSD), ktery je vhodny pro porovnavani skupin s rozdilnym

poctem vzorkd.

K analyzdm jsme vyuzili program STATISTICA wver.13 (Dell Inc. 2016), k
nekterym vizualizacim dat byl pouzit také program R Studio (RStudio Team 2015).

Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena na 5 % (p < 0,05).
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Tab. 10 - Pouzité vzdalenosti mezi landmarky

Sika oka P Pronasale-chelion P
Siika oka L Pronasale-chelion L
Exocanthion-nasion P Nasion-chelion P
Exocanthion-nasion L Nasion-chelion L
Exocanthion-pronasale P Nasion-pogonion
Exocanthion-pronasale L Pronasale-pogonion
Vzdalenost o¢i Nasion-pronasale
(Exocanthion L-P) Siika st (chelion L-P)

Obr. 12 - Zobrazeni landmark a sledovanych vzdalenosti

1 — exocanthion P, 2 — endocanthion P, 3 — endocanthion L, 4 — exocanthion L, 5 — nasion,
6 — pronasale, 7 — chelion P, 8 — chelion L, 9 — pogonion; Zluté¢ vyznaceny sledované

vzdalenosti
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Vicendsobna linearni regrese byla vyuZita pro sledovani vlivu rozmérti rodi¢t na

rozmér ditéte. Jejim vysledkem jsou normalizované rovnice zavislosti ve tvaru:
D = axM + bxO,
S =axM + bxO,

kde D ptredstavuje parametr dcery, S — syna, M — matky, O — otce. Pro tyto vypocty
jsme vyuzili program R Studio (RStudio Team 2015).

Na urceni miry korelace mezi rodi¢i a détmi jsme vyuzili Pearsoniv korelacni
koeficient. Piedpokladem pouziti tohoto testu je normalni rozlozeni dat. V pfipadé

odchylky od normality jsme vyuZili neparametricky Spearmantv korela¢ni koeficient.
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4 Vysledky

4.1 Populacni analyza genetickych dat

4.1.1 Frekvence alel

Frekvence ve studovaném souboru byly pocitany pouze ze zjisténych genotypti
rodict, ktefi jsou individualnimi jedinci. V Tab. 11 jsou vypsany zjisténé frekvence alel a
frekvence alel evropské populace z 1000Genomes (“1000 Genomes | A Deep Catalog of

Human Genetic Variation”). Frekvence genotypii naSeho souboru vzorkd jsou uvedeny v

Tab. 12.

Tab. 11 - Frekvence alel ve studovaném souboru a v Evropé

SNP
rs1887276
16569759
rs1258763
1s7559271
1s7965082
rs4648379
15642961
rs3213849
rs11726039

Studovany soubor

C 0,4583
C 0,5083
C0,3333
A 0,7034
A 0,4667
A 0,3250
A 0,1917
A 0,7083
C0,2542

T 0,5417
T 0,4917
T 0,6667
G 0,2966
G 0,5333
G 0,6750
G 0,8083
G 0,2917
T 0,7458
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Evropa

C 0,5885
C 0,4940
C 0,3579
A 0,6024
A 0,5616
A 0,3052
A 0,2127
A 0,3807
C0,3410

T0,4115
T 0,5060
T 0,6421
G 0,3976
G 0,4384
G 0,6948
G 0,7873
G 0,6193
T 0,6590



Tab. 12 - Frekvence genotypt

SNP Frekvence Frekvence Frekvence

homozygota 1 heterozygota heterozygota 2

rs1887276 CC 0,22 CT 0,49 TT 0,29
1s6569759 CC0,22 CT 0,59 TT 0,19
rs1258763 CC 0,08 CT 0,51 TT 0,41
157559271 AA 0,53 GA 0,33 GG 0,14
1s7965082 AA 0,24 GA 0,47 GG 0,29
rs4648379 AA 0,14 GA 0,37 GG 0,49
rs642961 AA 0,03 GA 0,32 GG 0,64
rs3213849 AA 0,42 GA 0,58 GGO

rs11726039 CC 0,05 CT 0,41 TT 0,54

4.1.2 Hardy-Weinbergova rovnovaha

Test HW rovnovahy testuje, zdali jsou pozorované frekvence genotypii vysledkem
ndhodného parovani gamet. HW byla vypocitdna pomoci programu Arlequin v3.5.2
z genotyptl jednotlivych SNP. Jako vstupni data byly pouzity pouze genotypy rodici.
Pokud je p < 0,05, zamitdme nulovou hypotézu, tzn. vybrand populace je v souladu
s Hargyho-Weinbergovou rovnovahou. Souhrn vysledkil je uveden v Tab. 13. Pouze u

rs3213849 nemizeme potvrdit HW rovnovahu.
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Tab. 13 - Vysledky testu Hardy-Weinbergovy rovnovahy

SNP
rs1887276
16569759
rs1258763
1s7559271
1s7965082
rs4648379
15642961
rs3213849

rs11726039

#Genotyp — pocet genotypd; Obs.Het. — pozorovana heterozygozita; Exp.Het — ocekdvana

#Genotyp

59
58
59
58
59
59

59

Obs.Het.

0,49153
0,60345
0,50847
0,32759
0,49153
0,37288
0,32203
0,61017
0,42373

heterozygozita; s.d. — smérodatnd odchylka

4.1.3

Vazebnd nerovnovaha (LD - Linkage Disequilibrium) byla vypocitana pomoci
programu Arlequin v3.5.2 z genotypt jednotlivych SNP. Jako vstupni data byly pouzity
pouze genotypy rodi¢l. Nulova hypotéza, tzn. Ze mezi 2 SNP neni zddna vazba, byla

zamitnuta u tfech dvojic. V Piiloze 1 jsou uvedeny konkrétni p-hodnoty a smérodatné

odchylky.

Vazebna nerovnovaha

Dvojice SNP ve vazbé¢ jsou nasledujici:

Exp.Het.

0,50196
0,50420
0,45198
0,42504
0,50369
0,44039
0,31653
0,42764
0,39070

rs1887276 ars7559271 (p = 0,01564),

rs1887276 a rs7965082 (p < 0,00001),

1s7559271 ars7965082 (p = 0,01075).
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p-value
1,00000
0,18679
0,39164
0,11574
1,00000
0,24614
1,00000
0,00042
0,73581

s.d.
0,00000
0,00038
0,00048
0,00031
0,00000
0,00042
0,00000
0,00002
0,00043



4.2  Asociace SNP a vybranych znaki obli¢eje

Pii oveéfovani hypotéz, zdali vybrany polymorfismus ovliviiuje znak v morfologii
obliceje, jsme vyuzili vzdalenosti oSetfené tzv. centroid size (CS). U vétSiny polymorfisma
byly hypotézy testovany analyzou rozptylu ANOVA a vicerozmérnou analyzou rozptylu
MANOVA. Pokud nebyla potvrzena normalita dat, pouzili jsme neparametricky test
Kruskal-Wallisiv. Pouze u dvou SNP byly vyuzity parametrick¢ t-testy nebo
neparametricky test Mann-Whitneyho. U SNP rs642961 byly detekovany 3 genotypy,
nicméné¢ genotyp AA byl nalezen pouze u dvou jedincti, ti byli ztesti pro tento SNP
vylouceni. U polymorfismu rs3213849 jsme zachytili pouze dva genotypy — AA a GA.
V Prilohdch 2-10 jsou uvedeny p-hodnoty testu ANOVA pro vSechny vzdalenosti a
polymorfismy.

4.2.1 Sifka oka

Polymorfismus rs6569759 a jeho genotypy ovliviiuji Sitku oka odlisSnymi trendy u
muzil a zen (Sitka pravého oka p=0,00097; Sitka levého oka p=0,00173). U Zen zpusobuje
v porovnani s homozygoty (Obr. 13). Tento trend pozorujeme u Sitky levého i1 pravého oka

(Obr. 14).

Na Obr. 15 vidime vysledky post hoc testu. Pozorujeme signifikantni rozdily mezi
zenami s genotypem CC a muzi s genotypem TT (p=0,003713) a mezi Zenami
s genotypem CC a muzi s genotypem CC (p=0,002807). U post hoc testu tykajici se
analyzy levého oka jsme dosli ke stejnym zavérim (Zeny CC, muzi TT p=0,034377; Zeny
CC, muzi CC p=0,002909).
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rs6569759; LS Means
p=0,03580
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

0,198
0,196
0,194
0,192
0,190 — )

0,188

Sitka oka P

0,186

0,184

0,182

0,180

0,178

T CT CcC
rs6569759

Pohlavi*rs6569759
p=0,00097
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
0,210

0,205
0,200
0,195
0,190

0,185

Sitka oka P

0,180
0,175
0,170

0,165

=$- Pohlav

T cT cc muz
=& Pohlavi
rs6569759 Sena

0,160

Obr. 13 - Vliv polymorfismu rs6569759 a pohlavi na §itku pravého oka
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Pohlavi*rs6569759
p=0,00017
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
0,210

0,205
0,200
0,195
0,190
0,185
0,180
0,175
0,170

0,165

60
rs6569759: CT rs6569759: CT
T cC T cc

Pohlavi: muz Pohlavi: Zena

Obr. 14 - Vliv polymorfismu rs6569759 a pohlavi na §itku oka

Unequal N HSD; variable Sifka oka P (Spreadsheet in DP-data-centroid size)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = ,00017, df = 115,00

Pohlavi | rs6569759 {1} {2} {3} {4} {5} {6}

Cell No. 17719 ,19325 ,18016 ,19239 ,19216 ,19907
1 muz TT 0,07216¢ 0,99572¢ 0,10335C 0,113382 0,003713
2 muz CT 0,07216¢ 0,092097 0,999962 0,999527 0,82440€
3 muz CC| 0,99572¢  0,092097 0,137842 0,152794 0,002807
4 Zena TT] 0,10335C  0,999962 0,137842 1,00000C 0,724191
5) Zena CT 0,113383  0,999527 0,152794 1,00000C 0,69434¢€
6 Zena CC 0,003713  0,82440€ 0,002807 0,724191 0,69434¢€
Obr. 15 - Unequal N HSD post hoc test (polymorfismus rs6569759 a Sitka oka P)

4.2.2

Exocanthion-nasion

Nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny vztah mezi rozmérem exocanthion-

nasion a sledovanymi SNP. SNP rs6569759 by mohl mit vliv na tento rozmér (p=

0,07242).

