Univerzita Karlova
Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

/)

N

_ st FE T b
e %

V

A

)

Veronika Skoupa

Prenatalni vyvoj koncetin a jeho patologie

Prenatal limb development and its pathology

fska prace

Bakala

Vedouci prace: RNDr. Maria Hovotakova, Ph.D.

Praha 2020



PROHLASEN{
Prohlasuji, Ze jsem zavéreénou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla ptredlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 1. 6. 2020

Podpis:



PODEKOVANI

De¢kuji své skolitelce RNDr. Marie Hovotdkové, Ph.D. za trpélivost, ¢as a cenné rady pfi
vedeni této bakalarské prace. Dale bych rada podékovala své rodiné a pratelim, bez jejichz

trpelivosti a podpory by tato prace nebyla mozna.



ABSTRAKT

Koncetinové vady jsou druhé nejCastéjsi vrozené onemocnéni u déti. Vznikaji v
prenatalnim obdobi a za jejich vznik nejcastéji mohou genetické defekty nebo chromozomalni
abnormality. Vyvojové vady koncetin mohou byt zplisobeny i plsobenim rozlicnych
teratogenti, které  mohou naru$it vyvoj plodu. Prenatdlni vyvoj ditéte je nesmirné
komplikovany sled obrovského mnoZzstvi propojenych udélosti, kterému 1 pifes znacné
pokroky a objevy v odvétvi molekularni biologie za poslednich nekolik desitek let, stile ne
uplné rozumime. Pfedlozend prace se snazi souhrnné popsat problematiku koncetinovych
defekti od jejich vzniku, pfes mozné pii¢iny az po né€kolik onemocnéni, které¢ jsou
s anomaliemi koncetin spojeny. Prohlubovéni znalosti v oblasti vyvoje koncetin a defektl s
nim spojenych je dilezité pro pfesnou prenatilni diagnostiku a nasledné uspésné léceni

pacientd.

Klic¢ova slova: vrozené vady koncetin, teratogeny, Thalidomid, syndromy, konc¢etinovy

pupen, genetické mutace



ABSTRACT

Limb defects are the second most common congenital disease in children. They occur
in the prenatal period and are most often caused by genetic defects or chromosomal
abnormalities. Limb defects can also be caused by the action of various teratogens, which can
disrupt the development of the fetus. The prenatal development of a child is an extremely
complicated sequence of a large number of interconnected events, which, despite considerable
advances and discoveries in the field of molecular biology over the last few decades, we still
do not fully understand. The present thesis tries to summarize the problem of limb defects
from their origin, through possible causes to several diseases that are associated with limb
anomalies. Improvement of our knowledge in the field of limb development and defects
associated with it is important for accurate prenatal diagnosis and subsequent successful

treatment of patients.

Keywords: congenital limb defects, teratogens, Thalidomid, syndroms, limb bud, genetic

mutation
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Seznam zkratek

AER

Apikélni ektodermalni hieben

BMP/Bmp Kostni morfogeneticky protein
CRBN Cereblon

ECM Extracelularni matrix

EvC Ellis-van Creveld syndrom
FGF/Fgf Fibrobalstovy rlstovy faktor
FGFR/Fgfr Receptor fibroblastového riistového faktoru
Hh Rodina hedgehog

Hox Homebox geny

ITR Isotretinoin

LPM Lateralni ploténka mesodermu
Ol Osteogenesis imperfecta

Ptcl Protein Patchl

RA Kyselina retinova

Shh Sonic hedgehog

Smo Protein Smoothened
WNT/Wnt Wingless

ZPA Zo6na polarizacni aktivity




1 Uvod

Tato bakalarska prace pojednava o prenatalnim vyvoji koncetin a o patologiich, které jsou
s nim spojené. Pokusim se zahrnout i molekularni podstatu vyvoje a mutace ¢i mechanismy
zodpovédné za nékteré patologické stavy koncetin.

Vyvojové vady koncetin vznikaji odchylkou od normélniho vyvojového procesu v
prenatalnim obdobi a jsou tedy pro svého nositele patologické. Tyto vady zahrnuji Siroké
spektrum zmén, pricemz nékteré zplisobi pouze mirnou odchylku oproti normalni anatomii
nebo kratce po narozeni. V dnes$ni dobé existuje jiz mnozstvi modernich metod (napf.
ultrazvukové vySetfeni, aminocentéza), které pomahaji vyvojové vady ¢i jejich pfiCiny vcas
odhalit.

Pfi¢iny vrozenych vad koncetin jsou rtizné a miZe se jednat i o kombinace nékolika
faktorti. Obecné ale tyto pfi¢iny délime na genetické a na vngjsi, které oznacujeme jako
teratogeny. VétSina patologickych stavli koncetin je spojovana s genetickymi pfiCinami (az
90%) (Dungl, 2014). Mtze se jednat o chromozomalni aberace ¢i mutace v jednom nebo vice
zvySuji riziko vzniku této vady. Délime je do tii skupin - chemické, biologické a mechanické.
Mezi chemické teratogeny patii 1éky, napiiklad warfarin, cytostatika, retinoidy, latky steroidni
povahy 1 nékterd antibiotika. Vyznamnym teratogenem je alkohol a nékteré dalsi drogy i
primyslové latky (rtut’, insekticidy, benzen). Vyznamné biologické teratogeny jsou néktera
infekéni onemocnéni, predev§im virového pivodu (napf. zardénky, virus chiipky, herpes
zoster) ale 1 onemocnéni zpusobené prvokem Toxoplasma gondii (toxoplasmosa) piipadné
matky (napt. diabetes mellitus, fenylketonurie) nebo anomadlie délohy ¢i placenty. Do
fyzikalnich teratogeni fadime rtizné typy ionizujiciho zéafeni (napt. RTG) a mechanické vlivy
(napt. amputace koncetin amniovymi pruhy).

U jednotlivych teratogeni rozezndvame tzv. kritickou periodu, po kterou je plod na urcity
faktor obzvlasté citlivy, respektive kdy se vyviji orgdnova soustava nebo €ast embrya, na
kterou ma dany teratogen obzvlast neptiznivé ucinky (Novotna ef al., 2005). Obecné ale plati,
ze nejhor$i dasledky ma ptsobeni teratogenti v pribéhu prvniho trimestru pii samotné

embryogenezi. Pisobenim teratogenii v pozd¢jSim obdobi, tedy druhy a tfeti trimestr,



vétSinou vznikd funkéni vada (Dungl, 2014). Také zavisi na davce teratogenu, nizka
koncentrace nemusi mit zddny nebo ma pouze mirnéjsi ucinek.

Dnes jiz existuje samostatny védni obor, ktery se ptisobenim teratogenti zabyva, nazyva se
teratologie.Za zakladatele je povazovan francouzsky ptirodovédec E. G. Saint-Hilaire, hlavng

zasluhou jeho publikace Traité de teratologie z roku 1832.



2 Prenatalni vyvoj koncetin

Vyvoj koncetin zacina ve ¢tvrtém tydnu od oplozeni. Koncetiny se zakladaji jako zfaseni
télni stény ve form¢ parovych pupenti hornich i dolnich koncetin. Pupeny tvofi
mesenchymové jadro, ze kterého vznikne skelet a vSechny ostatni pojivové tkané koncetin.
Toto jadro je kryto ektodermem. Vyvoj dolnich koncetin je asi o dva dny opozdén oproti
hornim koncetindm, tento trend plati v celém vyvoji koncetin (Moore et al., 2002). Vychozi
buiiky ostatnich tkani do koncetin migruji (myogenni buniky, melanoblasty, Schwannovy
buiiky, angioblasty). Kolem Sestého tydne vyvoje plodu se distalni ¢asti koncetin zplostuji a
vznikd autopodium - samotny zéklad ruky i nohy, diky rovhomérnému zaskrceni a tim padem
oddéleni od zbytku koncetiny - axopodia (Sadler, 2011). Pozd¢ji se tvoii zakladni struktura
charakteristickd pro vSechny terestrické obratlovcem, ktera se sklada se ze tii slozek. Prvni je
stylopodium, coz je proximalni ¢ast tvofena humerem nebo femurem. Druhd slozka,
zeugopodium je prostfedni ¢ast tvofena dvéma kostmi. Na horni koncetin€ je to radius a ulna,
na dolni tibie a fibula. Tteti segment, autopodium je distalni ¢ast a pfedstavuje vlastni ruku
nebo nohu s péti prsty, které navazuji na kosti karpu a metakarpu nebo tarzu a metatarzu
(Slipka et al., 2019). Pozice koncetin na trupu je dana expresi Hox geni, které hraji
vyznamnou roli pfi organizaci télniho planu a vyvoji mnoha organovych soustav.