63




4.2.3 Exocanthion-pronasale
Nebyla nalezena zadna asociace polymorfismu a této vzdalenosti. SNP rs6569759

by mohl exocanthion-pronasale ovliviiovat (p= 0,08373).

4.2.4 Vzdalenost o¢i

Polymorfismus rs6569759 ovliviiuje také vzdalenost o¢i (p = 0,03196), jak Ize vidét
na Obr. 16. Obecné lze fici, ze alela C zpasobuje vétsi vzdalenost o¢i. U zen pozorujeme
aditivni u¢inek alely C, kterd podmifiuje vétsi vzdalenost mezi o¢ima. U muza se jedna
spiSe o dominanci alely C, nepozorujeme velké rozdily mezi rozméry u jedincil
s genotypem CT a CC (Obr. 17). Na Obr. 18 vidime vysledky post hoc testu pro jednotlivé

skupiny — ¢ervené hodnoty poukazuji na signifikanci mezi skupinami.

rs6569759; LS Means
p=0,03196
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
0,65

0,64

0,63

vzdalenost oci

0,62

0,61

0,60

T CT CcC
rs6569759

Obr. 16 - Vliv polymorfismu rs6569759 na vzdalenost o¢i
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Pohlavi*rs6569759; LS Means
p=0,35571
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

0,66

0,65

0,64

0,63

0,62

vzdalenost oci

0,61
0,60
0,59

0.58 - Pohlavi

1T cT cc muz
= Pohlavi
rs6569759 Sena

Obr. 17 - Vliv polymorfismu rs6569759 a pohlavi na vzdalenost o¢i

Unequal N HSD; variable vzdalenost ofi (Spreadsheet in DP-data-centroid siz
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between M3 = 00057, df = 115.00

rs6569759 | {11 2 I
Cell No. 51660 | 62793 | 63038
1 TT 0.185750 0.086286
2 cT 0,188750 0.919651
3 cC 0,086286 0.919651

Unegual N H5D; variable vzdalenost oci (Spreadsheet in DP-data-centroid size)
Approxamate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 00057, df = 115,00

Pohlavi | rs6569759 [ 1) 7)) & 7} i} 5}
Cell No. 60673 | 62475 | 61957 | 62222 | 63092 | 64048
1 muz T 0545719 0.536522 | 0.698452 0.219498 | 0.024727
2 muz CT 0,545719 0992672  0.999611  0.912248 0470272
3 muz cC 0,836522  (0.992672 0,999735 0.808754  0,198159
4 Zena T 0698452 0999611 0.999735 0884409 0300463
5 Zena cT 0219498  0.912248 0.808754 = 0.884409 0.883075
5 Zena cC 0.024727 0470272 0.198159  0.300463  0.883075

Obr. 18 - Vysledky post hoc testu (rs6569759 a vzdalenost oci)
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4.2.5 Pronasale-chelion
Rozmér pronasale-chelion levé strany obliCeje je vyznamné ovliviiovan
polymorfismem rs4648379 (p = 0,03313; Obr. 19). Vyznamny vliv tohoto SNP na pravé
stran¢ se nepotvrdil (p = 0,12904), nicméné z grafu na Obr. 20 je patrny obdobny trend u
obou rozméri. Vysledky post hoc testi neprokazaly signifikantni rozdily mezi skupinami.
rs4648379; LS Means

p=0,03313
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

0,425

0,420 —_

0,415

0,410

0,405

0,400

Pronasale-chelion L

0,395

0,390

0,385

0,380

GG GA AA
rs4648379

Pohlavi*rs4648379; LS Means
p=0,40272
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
0,45

0,44

0,43

0,42

0,41

0,40

Pronasale-chelion L

0,39

0,38

0,37 EEE:E““
GG GA AA
= Pohlavi

rs4648379 Zena

Obr. 19 - Vliv polymorfismu rs4648379 a pohlavi na rozmér Pronasale-chelion L
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rs4648379; LS Means
p=0,08340
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

0,430
0,425
0,420
0,415
0,410
0,405

0,400

0,395
0,390

0,385

0,380

GG GA AA
=&~ Pronasale-chelion P
rs4648379 —#- Pronasale-chelion L

Obr. 20 - Vliv polymorfismu rs4648379 na rozméry pronasale-chelion

4.2.6 Nasion-chelion

Mimo oblast o¢i polymorfismus rs6569759 ovliviiuje také vzdalenost nasion-
chelion (p = 0,01762 — Obr. 21). U zen i muzii pozorujeme obdobny trend — alela C
zpusobuje mensi vzdalenost téchto dvou bodll (Obr. 22). Post hoc test poukazuje na

znatelny, ale nesignifikantni, rozdil mezi genotypy TT a CT (p = 0,050313).
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rs6569759; LS Means
p=0,01762
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
0,590

0,585

0,580

0,575

0,570

Nasion-chelion P

0,565

0,560

0,555

T CT CcC
rs6569759

Obr. 21 - Vliv polymorfismu rs6569759 na rozmér nasion-chelion P

Pohlavi*rs6569759; LS Means
p=0,88777
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

0,595

0,590

0,585

0,580

0,575

0,570

Nasion-chelion P

0,565

0,560

0,555 = Pohlavi

1T cT cc muz
= Pohlavi
rs6569759 Sena

Obr. 22 - Vliv polymorfismu rs6569759 a pohlavi na rozmér nasion-chelion P

Na vzdalenost mezi body nasion a chelion L se podili taktézZ SNP rs4648379, na
kterou ma signifikantni vliv (p = 0,02624; Obr. 23). Z Obr. 24 je patrny odlisny vliv
genotypu AA u muzi a Zen. Pozorujeme recesivni vliv alely A, kterd v homozygotnim

stavu u muzil zpiisobuje nariist rozméru (ne signifikantni). Obdobny trend je ziejmy i u
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parametru nasion-chelion P (Obr. 25), ale asociace neni signifikantni (p = 0,06572). Post

hoc test neprokéazal zadné signifikantni rozdily mezi skupinami.

rs4648379; LS Means
p=0,02624
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
0,595

0,590

0,585

0,580

0,575

Nasion-chelion L

0,570

0,565

0,560

0,555

GG GA AA
rs4648379

Obr. 23 - Vliv polymorfismu rs4648379 na rozmér nasion-chelion L

Pohlavi*rs4648379; LS Means
p=0,10101
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
0,62

0,61

0,60

0,59

0,58

Nasion-chelion L

0,57

0,56

0,55

054 —$- Pohlavi
' GG GA AA muz
= Pohlavi

rs4648379 sena

Obr. 24 - Vliv polymorfismu rs4648379 a pohlavi na rozmér nasion-chelion L
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rs4648379; LS Means
p=0,01775
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
0,595

0,590

0,585

0,580

0,575

0,570

0,565

0,560

0,555

GG GA AA
=$— Nasion-chelion P
rs4648379 —#- Nasion-chelion L

Obr. 25 - Vliv polymorfismu rs4648379 na rozméry nasion-chelion

4.2.7 Nasion-pogonion

U rozméru nasion-pogonion nebyly nalezeny asociace szadnym SNP.

Polymorfismus rs6569759 by mohl ovliviiovat rozmér nasion-pogonion (p = 0,0738).

4.2.8 Pronasale-pogonion a nasion-pronasale

U téchto rozmért jsme nenalezli Zadné asociace se sledovanymi polymorfismy.

4.2.9 Sirka ust
U Sitky ust jsme nenalezli Zadné signifikantni asociace s polymorfismy. SNP

rs11726039 (p = 0,07) by na Sitku st mohl mit vliv.
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4.3 Dédi¢nost parametri obliceje

Dé&dicnost jednotlivych parametrti obliceje byla zjiStovana pomoci vicenasobné
regresni analyzy. VSechny rovnice 1 se spolehlivosti koeficientl jsou uvedeny v Ptiloze 11.
Vétsina zavislosti je obdobna jako u Sifky oka a pfispévek rodicu je viceméné vyrovnany.

Dale jsou popsany piipady, kde miizeme pozorovat odliSnosti.

4.3.1 Sifka oka
U dcer i synll pozorujeme vyrovnané prispévky matky a otce, jak 1ze vidét na Obr.
26. Na ose X je vyznacena Sitka pravého oka otce, na ose Z pak Sitka pravého oka matky a
na ose Y je Sitka pravého oka ditéte. Modré body znazornuji syny, ervené body dcery.
Body jsou pak prolozené rovinou, diky které mutzeme pozorovat jednotlivé prispévky

rodicu.

(@0
=:

ka oka P

035

0.30

025

020

parametr ditéte

015

0.10

oo 7 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35

parametr otce

v

Obr. 26 - Grafické znazornéni vlivu Sitky oka P rodic¢ii na Sitku oka ditéte

Modra rovina — syn; ¢ervena rovina — dcera
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Ciselné vyjadieni jednotlivych ptispévkil je pomoci normalizovanych rovnic, spolu
s p-hodnotami spolehlivosti jednotlivych koeficientl ptispévku matky a otce.

.

Sitka pravého oka: D = 0,55X0 + 0,45xXM (0: 2,48 x 1077; M: 4,94x107%)
S =10,53%x0 + 0,47xXM (0: 3,34x107%; M: 0,00011)
Sitka levého oka: D =0,6x0 + 0,4xM (0: 1,1x107; M: 8,31x107)

§$=0,57x0 + 0,43xM (0: 8,97x107; M: 0,0013)

4.3.2 Exocanthion-nasion
U vzdalenosti mezi vnéj$im koutkem oka a bodem nasion je ptispévek obou rodict
pomérné vyvazeny (Obr. 27). U dcer je vzdalenost podminénd 59 % na pravé strané,
respektive 50 % na strané levé, ze strany otce (p < 0,001). U synil je pfispévek ze strany

otce o0 néco vEtsi — prava strana je ovlivnéna otcem 58 %, leva pak z 63 %.

Exocanthion-nasion L

E 3
T P
A female
g

|* male
e

0.45

0.40

035

parametr ditéte

030

0.25 0.20 035 0.40 0.45

parametr otce

Obr. 27 - QGrafické znazornéni vlivu rozméru exocanthion-nasion L rodi¢t na

rozmeér ditéte
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Modré rovina — syn; ¢ervena rovina — dcera

4.3.3 Exocanthion-pronasale

Prispévek rodi¢ii k rozméru mezi vnéjsim koutkem oka a Spickou nosu je u dcer
vyrovnany (51 %, respektive 47 % ze strany otce; p < 0,003). U chlapct pozorujeme vyssi
vliv fenotypu matky na tento rozmér, a to 70 % u pravostranné vzdalenosti a 55 % na levé

stran¢. Na vysledky u chlapcii musime pohlizet s opatrnosti, jelikoz p-hodnota koeficientu

otce u pravostranného rozméru ma hodnotu 0,087.

4.3.4 Vzdalenost o¢i
Z Obr. 28 je patrny odlisny vliv vzdalenosti o¢i rodict na rozmér u ditéte. U syni

pozorujeme znacny vliv od otce (65 %; p = 0,00058), oproti tomu u dcer mé vétsi vliv

rozmér matky (63 %; p = 7,36x107).

patametr ditéte

Obr. 28 - Grafické znazornéni vlivu vzdalenosti o¢i rodi¢u na vzdalenost o¢i ditéte
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4.3.5 Pronasale-chelion
Rozmér pravé strany této vzdalenosti je u synt ovlivnén z 63 % rozmérem matky (p
=0,0006). Na levé stran¢ je situace obdobna — vliv matky je 61 % (p = 0,0024). U divek

nemuzeme provést spolehlivy zavér analyzy, hodnoty nékterych koeficienti nejsou

signifikantni na hladiné 5 %.

4.3.6 Nasion-chelion
Na Obr. 29 vidime znatelny rozdil mezi syny a dcerami co do ptispévku rodict. U
dcer je vliv otce 1 matky vyrovnany. U syni je situace odlisnd — zda se, ze velky vliv na
tento parametr ma otec. Hodnoty néckterych koeficientd nejsou signifikantni, a proto

nemiizeme ucinit spolehlivy zavér.
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Obr. 29 - Grafické znazornéni vlivu rozmeéru nasion-chelion rodi¢li na parametr

ditéte

Modré rovina — syn; Cervena rovina — dcera
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4.3.7 Nasion-pogonion
Vzdalenost mezi body nasion a pogonion je u dcer siln¢ ovlivnéna velikosti
rozmé&ru matky a to 79 % (p < 0,007 u obou koeficientll). U synll pozorujeme rovnoméerné

zastoupeni prispevku otce a matky (p < 0,002). Zavislosti jsou zobrazeny na Obr. 30.
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Obr. 30 - Grafické zndzornéni vlivu rozméru nasion-pogonion rodi¢i na rozmeér
ditéte
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4.3.8 Pronasale-pogonion
Rozmér pronasale-pogonion kopiruje obdobny trend jako u rozméru nasion-
pogonion (Obr. 31). Tento rozmér je u dcer ovlivnén z 82 % matkou (p = 2,4x10®).

Rovnomérny ptispévek rodict pozorujeme u synti (55 % ze strany otce).
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Obr. 31 - Grafické zndzornéni vlivu rozméru pronasale-pogonion rodi¢li na

parametr ditéte
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4.3.9 Nasion-pronasale
Délka nosu (nasion-pronasale) je ovlivnéna u obou pohlavi stejné¢ (Obr. 32).
Vyrazny vliv na tento rozmér mé otec, ktery je zodpoveédny za 71 % velikosti rozméru u
deer (p = 0,00031), 78 % u synii (p = 8,59x107). Koeficienty u rozmérli matky nejsou
signifikantni (p = 0,1 u dcer; respektive p = 0,17 u syna).
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Obr. 32 - Grafické zndzornéni vlivu rozméru nasion-pronasale rodi¢li na rozmeér

ditéte
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4.3.10  SiFka dst
Na $iiku tst u dcer ma vyznamny vliv §ifky rtdi matky, a to az 70 % (p = 1,09x107).
U synil nepozorujeme vyrazny piispévek od Zadného z rodic¢lh (51 % u otce). Graficke

znazornéni vidime na Obr. 33.
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Obr. 33 - Grafické znazornéni vlivu $ifky Gst rodict na rozmér ditcte

Modra rovina — syn; ¢ervena rovina — dcera

4.3.11 Pearsoniiv korela¢ni koeficient

Pro testovani korelace rozmérti mezi détmi a rodic¢i jsme vytvofili 4 dvojice: otec-
dcera, otec-syn, matka-dcera, matka-syn. Korela¢ni koeficient nabyva hodnot od -1 do 1,
pfi¢emz hodnoty blizké 0 odpovidaji nulové korelaci mezi daty, hodnoty bliZici se 1
odpovidaji pozitivni korelaci a hodnoty -1 zna¢i negativni vztah. Hodnota korela¢niho
koeficientu poukazuje na silu vztahu mezi znaky. Korela¢ni koeficient 0-0,25 poukazuje na
malou az zadnou korelaci, 0,25-0,5 znaci nizky stupent korelace, 0,5-0,75 signalizuje
stiedni stupent zavislosti a hodnoty 0,75-1 odrazi silny vztah mezi pozorovanou skupinou

znakd. V Ptiloze 12 jsou uvedeny hodnoty korela¢nich koeficientd; tu¢nym pismem jsou
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pak zvyraznény ty koeficienty, které jsou signifikantni na hladin€ vyznamnosti 0,05.
Podminkou tohoto testu je normalni rozlozeni, které bylo testovano Shapiro-Wilkovym
testem. V pfipadé zamitnuti normalniho rozlozeni byl pouzit Spearmativ test, ktery je

vhodny pro nenormalni rozloZeni dat.

U dcer je pozitivni korela¢ni vztah ve skupiné dcera/matka u rozméru nasion-
pogonion (r = 0,7280; p < 0,0001). Obdobné je tomu i u vzdalenosti mezi body pronasale a
pogonion (r = 0,5487; p = 0,009). U dvojice otec/dcera pozorujeme pozitivni korelaci u

rozméru exocanthion-pronasale L (r = 0,5229; p = 0,001).

Skupina syn/otec vykazuje vice korelaci oproti skupiné syn/matka. S matkami
sledujeme pouze jednu vyznamnéjsi korelaci, a to s rozmérem pronasale-chelion L (r =
0,5251; p = 0,01). U skupiny syn/otec pozorujeme stiedni stupen zavislosti u rozméri
pronasale-chelion L (r = 0,5270; p = 0,01), nasion-chelion L (r = 0,6084; p = 0,002),
pronasale-pogonion (r = 0,5256; p = 0,011) a nasion-pronasale (r = 0,4999; p = 0,016).

Primér koeficientii u skupiny dcera/matka je 0,2791; dcera/otec 0,2047. U skupiny
syn/matka dosahuje primér hodnoty 0,0827, oproti tomu u skupiny syn/otec je primeér
0,3693. Lze tedy usoudit, ze synové maji vice korelaci se svymi otci, kdez to u dcer jsou

korelace mezi rodic¢i vice vyrovnané.

4.4 Dédi¢nost parametri obliceje ve vztahu ke genotypu

K pfedchozim analyzdm jsme se pokusili zahrnout i genetickou informaci jak
rodict, tak i déti. K tomu jsme vyuzili tzv. ,pattern, ktery mtizeme chapat jako slozeninu
genotypil. Prvni dvé pismena jsou genotyp ditéte, dalSi dv€é genotyp otce, a nakonec
genotyp matky. Vyuzita byla vicendsobna regresni analyza. Zamé¢fili jsme se pouze na ty
polymorfismy, které maji signifikantni vliv na konkrétni rozméry — rs6569759 a
rs4648379. Do analyz byly zahrnuty pouze takové patterny, u kterych byl pocet jedincii

(nositell danych genotypi) vyssi nez 6.
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4.4.1 SiFka oka P
U polymorfismu rs6569759 jsou dva patterny — CCCCCT a CTCTCT. Prvni
pattern predstavuje kombinaci ditéte s genotypem CC, jeho otcem s genotypem taktéz CC
a matkou s genotypem CT. U druhého patternu jsou vSichni jedinci ze trojice heterozygoti.

Na Obr. 34 vidime, ze mezi patterny a vlivem rodici, neni pfili$ rozdil.

Rovnice u patternti vypadaji nasledovné:

CCCCCT: Sirka oka ditéte = 0,570 + 0,43xM

CTCTCT: Sitka oka ditéte = 0,59%x0 + 0,41xM

p-hodnoty koeficientt CCCCCT: 0,01375 (O), respektive 0,04526 (M)

p-hodnoty koeficienti CTCTCT: 0,02267 (O), respektive 0,08578(M)

7

Lt B
| #ceceeT
\_CTCTCT

Sika oka P - rs6569759

0.35

0.30

025

0z0

parametr ditéte

0.10
o
5

005 010 015 0.20 025 0z0 0.25

parametr otce

Obr. 34 - Grafické zndzornéni vlivu genotypu rs6569759 a Sitky oka rodi¢t na

Sitku oka ditéte

Seda barva roviny — pattern CCCCCT; oranzova barva roviny pattern CTCTCT
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4.4.2 Vzdalenost o¢i
U vzdalenosti oci opét hraje roli polymorfismus rs6569759. Na Obr. 35 miizeme

vidét rozdily mezi patterny. Rozdily v genotypech jsou pouze u ditéte a otce.

Rovnice patternti:

CCCCCT: vzdalenost oCi ditéte = 0,58%X0 + 0,42xM
CTCTCT: vzdalenost oc¢i ditéte = 0,38x0 + 0,62xXM
p-hodnoty koeficientt CCCCCT: 0,00718 (O); 0,03 (M)

p-hodnoty koeficientt CTCTCT: 0,05602 (O); 0,00636 (M)
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Obr. 35 - Grafické znazornéni vlivu genotypu rs6569759 a vzdalenosti o¢i rodici

na rozmér ditéte

Seda barva roviny — pattern CCCCCT; oranzova barva roviny pattern CTCTCT
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4.4.3 Pronasale-chelion P
Tento rozmér je ovliviiovan polymorfismem rs4648379. Na Obr. 36 vidime, ze u
tohoto polymorfismu jsou 3 patterny: GAGAGG, GGGGGA a GGGGGG. Opét prvni
genotyp je genotyp ditéte, druhy otce a tieti matky. Mezi jednotlivymi patterny jsou velké
rozdily.