Pocatkem Sest¢ho tydne také dochazi k zahus$tovani a zmnoZovani mesenchymovych
bunck, které se postupné diferencuji na chondrocyty. Tyto chondrocyty poté vytvaii prvni
chrupavcité segmenty budoucich kosti (hyalinni chrupavky) (Sadler, 2011). V Sestém tydnu
uz miizeme pozorovat prvni pohyby koncetin. Mezi Sestym a sedmym tydnem dochdzi k
formovani vSech péti prstovych paprskii. Béhem sedmého tydne vyvoje koncetiny rotuji.
Horni koncetiny se staceji smérem ven, to znamena Ze extenzorova strana bude lokalizovana
dorsalné s palcem lateralné a dolni koncetiny smérem dovnitf, takZe extenzorova strana bude
ventraln¢ s palcem medidln€¢ (Sadler, 2011). Formuji se prsty, a to diky neproliferujicimu
interdigitadlnimu mesenchymu nebo apoptoéze v budoucich meziprstnich Stérbinach (Slipka et
al., 2019). V osmém tydnu zacind chondrogenni osifikace kosti a mezi jiz determinovanymi
prsty stile prebyva blana, kterd prsty propojuje. Kolem dvanictého tydne se vytvareji
primarni osifikacni centra v diafyze dlouhych kosti a obvykle je diafyza zcela osifikovana jiz
pii narozeni. Sekundarni osifikacni centra se vytvareji v epifyzach az v raném postnatalnim

vyvoji (Sadler, 2011).



2.1 Molekularni regulace vyvoje koncetin

Koncetinové pupeny se formuji jako ztlusténi lateralni ploténky mesodermu (LPM) na
bocich embrya. Transplanta¢ni experimenty ukazaly, Ze oblasti LPM jsou determinovany
k vytvoteni koncetinovych pupenti dlouho ptedtim, nez je mozné pozorovat jakékoli ndznaky
samotného pupenu. Je to dano pozici mezodermu, kterd urcCuje identitu mezodermdlnich
bunek (Geduspan et al.,1992). Kromé toho, aby pupeny vznikly na spravném misté, je také
klicové, aby mély stejnou polaritu jako zbytek vznikajiciho téla, a tedy aby koncetiny byly na
téle spravné orientovany, coz je zajiSténo vytvofenim signalizacnich oblasti v pupenu. Oblast
mezi pupeny, kde se zddné koncetiny nevyviji se oznacuji jako ,,mezikoncetinové oblast*
(angl. interlimb region).

Samotné formovani koncetiny je usporadano podél tii kolmych os. Kazda z téchto os
se vyviji pod kontrolou specifické signalizacni oblasti. Proximodistalni osa, kterd sahd od
trupu az ke koneckiim prsti, je fizena signaly z fibroblastovych ristovych faktorti (FGFs)
produkovanych v apikdlnim ektodermalnim hiebenem (AER) (Martin, 1998). Osa antero-
posteriorni, sahajici od palce k malicku, je regulovana signalni molekulou Sonic hedgehog
(Shh), kterd je produkovana v zén€ polarizacni aktivity (ZPA) (Chiang et al., 2001).
Dorsoventralni osa, ktera probihd od hibetu ruky k dlani, je kontrolovdna signaly
z ektodermu, pficemz dorsalni ektoderm produkuje signal Wnt7a a ventrdlni ektoderm
produkuje kostni morfogenetické proteiny (BMPs) (Parr et al., 1995; Pizette et al., 2001).
Proces, ktery vede k uspésnému formovani koncetinového pupenu, vyzaduje uzkou interakci
mezi mechanismy, které fidi tyto tfi osy.