Rovnice patternti:

GAGAGG  dité = 0,3x0 + 0,7xM

GGGGGA  dité = 0,073x0 + 0,93xM

GGGGGG  dité = 0,91x0 + 0,092xM

p-hodnoty koeficientt GAGAGG: 0,34 (O); 0,055 (M)
p-hodnoty koeficientt GGGGGA: 0,67 (O); 0,00032 (M)
p-hodnoty koeficientit GGGGGG: 0,26 (O); 0,91 (M)

Koeficienty jsou u tohoto rozméru nespolehlivé (dle p-hodnot) a rovnicim bychom neméli
prikladat velky vyznam.
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Obr. 36 - Grafické znazornéni vlivu genotypu rs4648379 a rozméru pronasale-

chelion P na rozmér ditéte

Seda barva roviny — pattern GAGAGG:; oranzova — GGGGGA, modra — GGGGGG

4.4.4 Nasion-chelion

U toho rozméru jsme detekovali asociaci s1s6569759 1 rs4648379, nicméné

spolehlivosti koeficientli jsou u rovnic vyssi nez 0,05.
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5 Diskuze

Tato diplomova prace je pilotni studii projektu, ktery se zabyva fenotypem,
genotypem a dédi¢nosti kraniofacidlnich znakt. Ukolem prace bylo vyhledat takové
polymorfismy, o kterych je znamo ¢i 1ze predpokladat, ze ovlivituji morfologii obliceje, a

sledovat dédi¢nost znakl obli¢eje na rodinném modelu.

Pti vybéru genetickych markerti jsme stanovili nékolik kritérii: 1) zjiSt€na asociace
polymorfismu na morfologicky znak obliceje (kromé rs11726039), ii) zastoupeni znaki
ovlivnénych SNP by mélo pokryt oblicej rovnomérné a iii) kazdy SNP musi mit frekvenci
minoritni alely vyssi nez 0,1. U osmi SNP byly pfi genotypizaci detekovyny vSechny
genotypy, u 1s3213849 jsme zachytili pouze dva genotypy. Tento SNP také nesplituje
Hardyho-Weinbergovu rovnovahu. Ta ptfedpoklada, ze sledovana populace je dostate¢né
velkd, nepozorujeme v ni selekce ani mutace, neprobihd emigrace ani imigrace a
v prostiedi, které populace obyva, neni zadna bariéra, kterd by znemoznila ndhodné miseni
mezi obyvatelstvem. Nemame z4dné informace, které by vysvétlovaly selekci toho

polymorfismu. Moznym vysvétlenim je nedostate¢na velikost souboru.

Tti dvojice polymorfismi (rs1887276 a rs7559271; rs1887276 a 1s7965082;
1s7559271 a 1s7965082) jsou spolu ve vazbé. Vazbu miiZzeme pozorovat u lokust leZicich
velmi blizko sebe (v fadu kilobasi), jedna se o tzv. uplnou vazbu. Oblasti na homolognich
chromosomech mohou byt také ve vazbé (vazba neuplnd) a to diky crossing-overu.
Existuje také vazebna nerovnovaha dlouhého rozsahu (LRLD — long range LD), ktera se
muze vyskytovat mezi lokusy velmi vzdalenymi. Na takov4d mista genomu pak plsobi
néjaka sila. Jednou z moZnosti je miseni mezi populacemi, coZ muize zplsobit zvlaStni
vzory LRLD v populaci. Déle také mtze pusobit geneticky drift ¢i néjaké demografické
zmény populace. Strukturni zmény chromosomit mohou byt taktéz divodem vzniku LRLD
(Koch et al. 2013). Polymorfismy rs1887276 a rs7965082 lezi ve stejné oblasti 12q23.1. U
téchto SNP Ize tedy ocekavat, ze mohou byt ve vazbé. Polymorfismus rs7559271 lezi na
dlouhém raménku 2. chromosomu (2q35). V soucasné dobé neméame zadné informace o
tom, pro¢ by méla byt vazba mezi lokusy na 2. a 12. chromosomu. Je moZné, Ze tato vazba

nema zadny biologicky podklad a je pouze matematickym/statistickym vysledkem.
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Na lidsky obli¢ej a jeho morfologii mé vliv mnoho faktorti, nejvyraznéji pohlavi a
vek. Muzi maji delsi oblicej, vyraznéjsi nadocnicové oblouky a nos a celkové je oblicej
robustnéjsi nez u zen. U déti se oblicej neustdle méni a vyviji. Béhem starnuti na obliceji
také pozorujeme zmény — oblicej se zakulacuje, snizuje se konvexita obliceje a zvyraziuji
se vrasky, které jsou zplisobeny postupnou ztratou elasticity kiize (Koudelova et al. 2015;
Mydlova et al. 2015). Z téchto divodl jsme u potomkii pozadovali minimalni vek 18 let,

zatimco u rodi¢l maximalné 60 let. Pohlavni dimorfismus jsme zohlednili v analyzach.

Nejvice asociaci pozorujeme u polymorfismu rs6569759, ktery je spojovany se
Sitkou dolni Celisti (Ermakov et al. 2010). Na naSich datech jsme tuto asociaci nemohli
overit. Zjistili jsme, ze tento SNP ma signifikantni vliv na $itku oka (pravého), vzdalenost
o¢i (od vnéjsich koutkll) a na rozmér nasion-chelion. Tento SNP vyuzil ve studii 1 Peng
s kolektivem (2013), ktery odhalil jeho asociaci se vzdalenosti koutku oka (vné&jsiho i
vnitiniho) a stfedem horniho rtu. Tuto korelaci na naSem souboru mizeme potvrdit, pokud
nebudeme brat v potaz piesné umisténi bodu na rtech, ve kterém se lisSime. Mtizeme tedy
usuzovat, ze gen ENPPI, v némz je rs6569759 lokalizovan, hraje v morfologii obliceje

vyznamnou roli.

Polymorfismus rs4648379 vyznamné ovliviiuje rozmér pronasale-chelion levé
strany a rozmér nasion-chelion levé strany. Tento SNP je ve studii Liu et al. (2012) a
Shaffer et al. (2016) asociovan se Sifkou nosu, tento znak jsme vSak nemohli otestovat. Dle

naSich vysledk i tento SNP, ktery lezi v genu PRDM 16 ovliviuje lidsky oblice;.

Nékteré polymorfismy by mohly ovlivilovat morfologii obli¢eje, nicméné na
hladiné¢ vyznamnosti 0,05 nemaji signifikantni vliv. Jednd se o rs7559271 (PAX3) a
pronasale-chelion P (p = 0,06747), rs11726039 (MSXI) a Sitka ast (p = 0,07020). Nas
predpoklad asociace polymorfismti a kraniofacidlnich rozmért se tedy potvrdil pouze
v nékterych ptipadech (Obr. 37). SNP rs11726039 je spojovan s rozSt€py patra a rtu,
z vysledkil je mozné usuzovat, ze by tento polymorfismus mohl hrét roli i pfi norméalnim
vyvoji obliceje.

Oblast o¢i a nosu je dle mnoha studii siln¢ geneticky podminéna a hodnoty
dédivosti dosahuji hodnot az 0,8 (Johannsdottir et al. 2005; Djordjevic et al. 2016;

Tsagkrasoulis et al. 2017). Fakt, Ze jsme nenaSli mnoho asociaci spojenych se rty a
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s oblasti brady, mlize byt zplisoben vyssim podilem jinych faktord nez genetickych na
vyvoj této oblasti (Djordjevic et al. 2016) a také mensim poctem landmarkti pro tuto ¢ast

obliceje.

Obr. 37 - Nalezen¢ asociace genetickych variant a kraniofacialni morfologii

Cisly jsou znazornény pouzité landmarky, zelené jsou nalezené asociace rozméru s

polymorfismem rs6569759, modie asociace znaku s polymorfismem rs4648379.

U asociacnich studii, které se zabyvaji otdzkou genotypu a fenotypu obliceje, je
velkym nedostatkem nejednotnost ziskani morfologickych dat. Existuji studie, které
vyuzivaji pouze fotografie, kde ztracime informaci o tfetim rozméru (Ermakov et al. 2010;
Boehringer et al. 2011; Liu et al. 2012), nebo pouZzivaji skeny z magnetické rezonance
(Boehringer et al. 2011; Liu et al. 2012) a mnoho dal$ich studii vyuzivéa 3D skeny oblicejii
(Paternoster et al. 2012; Peng et al. 2013). Mimo odli$nosti ve zptisobu ziskani vzdalenosti
se lisi také vybranymi rozméry, které¢ jsou zahrnovany do analyz, poctem landmarki 1
jejich zplisobem zadavani, které miize byt manualni nebo s pomoci softwaru. Na celou
praci ma vliv i vybér polymorfismtl jakozto genetickych markeri a miizeme se domnivat,
ze se vysledky mohou lisit 1 mezi jednotlivymi populacemi. Je proto velmi slozité mezi

sebou studie pfimo porovnavat.
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Oproti jinym studiim je nedostatkem nasi prace bez pochyby velikost souboru,
ktery tvoii 30 rodin (121 jedincil), a ta se tak nemuze rovnat celogenomovym studiim
pracujicich se stovkami az tisici jedinci. Na druhou stranu dosavadni studie zabyvajici se
touto tématikou maji ve svych souborech pouze nepiibuzné osoby. Jedinou studii, kterd se
zabyva problematikou souvislosti genotypu a fenotypu lidského obliceje na rodinach, je dle
nasich informaci pouze prace Ermakova (2010), a ptedkladand prace je tak druhou pract,
ktera se zabyva genotypem a fenotypem morfologie obliceje na rodinach. Ob¢ prace jsou

zaroven limitovany omezenym poc¢tem studovanych polymorfismii.