ZPA je shluk mezodermélnich bunék, které se nachazeji v zadni distalni oblasti
mezenchymu koncetinového pupenu (Young et al., 2017). AER je zesileny epitel na Spicce
pupenu. Jeho vyznamna signalni role je zajiSténa zejména FGF a Wnt signalizaci (Yang et al.,
1995). Nékolik ¢lent rodiny FGF a WNT3a je exprimovano z AER a je signalizovano do
spodniho mezodermu, coz stimuluje riist a patterning v proximodistalnim sméru (Mariani et
al., 2008).

AER také produkuje Fgf8, diky kterému mezenchym produkuje Fgf10 a ZPA udrzuje
sekreci Shh, ktery zase zpétn¢ udrzuje produkci Fgf8. Tato zpétnovazebna smycka zahrnuje i
signalni molekuly Gremlinl a BMPs (Verheyden et al., 2008). BMP jsou exprimovany v
mesenchymu pod AER a jejich aktivita potlacuje AER a FGFs.

UdrZzovani ZPA je stimulovdno aktivaci Shh diky expresi FGF v AER, zatimco

udrzovani AER je stimulovano aktivaci Gremlin pomoci Shh, kterd potlatuje BMPs.



Navic FGF zabraiuji nadmérné aktivaci pozitivni zpétnovazebné smycky tim, ze podporuje
downregulaci signalni molekuly Gremlin (Tzchori et al., 2009). Tato regulacni zpétnovazebna
smycka tidi proliferaci zdkladniho mezenchymu a vede tak k samotnému rastu koncetinového
pupenu (obr. 1). Signaliza¢ni oblasti v pupenech koncetiny si tedy navzajem udrzuji aktivitu a
poskytuji relativné stabilni systém, ktery zajiStuje patterning a riist ve vSech tfech smérovych
osach. Jakmile jsou signaliza¢ni oblasti vytvoreny, koncetina se miize vyvijet témér nezavisle,
coz bylo dokazano naptiklad na pupenu kuteciho ktidla, ktery se vyvijel normalné i pfesto, ze
byl transplantovan na Uplné¢ odlisné misto na embryu, nez se béZn€ nachazi (Stephens et
al.,1993).

Pozd¢ji smycka také zajistuje preruseni ZPA a AER aktivity a tim soucasné reguluje
ukonceni rastu koncetin. Behem normélniho vyvoje se diky ristu vytvari mezera mezi Greml
a Shh v dusledku Sifeni byvalych ZPA bunék, které jiz nereaguji na Shh signalizaci. Pokud je
tato mezera dostate¢n¢ velkd, nemtize Shh u¢inné€ stimulovat aktivaci Grem!1 a zpétnovazebna
smycka se tim prerusi (Scherz et al., 2004). K preruseni smycky také ptispivad postupné
zvySovani FGF signalizace, které inhibuje Greml1 v distalni oblasti, coZz vede k vysokym

hladinam BMP a ukonceni smycky (Verheyden et al., 2008).

humerus

radius o
et
d_._—_;éﬁ
"

Obrazek 1: Normalni vyvoj koncetiny rizeny signdlem z apikalni ektodermalni listy (AER) a
signalem ze zony polarizacni aktivity (ZPA) (adaptovano podle Vargesson, 2015).

Smycka také aktivuje naptiklad Hox geny, které zajist'uji stavbu kosti i mékkych tkani
(Vargesson, 2015) a také pozici koncetin na trupu pod¢l kraniokaudalni osy (Sadler, 2011). U
amniot jsou pro udrzeni pozitivni zpétnovazebné smycky klicové transkripcni faktory Tbx5 (v
ptipad¢ predni koncetiny) nebo Tbx4 (pfipadé zadni koncetiny), které piimo reguluji expresi
Fgfl0 (Agarwal et al., 2003). Aby cely systém fungoval, je dilezit¢ udrzet Fgf i Shh
signalizaci v rostoucim distalnim konci koncetiny, ale zaroven signalizaci postupné utlumit v

proximalni ¢asti koncetiny (Verheyden et al., 2008).



2.1.1 FGF

Signalni drdhy FGF jsou nezbytné pro regulaci vyvoje kostry obratlovcl. FGF
signalizace reguluje vyvoj koncetinovych pupent, udrzuje bunécnou proliferaci v rostouci
casti a ma klicovou roli v regulaci chondrogeneze a osteogeneze (Ornitz et al., 2015).
Spolecnym znakem FGF rodiny je to, Ze jsou strukturné piibuzné a obecné signalizuji
prostfednictvim receptorovych tyrosinkindz. Na FGF signalizaci také zavisi Shh exprese,
protoze jak uz bylo feceno diive, veskeré molekularni déje zajistujici tvorbu koncetiny tvori
souvisly propojeny cyklus, kdy exprese jednoho faktoru piimo ¢i neptimo ovlivituje faktor
jiny. NaruSeni FGF signalizace miiZze vést k patologickym staviim hlavné diky gain nebo loss
of function mutacim.

U cloveka rozeznavame 22 proteind, které patii do FGF rodiny. Tyto proteiny maji
vysokou afinitu pro heparin a vysokou sekven¢ni homologii v centralni domén¢ jadra, ktera
interaguje s receptory fibroblastového rtstového faktoru (FGFR) (Plotnikov et al., 2000).
FGF jsou difuzni a jejich aktivita zavisi na koncentraci, to znamend Zze jsou schopny
indukovat riizné v geny v riznych koncentracich (Green et al., 1992). FGF lze rozdélit do
podskupin podle struktury, biochemickych vlastnosti a exprese. Naptiklad c¢lenové
podskupiny FGF8 (FGF8, FGF17, FGF18) maji z 70-80% stejnou aminokyselinovou
sekvenci, jejich exprese se prekryva a také se podobné vazi na receptory (Goetz et al., 2012).
FGF indukuji svou aktivitu tak, Ze se navazou a tim nasledn¢ aktivuji FGFR. U obratlovci se
vyskytuji 4 velmi piibuzné geny — FGFRI1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, kter¢ koduji
transmembranové proteiny s extracelularni oblasti vazajici ligand a intercelularni doménou,
kterd zajiStuje aktivitu tyrosinkindz. V okamziku vazby FGF na FGFR dojde k dimerizaci
receptoru a aktivaci tyrosinkinaz, coz ma za nasledek autofosforylaci intracelularni domény
(Ornitz et al., 2015).

Dalsi ptenos FGF muze probihat n€kolika mechanismy. NejbéZznéjsi je pienos pres
MAPK, ktery zahrnuje dokovaci protein FRS2 ukotveny v lipidech, ktery se vaze na FGFR1
(Ong et al., 2000). Po navazani funguje FRS2 jako inicidtor sestaveni multiproteinového
komplexu, ktery néasledné aktivuje a tidi signdlni kaskadu Ras-MAPK. Fosforylovany FRS2
zprostiedkuje aktivaci Ras prostfednictvim GTP vymény. Jakmile je Ras aktivn€ navdzany na
GTP, dojde prostfednictvim nékolika efektorovych proteinli k aktivaci signalni kaskady
MAPK (Kouhara et al., 1997).



2.1.2 Hh

Hh signélni kaskdda zahrnuje n€kolik molekularnich interakci, které se podileji na
pfenosu signalu. U obratlovcll to jsou 3 hedgehogové proteiny, jiz zminény Shh, Indian
Hedgehog (Ihh) a Desert Hedgehog (Dhh) (Pan ef al., 2013). Na mySich bylo zjisténo, ze
vytazeni Dhh se fenotypové neprojevilo, zatimco vyfazeni Shh i Thh mélo za nésledek
vyvojové vady nebo smrt (Chiang ef al., 2001; St-Jacques et al., 1999).

K prvotni iniciaci Hh signalizace dochazi v primarni cilii, po které se do cilie
piesouvaji Supressor of Fused (SUFU) proteiny spole¢n¢ s Gli (SUFU-GLI), coz usnadni
disociace SUFU-GLI proteinového komplexu, které vede k uvolnéni Gli proteini a dalsi
aktivaci HH signalizace (Tukachinsky et al, 2010). Cilidrni proteiny jsou s velkou
pravdépodobnosti kriticky dtilezité pro prenos HH signalti, protoze embrya s mutaci praveé
v téchto proteinech vykazovaly defekty charakteristické pro poruchy HH signalizace (napf.
kosterni a kraniofacidlni defekty) (Ashe et al., 2012). Pokud neni pfitomen HH morfogen, tak
membranovy protein Patchl (Ptcl) brani aktivaci HH drahy inhibici aktivity Smoothened
(Smo). Po navazani HH morfogenu méni Ptcl svou konformaci a jiz neni schopen potlacovat
Smo aktivitu., coz ma za nasledek translokaci Gli proteina do jadra (Rohatgi et al., 2007).