U casti vysledki, kterd se vénuje asociacim mezi genetickymi markery a
kraniofacidlnimi znaky, jsme nevyuzili rodinnych vztahii mezi jedinci. Vyhodu rodinného
modelu jsme vyuZili pii zjiStovani miry korelace mezi rozméry obliceje déti a rodic¢i. Pro
zjisténi pfesné miry heritability jsou nejcastéji zkouména dvojcata. U jednovajecnych
dvojcat, ktera jsou geneticky identicka, mizeme odhadnout miru genetické podminénosti
znakl. Miru dédivosti 1ze sledovat i na rodinach, kde mizeme zjistit vliv rodici na
potomky. Predpokladame zde linearni zavislost. Pearsoniv korela¢ni koeficient r dava
informaci o sile korelace mezi skupinami. Nejsilnéjsi korelace u dcer a matek vykazuje
vzdalenost nasion-pogonion. Koeficient r dosahuje hodnoty 0,7280, coz naznauje vyrazny
vliv matky na tento rozmér. Pro porovnédni ve dvojici dcera/otec ma koeficient r hodnotu
0,2028. Ve dvojici dcera/otec ma nejvyssi miru korelace rozmér exocanthion-pronasale L a
Sitka oka. U synill pozorujeme vyS$i miru korelace s otci, a to u rozmérti: nasion-chelion L
(r = 0,6084), pronasale-chelion L, pronasale-pogonion, nasion-pronasale a Sitka oka L (r =
0,4984). Rozmér pronasale-chelion L vykazuje také vztah s rozmérem matky (r = 0,5251).
Zda se, Ze oronasalni oblast synd je vice ovlivnéna otci. U dcer koreluje vyska obliceje

(nasion-pogonion) s vySkou obli¢eje matek.

Vétsina studii, které se zabyvaji témito korelacemi nebo piipadné heritabilitou, jejiz
hodnota se odrdzi od hodnot korelacniho koeficientu, pracuje s kefalogramy (Johannsdottir
et al. 2005; AlKhudhairi and AlKofide 2010), které¢ nezohlednuji mekké tkan€, a vétSina
pouzivanych vzdalenosti souvisi s profilem lebky. Vzdalenosti pouzité v této praci jsou
patrné pii pohledu zepredu. Existuji i takové prace zabyvajici se heritabilitou, které
vychézi z fotografii (Kim et al. 2013), pfipadné¢ z 3D skenti (Djordjevic et al. 2016;
Tsagkrasoulis et al. 2017). Porovnani téchto studii je opét diky odliSnym pouzitym
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metoddm problematické. Vysledky prezentované prace se ¢asteéné shoduji s vystupy jiné
studie (AlKhudhairi and AlKofide 2010). Korelacni koeficient r u rozmérd ANS (anterior
nasale spine) a menton v praci AlKhudhairi dosahuje hodnoty 0,744 u dvojice syn/otec,
coz se da aproximovat na vzdalenost pronasale-pogonion studovanou v této praci.
Shodujeme se také v tvrzeni, ze rozméry synd vice koreluji s charakteristikami otct,

nicmén¢ u rozmérii deer jsou korelace s rozméry rodicl vice vyrovnané (v souboru dat).

Dalsim problémem ve srovnavani heritability, kromé zisku morfologickych dat, je
vék jedinct, hlavné tedy potomkt. U divek dochazi k vyraznym rdstovym zméndm
v obdobi 10-12 let, u chlapcti pak v obdobi 11-12 let (ToSovska 2016). I v obdobi 12-15 let
pozorujeme u déti vlivem ristu zmény v obliceji. U chlapc v tomto véku dochéazi ke
zvyraznéni nado¢nicovych obloukti, prominenci nosu, k posunu rti dolt a také k oplosténi
tvari. U divek se oblic¢ej rozsifuje a pozorujeme zmény v oblasti o¢i (Koudelova et al.
2015). V nekolika studiich zabyvajicich se heritabilitou kraniofacidlnich znaki jsou déti
ve véku, kdy jesté dochdzi k vyraznym zménam v obliceji (Johannsdottir et al. 2005;
Jelenkovic et al. 2010; Weinberg et al. 2013). Je pak otazkou, jak moc tyto zmény ovlivni
hodnoty heritability.

Tak jako je korelacni koeficient odliSny u rodict, 1 jejich ptispevky k vyslednému
fenotypu oblic¢eje potomkil nejsou u vSech parametri stejné. Rozméry souvisejici s pozici a
velikosti oka se co do prispévku od matky ¢i otce pfili§ neliSi — jednd se o Sitku oka,
exocanthion-nasion a exocanthion-pronasale. Vyjimkou je exocanthion-pronasale pravé
strany u synu, nicmén¢ spolehlivost koeficientu u otce je v tomto ptipadé 0,087, coz je nad
hranici 0,05 a nemizeme tak této rovnici piikladat velky vyznam. U vzdalenosti oci
pozorujeme opacné trendy u potomkl — vzdalenost o¢i u dcer jsou ovlivnény hlavné
vzdalenosti o¢i matky, kdeZto u synii otcem. U rozméru pronasale-chelion byly ziskany
spolehlivé rovnice pouze u synt, kteti jsou u tohoto rozméru ovlivnéni vice rozméery matky
nezli otcem. Naopak u rozméru nasion-chelion mizeme fici, Ze vliv rodicl na tento rozmer
u divek je vyrovnany. U chlapcii nemtizeme spolehlivé ucinit Zddny zdveér. Rozmér nasion-
pogonion je u divek siln¢ ovlivnén matkou, coz naznacuje i Pearsoniiv korelacni
koeficient, ktery poukdzal na vztah mezi dcerami a matkami u tohoto rozméru, jejz

muzeme oznacit také jako vySku obliceje. Piispévek rodicu v ptipadé synt je kolem 50 %.
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Obdobné je tomu i u pronasale-pogonion. Siika st je v piipadé dcer ovlivnéna matkami, u

synt maji koeficienty hodnoty opét kolem 0,5.

Miizeme tedy tvrdit, ze dit€ neni pouhym primérem svych rodici, ale u nékterych
znakl vidime odliSnosti co do ptispévku otce a matky. Nutno fici, Ze uvedené rovnice jsou
normalizované, pro lepsi predstavu piispévku. Nesmime opomenout fakt, ze tyto hodnoty
nejsou hodnotami heritability znaku a nelze tak fici, ktery ze znakl je vice geneticky
podminén a ktery je znacné ovlivnén vnéjSim prostiedim. K celkovému fenotypu ditéte
kromé genetické informace rodict pfispiva velkou mérou také vnéjsi prostiedi, zivotni styl,

spole¢na domacnost a podobné.

K vicendasobnym regresnim analyzdm byly také ptfidany informace o genotypu
jedincti. Nevyhodou u téchto analyz je rozdéleni souboru 30 rodin na diléi c¢asti podle
genotypu celé rodiny a nutnost vyfazeni nékterych jedincti kvtili malému poctu subjektt ve
skupinach (mensi nez 6). V ptredchozich analyzach jsme potvrdili, ze pohlavi jedincti ma
vyznamny vliv na projev urCitého genotypu. Bohuzel tento fakt jsme také nemohli do
téchto analyz zahrnout kviili malé Cetnosti ve skupin€. Diky malému vzorku nebylo mozné

u téchto analyz dojit k vyraznéjSim zaveéram.

Je patrné, ze problematika morfologie obliceje, jeho genetické podminénosti a
dédivosti je velmi slozitd a komplikovana. V soucasné dobé se ¢im dal castéji publikuji
studie touto otazkou se zabyvajici, nicméné stdle nemame ucelengj$i predstavu o
mechanismu vzniku takové variability, kterou pozorujeme u lidského obliceje. Jednim
z problému je viibec samotné vytipovani genti, které by mohly mit na morfologii obliceje
vliv. GWAS c¢asto nachazeji polymorfismy, které jsou v blizkosti gent, jejichz funkce neni
znama nebo nemame informace, které¢ by vysvétlovaly diivod vlivu tohoto genu. Oproti
tomu Casto geny, u kterych bychom naopak vliv na morfologii obliceje ocekavali, nejevi
zadny vztah, takovym piikladem je gen SHH. Jeho vliv na vyvoj kraniofacidlnich struktur
je prokazany (Pan et al. 2013; Kurosaka 2015), ale v zadné z celogenomovych studii, dle
naSich informaci, nebyl potvrzen. Nemame piedstavu o vSech dé&jich, které nastavaji behem
vyvoje obli¢eje, ani o interakcich mezi molekulami. Zminovali jsme, ze miiZeme

predpokladat aditivni model dédi¢nosti, ktery je velmi Casty u multifaktorialnich znaka. To
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ale nemusi byt pfipad u tak komplexni organizované struktury, jakou je oblic¢ej. Velkou
roli budou jisté hrat i epistatické interakce (Hallgrimsson et al. 2014). Takovym ptikladem
muze byt methylace DNA. Jeji vzor se liSi 1 u monozygotnich dvojcat, ktera jsou geneticky
identicka, a liSi se 1 mezi pohlavimi, a to u genti na autozomech i gonosomech (Watanabe
et al. 2016). Tyto epigenetické mechanismy, kam mimo methylaci DNA fadime modifikaci
histontl, riizné proteinové komplexy, které se vazi na chromatin, nebo siRNA (RNA
interference), maji vliv na expresi genii. Geneticka variabilita mezi jedinci vysvétluje
pouze malé procento z celkové variability genové exprese. V1iv na tyto mechanismy ma i
veék jedince, jeho zivotni styl (vyziva, stres, fyzickd aktivita, pobyt na dennim svétle,
vystaveni toxiniim, koufeni a socio-ekonomické faktory). Tyto zmény probihaji na mnoha
urovnich od bodovych polymorfismi az po prostorové zmeény nukleosomu. Otazkou

zlstava, jak tyto zmény ovliviiuji vysledny fenotyp (Ecker et al. 2017).
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6 Zavér

Tato diplomova prace vznikla jako jedna ze dvou pilotnich studii spole¢ného
projektu Laboratoie 3D zobrazovacich a analytickych metod a Laboratofe molekularni
antropologie Katedry antropologie a genetiky clovéka. V ramci piedkladané prace jsme
urc¢ili pomoci metod SNaPshot a RFLP genotyp 9 jednonukleotidovych polymorfisma u
¢lentt 30 rodin (121 jedinch). Vypocitali jsme frekvenci alel a genotypii, spocetli HW
rovnovahu a vazebnou nerovnovahu. Jeden polymorfismus nesplnil podminky HW
rovnovahy a 3 dvojice polymorfismi jsou spolu ve vazbé. Genetickd data spolu
s morfologickymi, kterd byla ziskdna ve spolupraci s Laboratofi 3D zobrazovacich a

analytickych metod, jsme vyhodnotili a dospéli k nésledujicim zéveérim:

e Polymorfismus rs6569759 ovliviije Sitku oka (p = 0,00097 pravé oko, respektive
0,00173 levé oko). Pozorujeme vyrazné rozdily v uc¢inku genotypu mezi pohlavimi.