Hedgehogovy protein Shh je nezbytny pro vyvoj dorzoventralniho uspotadani nervové
trubice a antero-posteriorniho uspofadani koncetin (obr. 2). Jeho produkci udrzuje ZPA, jejiz
buiikky produkuje RA, ktera spousti expresi Shh (Sadler, 2011). V neptitomnosti Shh AER
ustupuje a posteriorni ¢asti vyvijejici se koncetiny se ztraci (Chiang et al.,2001). Shh také
ovliviiuje Sitku koncetinového pupenu tim, Ze stimuluje proliferaci bunék mezenchymu a
reguluje antero-posteriorni délku AER (Tickle ef al.,1975). Samotnou aktivaci Shh
signalizace zajiStuje vzajemna regulace Hand2 (pozitivni regulator) a Gli3 (negativni
regulator), ktera dava nezbytny zaklad pro dalsi indukci Shh. Tato regulace ovliviiuje troven
aktivity Hand2, kterd pfimo indukuje Shh expresi (Matsubara et al., 2017). FGF exprimované

v AER jsou nezbytné pro dalsi aktivaci a nasledné udrzeni Shh signalizace.



Obrazek 2: Porovnani normalniho fenotypu mysi (viz obr. A) s mutantem (B), ktery postrada
Shh signalizaci. U mutantniho fenotypu se vyvinuly vSechny 4 koncetiny vcietné kosti a je
dodrzena antero-posteriorni polarita. Distalné od loketnich a kolennich kloubu se také
vyvinuly kosti, ovsem uz chybi antero-posteriorni polarita. AER ma i v mutantech relativné
normalni morfologii, ktera se ale postupem casu narusuje a soubézné s tim se snizuje exprese
FGF8 v AER a navic dochazi k abnormalni apoptoze v mesenchymu predni (fl) i zadni (hl)
koncetiny (adaptovano podle Chiang et al., 2001).

2.1.3 Hox

Exprese Hox gent je aktivovana v paraxidlnich mezodermalnich bunkéach diky FGF
signalizaci. Expresni domény se pak $ifi dopiedu, takZe mesodermdlni bunky v riiznych
polohach podél antero-posteriorni osy téla exprimuji riizné kombinace Hox gentli: anteriorni
buiikky exprimuji 3' Hox geny a posteriorni buiikky exprimujici 5' Hox geny (limura et al.,
2007). K formovani posteriorni ¢asti pupenu piedni koncetiny je nutna aktivita Hox9 (Xu et
al., 2011). U zadnich koncetin plni téméf totoZnou funkci jako Hox9 transkripcni faktor Isletl
(ktery se mi jiné podili na expresi Tbx4). Tudiz zatim nebylo prokdzano, Ze by Hox geny byly
do vyvoje zadnich koncetin zapojeny tak, jako jsou ve vyvoji téch piednich (Narkis et al.,
2012).

Hox genova aktivita je pfimo spojena se zahajenim exprese Tbx5 genu podél antero-

posteriorni osy téla, ze které se pozdé&ji vytvoii pfedni koncetiny (Koop ef al., 2010).



2.14 Tbx

Tbx5 je nezbytné pro tvorbu piedni koncetiny a Tbx4 je nezbytna pro tvorbu zadni
koncetiny. V experimentech vynucend exprese Tbx5 nebo Tbx4 v buitkdch mezikoncetinové
oblasti u embryi kufat zpiisobila vznik struktur, které byly podobné kiidlim nebo nohdm
(Takeuchi ef al.,2003). Nedoslo tedy k vyvoji samotnych kiidel nebo nohou, proto je vice nez
pravdépodobné, Ze k vyvoji samotnych koncetin jsou nezbytné i dalsi signaly ¢i transkripni
faktory, které ptisobi v kombinaci s Tbx5 a Tbx4.