Genotyp CC je u Zzen odpovédny za Sirsi o¢i, kdezto u muzt zptisobuje o¢i uzsi.

e Polymorfismus rs6569759 ovlivituje vzdalenost o¢i (p = 0,03196). Rozdil mezi
muzi a Zenami nastava zejména u genotypu CC — u Zen zpUsobuje vétsi vzdalenost,

u muzu mensi.

e Polymorfismus rs4648379 ovliviluje rozmér pronasale-chelion levé strany (p =

0,03313). Trendy ucinku genotypt se shoduji u obou pohlavi.

e Polymorfismus rs6569759 ovliviiuje rozmér nasion-chelion (p = 0,01762). U Zen 1

muzl pozorujeme obdobny trend vlivu genotypu.

e Polymorfismus rs4648379 ovlivituje rozmér nasion-chelion (p = 0,02624). V tomto

pfipadé¢ pozorujeme odlisné trendy mezi pohlavimi.

e Prispévky rodict k vyslednému fenotypu ditéte se mohou liSit mezi syny a dcerami
1 mezi jednotlivymi parametry. Napftiklad u Sitky oka nepozorujeme rozdily mezi
pohlavimi ani mezi pfispévky matky a otce, které se pohybuji kolem 50 %. Oproti
tomu vzdalenost o¢i synl je ovlivnéna otcem (65 %), u dcer naopak vyraznéji

ovlivituji rozmér matky (63%).
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Na zaklad¢ studia korelaci mezi dvojici potomek/rodi¢ lze fict, ze vySka obliceje
dcer vyznamné koreluje s vyskou obliceje matek (r = 0,7280). Zjistili jsme, ze
obecné rozméry synd a otcll koreluji vice nez s rozméry matek. U dcer je situace

vyrovnangj$i.

Aplikace genetickych variant studovanych v této praci nevedla k objasnéni

dédi¢nosti parametrii obliceje ve vztahu ke genotypu.
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A

ALX

BCL3

BMI

BMP (pi. BMP2)
bp

C

CS5orf50

CACNA2D3

CCDC26
CEBP
COLI17Al
CS
Cyp26
ddNTP
DHH
DCHS?2
DNA
dNTP
DZ

EDAR

7 Seznam pouzitych zkratek

adenin

ALX Homeoboxové geny

regulator apoptozy 3; Apoptosis Regulator 3

body mass index

kostni morfogeneticky protein; Bone Morphogenetic Protein
pary bazi

cytosin

Chromosome 5 open reading frame 50

Calcium Voltage-Gated Channel Auxiliary Subunit Alpha2
Delta 3

CCDC26 Long Non-Coding RNA
CCAAT/enhancer binding protein
kolagen typu XVII, aplfa 1
centroid size

rodina cytochromt P450; Cytochrome P450 Family 26
dideoxynukleotidtrifosfat

protein Desert Hedgehog
Dachsous Cadherin-Related 2
deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotridfosfat
dizygotni (dvouvajecnd) dvojcata

Ectodysplasin A Receptor
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EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ENPPI Ectonucleotide Pyrophosphatase/ Phosphodiesterase 1
ERK Extracellular signal-Regulated Kinases

FGF (pi. FGFS) fibroblastovy rtstovy faktor; Fibroblast Growth Factor

FGFR (pt. FGFR1) receptor pro fibroblastovy ristovy faktor; Fibroblast Growth

Factor Receptor

FNP frontonasalni vybeézek

FREMI FRASI Related Extracellular Matrix 1

G guanin

GABA kyselina y-aminoméaselna

GHR receptor ristového hormonu; Growth Hormone Receptor
GLI3 GLI (Glioma-Associated Oncogene) Family Zinc Finger 3
GREMI Gremlin 1, DAN Family BMP Antagonist

GWAS celogenomova asociaéni studie

H? dédivost, heritability

HDACS Histone Deacetylase 8

HH proteiny HedgeHog

HOX homeoboxové geny

IHH protein Indian Hedgehog

IRF6 interferon regulujici faktor; Interferon Regulatory Factor
K lysin nebo konkordance

L (pt. sitka oka L)  leva strana (pf. Sitka levého oka)
LD vazebna nerovnovaha (Linkage Disequilibrium)

LEFI Lymphoid Enhancer Binding Factor 1
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LNP

LRLN

MAFB

MAP

Md
MIPOL1
MNP
MSXI1
Mx
MYF5
MyoD
MZ

OMIM

P

P (pt. sitka oka P)
PARK2

PAX (pt. PAX1)
PCR

PITX2

PP

PRDM16

lateralni nasalni vybézek

vazebna nerovnovaha mezi vzdalenymi lokusy (Long Range

Linkage Disequilibrium)

MAF (Avian Musculoaponeurotic Fibrosarcoma) BZIP

Transcription Factor B

mitogenem aktivované proteinkindzy; Mitogen-Activated

Protein

mandibularni vybézek

Mirror-Image Polydactyly 1

medialni nasalni vybézek

Msh Homeobox 1

maxilarni vybézek

Myogenic Factor 5

myogenni regulacni faktor; Myogenic Differentiation
monozygotni (jednovajecnd) dvojcata

databaze dédi¢nych onemocnéni ¢loveéka; Online Mendelian

Inheritance in Man

fosfat

prava strana (pf. Sitka pravého oka)

Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase

pair box geny (pf. Pair Box 1)

polymerédzova fetézova reakce; Polymerase Chain Reaction
Paired Like Homeodomain 2

pyrofosfat

PR/SET Domain 16
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PRKCE Protein Kinase C Epsilon
Q glutamin

RFLP polymorfismus délky restrikénich fragmentli; Restriction
Fragment Length Polymorphism

RUNX2 Runt Related Transcription Factor 2

SAP enzym Shrimp Alkaline Phosphatase

SFRP2 Secreted Frizzled Related Protein 2

SHH protein Sonic Hedgehog

SKI SKI Proto-Oncogene

SLC17A8 Solute Carrier Family 17 Member 8

SNP jednonukleotidovy/bodovy polymorfismus; Single Nucleotide
Polymorphism

SOX9 geny obsahujici SRY box 9

SRY pohlavi determinujici region Y; Sex determining Region Y

T thymin

TBE tris-boratovy pufr

TBX T-box geny

TGF-B Transformimg Growth Factor Beta

TP63 nadorovy protein 63; Tumor Protein 63

uv ultrafialové zafeni

WNT Wingless-Type MMTV (mouse mammary tumor virus)

Integration Site Family
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9 Prilohy

Priloha 1 - Vazebna nerovnovaha (p-hodnoty)

Dvojice polymorfisma p-hodnota =+ s.d.

Pair (0, 1) 0,70088 + 0,01122
Pair (0, 2) 0,17693 + 0,01218
Pair (1, 2) 0,84555 + 0,01055
Pair (0, 3) 0,01564 = 0,00340
Pair (1, 3) 0,35386 + 0,01306
Pair (2, 3) 0,17302 = 0,01258
Pair (0, 4) 0,00000 = 0,00000
Pair (1, 4) 0,70968 + 0,01697
Pair (2, 4) 0,22483 + 0,01551
Pair (3, 4) 0,01075 + 0,00265
Pair (0, 5) 0,36168 + 0,01184
Pair (1, 5) 0,95503 + 0,00687
Pair (2, 5) 0,05963 + 0,00723
Pair (3, 5) 0,31965 = 0,01432
Pair (4, 5) 0,20137 + 0,01093
Pair (0, 6) 0,46725 + 0,01165
Pair (1, 6) 0,77615 £ 0,01086
Pair (2, 6) 0,39687 + 0,01802
Pair (3, 6) 0,26686 + 0,01373
Pair (4, 6) 0,70772 + 0,01213
Pair (5, 6) 0,98534 + 0,00340
Pair (0, 7) 0,94330 = 0,00727
Pair (1, 7) 0,06158 + 0,00666
Pair (2, 7) 0,76246 + 0,01370
Pair (3, 7) 0,63343 + 0,01516
Pair (4, 7) 093744 £ 0,00543
Pair (5, 7) 0,96579 £ 0,00540
Pair (6, 7) 0,21505 = 0,01017
Pair (0, 8) 0,07722 + 0,01031
Pair (1, 8) 0,42424 + 0,01159
Pair (2, 8) 0,92962 + 0,00824
Pair (3, 8) 0,58358 + 0,01513
Pair (4, 8) 0,16325 +- 0,01254
Pair (5, 8) 0,29521 +- 0,01264
Pair (6, 8) 0,95894 +- 0,00605
Pair (7, 8) 0,29326 +- 0,01605

0 —rs1887276; 1 — 1s6569759; 2 — rs1255863; 3 — rs7559271; 4 — rs7965082; 5 — rs4648379; 6 —
1s642961; 7 —rs3213849; 8 —rs11726039
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Priloha 2 - Vliv polymorfismu rs1887276 na morfologii obliceje (p-hodnoty)

rs1887276 RAW RAW 49 CS CS 49
v KW

Siika oka P 0,55786 0,14210 0.6159 -—-
v KW KW

Sifka oka L 0,6194 0,6029

E thion-nasion P 0,84644 0,16028 LS -—-

xocanthion-nasion , , 0.8870

Exocanthion-nasion L 0,39129 0,58389 0,66141 0,20514

Exocanthion-pronasale P 0,49309 0,90516 0,90086 0,27856
Exocanthion-pronasale L 0,62866 0,29381 0,54599 0,04246

Vzdalenost o¢i 0,34838 0,71185 0,58940 0,16271
Pronasale-chelion P 0,28460 0,21760 0,63507 0,26630
Pronasale-chelion L 0,54636 0,43806 0,90243 0,73789
Nasion-chelion P 0,07838 0,39456 0,23442 0,59904
Nasion-chelion L 0,04444 0,26915 0,48335 0,16518
Nasion-pogonion (),Ijggg -—- 0,34006 0,91065
Pronasale-pogonion 0,44370 0,60902 KW -—-
0,8036

Nasion-pronasale 0,20723 0,91430 0,64301 0,58436
Siika tst 0,94935 0,20826 0,69968 0,46852

RAW - neupravena data, bez ohledu na pohlavi; RAW 49 — neupravena data, do analyz bylo
zahrnuto pohlavi jedinct; CS — data upravena hodnotou centroid size, CS 49 — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz bylo zahrnuto také pohlavi jedinct; CS rodi¢e — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodice, bez ohledu na pohlavi; CS rodice
4'Q — data upravena hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodice, v analyzach je

bran ohled na pohlavi; KW — pouzit neparametricky Kruskal-Wallistiv test
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Priloha 3 - Vliv polymorfismu rs6569759 na morfologii obliceje (p-hodnoty)

rs656979

Sitka oka P

Sitka oka L
Exocanthion-nasion P

Exocanthion-nasion L

Exocanthion-pronasale P
Exocanthion-pronasale L
Vzdalenost o¢i
Pronasale-chelion P
Pronasale-chelion L

Nasion-chelion P

Nasion-chelion L

Nasion-pogonion

Pronasale-pogonion
Nasion-pronasale

Sifka tst

RAW - neupravena data, bez ohledu na pohlavi; RAW '@ — neupravena data, do analyz bylo
zahrnuto pohlavi jedincli; CS — data upravena hodnotou centroid size, CS 3'Q — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz bylo zahrnuto také pohlavi jedincli; CS rodi¢e — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodi¢e, bez ohledu na pohlavi; CS rodice

4'Q — data upravena hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodi¢e, v analyzich je

RAW
0,09449
0,55831
0,75979

0,69726

0,92111
0,88479
0,67901
0,08627
0,25555
0,01980

0,07237

KW
0,4362

0,14287
0,36340
0,25839

RAW J9

0,00392
0,29626
0,62151

0,84313

0,99737
0,35652
0,58604
0,11931
0,12852
0,32244

0,18749

0,23778
0,14378
0,04841

CS
0,03580
0,13330

0,07453

KW
0,3941

0,21142
0,08373
0,03196
0,30206
0,81870

0,01762

KW
0,0778

0,07382
0,37600

0,82793
0,78910

bran ohled na pohlavi; KW — pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv test
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CS 49
0,00097
0,00173
0,18452

0,37029
0,35898
0,35571
0,20772
0,43217
0,88777

0,52147

0,26823
0,23462
0,29845



Piiloha 4 - Vliv polymorfismu rs1255863 na morfologii obliceje (p-hodnoty)

rs1255863

Siika oka P

Siika oka L
Exocanthion-nasion P
Exocanthion-nasion L
Exocanthion-pronasale P
Exocanthion-pronasale L
Vzdalenost o¢i
Pronasale-chelion P

Pronasale-chelion L

Nasion-chelion P

Nasion-chelion L

Nasion-pogonion

Pronasale-pogonion
Nasion-pronasale

Sifka tst

RAW - neupravena data, bez ohledu na pohlavi; RAW 3@ — neupravena data, do analyz bylo
zahrnuto pohlavi jedinct; CS — data upravena hodnotou centroid size, CS 49 — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz bylo zahrnuto také pohlavi jedinct; CS rodi¢e — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodi¢e, bez ohledu na pohlavi; CS rodice

4'Q — data upravena hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodi¢e, v analyzich je

RAW

KW
0,7642

0,69470
0,51577

0,38822
0,55945
0,75221
0,81800
0,36361
0,34815
0,46300

0,60861

0,55607

0,75401
0,69085
0,67601

RAW J9

0,98288
0,89675

0,94990
0,77310
0,68650
0,91743
0,68744
0,98769
0,69166

0,84062

0,36648

0,44768
0,85966
0,86394

CS
0,91861

0,70673

KW
0,5977

0,22571
0,67373
0,52868
0,54924
0,37881
0,27143

0,33788

KW
0,5030
KW
0,7931

0,81488
0,85860
0,60095

bran ohled na pohlavi; KW — pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv test
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CS 49
0,47949
0,58281

0,63199
0,58924
0,46563
0,56146
0,78169
0,58342
0,29987

0,55485
0,82509
0,56747



Pfiloha 5 - Vliv polymorfismu rs7559271 na morfologii obliceje (p-hodnoty)

rs7559271

Sitka oka P

Sitka oka L
Exocanthion-nasion P
Exocanthion-nasion L
Exocanthion-pronasale P
Exocanthion-pronasale L
Vzdalenost o¢i
Pronasale-chelion P
Pronasale-chelion L
Nasion-chelion P

Nasion-chelion L

Nasion-pogonion

Pronasale-pogonion

Nasion-pronasale

Sifka tst

RAW - neupravena data, bez ohledu na pohlavi; RAW J'Q — neupravena data, do analyz bylo
zahrnuto pohlavi jedincli; CS — data upravena hodnotou centroid size, CS &'Q — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz bylo zahrnuto také pohlavi jedincli; CS rodi¢e — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodi¢e, bez ohledu na pohlavi; CS rodice

4'Q — data upravena hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodi¢e, v analyzich je

RAW
0,77525

0,41364

0,03011
0,11105
0,19459
0,45277
0,05133
0,02278
0,10988
0,36453

0,36700

KW
0,9107

0,26000

0,98228
0,18148

RAW J9

0,82975
0,90301

0,97179
0,94907
0,30253
0,98618
0,99209
0,58187
0,65602
0,86480
0,67293

0,06429

0,62022
0,43985

CS

0,55148

KW
0,7465

0,45200
0,68459
0,75087
0,95849
0,72997
0,06747
0,33553
0,86499

0,85037

KW
0,2526
KW
0,7139

0,77183
0,42280

bran ohled na pohlavi; KW — pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv test
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CS 49
0,95836

0,53674
0,42707
0,28890
0,45989
0,32679
0,06691
0,17814
0,58345
0,74526

0,40306
0,11509



Pfiloha 6 - Vliv polymorfismu rs7965082 na morfologii obliceje (p-hodnoty)

rs7965082

Siika oka P

Siika oka L
Exocanthion-nasion P
Exocanthion-nasion L
Exocanthion-pronasale P

Exocanthion-pronasale L
Vzdalenost o¢i
Pronasale-chelion P
Pronasale-chelion L
Nasion-chelion P
Nasion-chelion L

Nasion-pogonion

Pronasale-pogonion

Nasion-pronasale
Sitka tst

RAW - neupravena data, bez ohledu na pohlavi; RAW J'Q — neupravena data, do analyz bylo
zahrnuto pohlavi jedincli; CS — data upravena hodnotou centroid size, CS &'Q — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz bylo zahrnuto také pohlavi jedincli; CS rodi¢e — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodice, bez ohledu na pohlavi; CS rodice

4'Q — data upravena hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodice, v analyzach je

RAW
0,66469

0,46904

0,65082
0,41059
0,31989

0,40966
0,30772
0,34176
0,52661
0,05956

0,02807

KW
0,3511

0,39017

0,14226
0,94375

RAW J9

0,04598
0,05743

0,17150
0,40968
0,66298

0,14145
0,53107
0,22016
0,45577
0,46855
0,34510

0,66880

0,81955
0,21354

CS

0,38667

KW
0,6945
KW
0,7992

0,84580

KW
0,9248

0,51351
0,67091
0,88641
0,91433
0,33488
0,17669

0,44300

KW
0,8437

0,54863
0,61374

bran ohled na pohlavi; KW — pouzit neparametricky Kruskal-Wallistiv test
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CS 49
0,05374

0,19814

0,02604
0,16700
0,18987
0,65669
0,49304
0,40192

0,86103

0,60844
0,42558



Priloha 7 - Vliv polymorfismu rs4648379 na morfologii obliceje (p-hodnoty)

rs4648379
Siika oka P
Siika oka L

Exocanthion-nasion P

Exocanthion-nasion L

Exocanthion-pronasale P
Exocanthion-pronasale L
Vzdalenost o¢i
Pronasale-chelion P
Pronasale-chelion L
Nasion-chelion P

Nasion-chelion L
Nasion-pogonion

Pronasale-pogonion

Nasion-pronasale

Sifka tst

RAW - neupravena data, bez ohledu na pohlavi; RAW J'Q — neupravena data, do analyz bylo
zahrnuto pohlavi jedincli; CS — data upravena hodnotou centroid size, CS &'Q — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz bylo zahrnuto také pohlavi jedincli; CS rodi¢e — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodice, bez ohledu na pohlavi; CS rodice

4'Q — data upravena hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodice, v analyzich je

RAW
0,17106
0,40715

0,32432

0,12329

0,01117
0,10889
0,17813
0,21064
0,03413
0,22999

0,04779

KW
0,5880

0,61917
0,16647

KW
0,9838

RAW J9

0,15280
0,94210

0,61884

0,87621

0,51818
0,35779
0,70297
0,23425
0,28434
0,31724
0,26354

0,09236
0,95018

CS
0,30218

0,44559

KW
0,4860
KW
0,7274

0,44558
0,83439
0,65471
0,12904
0,03313
0,06572
0,02624

0,99940

0,97207

0,56460

KW
0,9782

bran ohled na pohlavi; KW — pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv test
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CS 49
0,26417
0,43157

0,09347
0,10653
0,63905
0,30086
0,40272
0,11163
0,10101

0,02750

0,04793
0,89816



Priloha 8 - Vliv polymorfismu rs642961 na morfologii obliceje (p-hodnoty)

rs642961 RAW RAW 49 CS CS 49

S MW

Sitka oka P 0.988779 --- 0,83790 0,00386

S MW MW

Sifka oka L 0767738 -— 0.483699 0,01443

E thion-nasion P 0,63262 0,00030 Lty -—-
xocanthion-nasion , . 0.885936

Exocanthion-nasion L 0,88313 0,00628 0,88520 ---

Exocanthion-pronasale P 0,76803 0,00110 0,97531 0,01320
Exocanthion-pronasale L 0,85618 0,06988 0,56834 0,06553

Vzdalenost oc¢i 0,55075 0,00375 0,76856 0,02210
Pronasale-chelion P 0,38573 0,47983 0,32172 0,57647
) MW
Pronasale-chelion L 0,572623 - 0,57309 0,41876
) ) MW
Nasion-chelion P 0.832923 - 0,38952 0,16183
) ) MW
Nasion-chelion L 0.979804 -—- 0,86872 0,28955
. . MW
Nasion-pogonion 0975317 - 0,68228 0,56604
) MW
Pronasale-pogonion 0,80066 0,33934 0.568012 -
Nasion-pronasale 0,87195 0,03584 0,98261 0,02648
Sitka st 0,30160 0,50203 0,31034 0,63721

RAW - neupravena data, bez ohledu na pohlavi; RAW 49 — neupravena data, do analyz bylo
zahrnuto pohlavi jedinct; CS — data upravena hodnotou centroid size, CS 49 — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz bylo zahrnuto také pohlavi jedinct; CS rodi¢e — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodice, bez ohledu na pohlavi; CS rodice
4'Q — data upravena hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodi¢e, v analyzich je

bran ohled na pohlavi; MW — pouzit neparametricky Mann-Whitneytv U test
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Priloha 9 - Vliv polymorfismu rs3213849 na morfologii obliceje (p-hodnoty)

rs3213849 RAW  RAW 20 CS CS 49
Sika oka P 0,99459 0,07080 0,85303 0,03162
. oo MW MW
Sitka oka L 0.83703 0.90612
Exocanthion-nasion P 0.80976  0.92922 AL

2 ’ 0,50163
Exocanthion-nasion L 0,81016 0,30115 0,58756 0,76693

Exocanthion-pronasale P 0,84737 0,83864 0,99044 0,28692
Exocanthion-pronasale L 0,82585 0,16040 0,51688 0,40123

Vzdalenost oc¢i 0,42612 0,99646 0,21927 0,36345
Pronasale-chelion P 0,78345 0,88338 0,86433 0,59142
Pronasale-chelion L 0,55212 0,15425 0,53711 0,30640
Nasion-chelion P 0,75341 0,16648 0,22233 0,17755
Nasion-chelion L 0,85585 0,04112 0,89980 0,01479
Nasion-pogonion MW - MW -
0,80716 0,897435

Pronasale-pogonion 0,26343 0,73683 0,15491 0,81705
Nasion-pronasale 0,25822 0,13901 0,10142 0,21829
Sitka ust 0,62447 0,97168 0,47682 0,59964

RAW - neupravena data, bez ohledu na pohlavi; RAW J'Q — neupravena data, do analyz bylo
zahrnuto pohlavi jedincli; CS — data upravena hodnotou centroid size, CS 3'Q — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz bylo zahrnuto také pohlavi jedincli; CS rodi¢e — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodi¢e, bez ohledu na pohlavi; CS rodice
4'Q — data upravena hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodice, v analyzich je

bran ohled na pohlavi; MW — pouZit neparametricky Mann-Whitneytv U test
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Piiloha 10 - Vliv polymorfismu rs11726039 na morfologii obli¢eje (p-hodnoty)

rs11726039 RAW  RAW JQ CS CSdQ
‘. KW KW
Sitka oka P 0,3912 0,2946
‘. KW KW
Sitka oka L 0,5890 0,2496
Exocanthion-nasion P 0.14211 0.12147 Lesy

XO0Cal on-nasio 5 9 0,4151 ==
Exocanthion-nasion L 053298 037118 KW

XO0Cal on-nasio . , 0,4151 -

Exocanthion-pronasale P 0,27123 0,35786 0,62241 0,45651
Exocanthion-pronasale L 0,24758 0,08398 0,42447 0,12877

Vzdalenost o¢i 0,62087 0,33219 0,94969 0,64105
Pronasale-chelion P 0,81657 0,79183 0,50203 0,93670
Pronasale-chelion L 0,80552 0,61591 0,20606 0,66655
Nasion-chelion P 0,48014 0,71753 0,62333 0,63180
Nasion-chelion L 0,43063 0,74277 0,25353 0,79002
Nasion-pogonion 0};?;1 - 0,71879 0,54552
Pronasale-pogonion 0,49624 0,73356 S0 ---
0,2433

Nasion-pronasale 0,29075 0,27575 0,41093 0,32164
Sitka tst 0,27374 0,24462 0,07020 0,32125

RAW - neupravena data, bez ohledu na pohlavi; RAW 39 — neupravena data, do analyz bylo
zahrnuto pohlavi jedinct; CS — data upravena hodnotou centroid size, CS 49 — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz bylo zahrnuto také pohlavi jedincli; CS rodi¢e — data upravena
hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodice, bez ohledu na pohlavi; CS rodice
4'Q — data upravena hodnotou centroid size, do analyz byly zahrnuti pouze rodi¢e, v analyzich je

bran ohled na pohlavi; KW — pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv test

119



Parametr oblic¢eje

Si¥ka oka P

[03
=<

ka oka L

i

Exocanthion-nasion P

Exocanthion-nasion L

Exocanthion-pronasale P

Exocanthion-pronasale L

Vzdalenost o¢i

Pronasale-chelion P

Pronasale-chelion L

Nasion-chelion P

Nasion-chelion L

Nasion-pogonion

Pronasale-pogonion

Nasion-pronasale

Siifka 1st

Normalizovana rovnice
D=0,55x0+045xM
S=0,53x0+0,47xM
D=0,6x0O+04xM
S=0,57x0+0,43 xM
D=0,59x0+041xM
S=0,58 x0+0,42 xM
D=0,5x0+0,5xM
S=0,63x0+0,37 xM
D=0,51x0+049 xM
S=03x0+0,7xM
D=047x0+0,53xM
S=0,45x0+0,55xM
D=0,37x0+0,63xM
S=0,65x0+0,35xM
D=027x0+0,73xM
S=037x0+0,63xM
D=0,67x0+0,33xM
S=039x0+0,61 xM
D=0,51x0+049 xM
S=0,78 x0O+ 0,22 x M
D=0,59x0+041xM
S=0,99x0+0,011 xM
D=0,21 xO+0,79 xM
S=0,51x0+049 xM
D=0,18x0+0,82xM
S=0,55x0+0,45xM
D=0,71x0+0,29 xM
S=0,78 xO+ 0,22 x M
D=03x0+0,7xM
S=0,51x0+0,49 xM

D —dcera; S — syn; O — otec; M — matka
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Priloha 11 - Piispévky rodict k vyslednému fenotypu déti (normalizované rovnice)

p-hodnoty koeficienti

© 0 0 O O 0 O 0O O 0O O O O O 0O 0 0O 0 O OO0 O 0 0O 0 0 o o o O

:2,48%107; M: 4,94x10°°
: 3,43x107%; M: 0,0001 1
:1,10<107; M 8,31x10°°
:8,97x107%; M: 0,0013

1 1,77x107; M: 4,28%107
1 2,27%107%; M: 0,00054
:5,41x107%; M: 5,25x10°
1 0,00059; M: 0,02584
:0,00219; M: 0,00364

: 0,08732; M: 0,00029
:0,00075; M: 0,00015
:0,01707; M: 0,00433
:0,00109; M: 7,36x107
:0,00058; M: 0,04131

: 0,13930; M: 0,00031
:0,02608; M: 0,00062
:0,00739; M: 0,16785
:0,03402; M: 0,00243
:0,00087; M: 0,00158

: 0,00034; M: 0,25133
:0,00085; M: 0,01834

: 3,84x107; M: 0,94013
:0,00685; M: 1,97x107!'?
:0,00165; M: 0,00189

: 0,11994; M: 2,4x10°8

: 0,00037; M: 0,00299
:0,00031; M: 0,10227

: 8,59%x107%; M: 0,16716
:0,00666; M: 1,09x107
:0,01382; M: 0,0196



Priloha 12 - Hodnoty Pearsonova (Spearmanova) korela¢nich koeficient

Korela¢ni Korela¢ni
Dcera/matka Dcera/otec
koeficient r koeficient r

Sitka oka P 0,1360 Sitka oka P 0,4452 (SP)
Sitka oka L 0,1148 Siika oka L 0,4910 (SP)
Exocanthion-nasion Exocanthion-nasion P

0,4869 -0,0807
P
Exocanthion-nasion Exocanthion-nasion L

0,3424 0,1616
L
Exocanthion- Exocanthion-pronasale

0,2058 (SP) 0,1608

pronasale P P
Exocanthion- Exocanthion-

0,4942 0,5229 (SP)
pronasale L pronasale L
Vzdalenost oc¢i 0,4269 Vzdalenost oc¢i 0,0569
Pronasale-chelion P 0,2472 Pronasale-chelion P 0,2470
Pronasale-chelion L 0,2130 (SP) Pronasale-chelion L 0,4070
Nasion-chelion P -0,0511 (SP) Nasion-chelion P 0,0089
Nasion-chelion L -0,0154 Nasion-chelion L 0,0257
Nasion-pogonion 0,7280 Nasion-pogonion 0,2028 (SP)
Pronasale-pogonion 0,5487 (SP) Pronasale-pogonion 0,0452 (SP)
Nasion-pronasale 0,1597 Nasion-pronasale 0,3977 (SP)
Sitka st 0,1500 Sitka ust -0,0215 (SP)

SP — pouziti Spearmanova

koeficienty (p < 0,05)
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testu (neparametricky test); tu¢n€ jsou zvyraznény signifikantni



Korelacni Korelacni
Syn/matka Syn/otec
koeficient r koeficient r

Sitka oka P 0,2324 (SP) Sitka oka P 0,3797 (SP)
Sitka oka L 0,2482 (SP) Sitka oka L 0,4984 (SP)
Exocanthion-nasion P -0,3842 (SP) Exocanthion-nasion P 0,2349
Exocanthion-nasion L -0,3452 Exocanthion-nasion L 0,2282
Exocanthion- Exocanthion-

0,4554 (SP) 0,2806
pronasale P pronasale P
Exocanthion- Exocanthion-

0,1827 0,1864 (SP)

pronasale L pronasale L
Vzdalenost oc¢i -0,4252 (SP) Vzdalenost oc¢i 0,1289
Pronasale-chelion P 0,3857 (SP) Pronasale-chelion P 0,3778 (SP)
Pronasale-chelion L 0,5251 Pronasale-chelion L 0,5270
Nasion-chelion P -0,0186 Nasion-chelion P 0,3288
Nasion-chelion L -0,1473 (SP) Nasion-chelion L 0,6084
Nasion-pogonion -0,0338 Nasion-pogonion 0,2710 (SP)
Pronasale-pogonion 0,0483 Pronasale-pogonion 0,5256 (SP)
Nasion-pronasale 0,0766 (SP) Nasion-pronasale 0,4999 (SP)
Sitka tst 0,4405 (SP) Sitka st 0,4643 (SP)

SP — pouziti Spearmanova testu (neparametricky test); tucné jsou zvyraznény signifikantni

koeficienty (p < 0,05)
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