Tbx geny jsou tedy nezbytné, nicméné studie odhalily, ze ve vyvoji koncCetin hraji
nemén¢ dulezitou roli 1 dalsi faktory, napiiklad kyselina retinova (RA) (Stratford et al., 1996).
Exprese Tbx5 v LPM a nasledny vyvoj koncetinového pupene piedni koncetiny vyzaduje
signalizaci RA. Dosud je nejasné, zda je RA signalizace nutnd i pro formovani zadni
koncetiny. Bylo provedeno nékolik studii, kdy nckteré¢ uvadéji, Ze RA je nezbytna pro
formovani pupenu zadni koncetiny (Nishimoto ef al.,2015) a n¢kolik dalSich, které naznacuji

opak (Zhao et al., 2009).



3 Klasifikace kon¢etinovych vad

Jakykoliv vrozeny defekt koncetin se vSeobecné oznacuje jako dysmelie. Vrozené
koncetinové vady mohou byt rozdéleny do nékolika skupin podle rozlicnych kritérii. Bohuzel
tato klasifikace je velice nejednotnd a zalezi na uhlu pohledu kazdého odbornika. Svétova
zdravotnickd organizace (WHO) projevila snahu vytvofit jednotny vzor, a to Mezinarodni
klasifikaci nemoci (ICD), podle kterého by bylo mozné vady zatazovat. Pro vady koncetin
byly vytvoreny nasledujici kategorie: vrozené deformity kycle, vrozené deformity nohou, jiné
vrozené svalové-kosterni deformity, polydaktylie, syndaktylie, redukéni defekty horni, dolni a
neurcené koncetiny, jiné vrozené¢ vady koncetin, osteochondrodysplazie s poruchou rdstu
dlouhych kosti a patefe a jiné osteochondrodysplazie (Mezindrodni statistickd klasifikace
nemoci a pridruZzenych zdravotnich problémii, 2018). V klinické praxi se také vyuziva
klasifikace podle mechanismu vzniku defektu - malformace a deformace. Malformaci se
rozumi vada, kterd vznikla v pribéhu vyvoje samotné koncetiny, zasadni je tedy embryonalni
obdobi. Deformace znamena poskozeni jiz vyvinuté koncetiny, napf. vykloubeni ve fetdlnim
obdobi.

Vyvin vrozenych koncetinovych vad mize byt spojen s dal§imi vrozenymi anomaliemi,
coz se tykd hlavné defektti horni koncetiny. V dnes$ni dobé uz o téchto kombinovanych
vrozenych abnormalitach vime trochu vice a u vétSiny zndme genetické pfiCiny i dédicnost.
Nicméné kazdé dit€¢ narozené s defektem koncetiny by meélo byt komplexné vySetteno kvili

pfipadnym dal§im postizenim.

3.1 Casteéna nebo viplna absence kon&etiny

Relativné nov¢j$i rozdéleni, které ve velké mife navazuje na prvni veédeckou
klasifikaci dle Frantz et al., 1961, je rozdéleni podle Gold ef al. (2011), které déli redukéni
vady konéetin na &aste¢nou nebo Giplnou absenci. Uplna absence se odborné nazyva amelie a
jednd se o nejvyssi stupen poskozeni v ramci koncetinovych vad (Frantz et al., 1961).
Casteéna absence se dale dé&li na interkalarni, terminalni transverzalni (piiéné) a
longitudinalni (podélné). Pro interkalarni defekty se v literatufe také pouziva vyraz
ektromelie, coz je absence stfedni struktury konletiny (napf. femur), pficemz distalni Cast
(napf. noha) je vyvinuta normalné. Pro termindlni transverzdlni vady je charakteristicka
absence vSech distalnich struktur, které se nachazeji za pomyslnou osou, kterd je kolmé na

koncetinu (napt. pilka predlokti nebo samotnéd ruka). Longitudindlni, tedy podélné defekty
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jsou definovany jako absence struktur rovnobéznych s podélnou osou koncetiny a dé€li se dale

na nékolik kategorii, v zavislosti na chybéjici ¢asti koncetiny (Frantz et al., 1961) (obr. 3).

i
[l

Obrazek 3: A - amelie, B - interkalarni defekt (ektromelie), C - termindlni transverzalni
defekt, D,E,F,G - riizné typy longitudinalnich defektii (adaptovano podle Gold et al., 2011).

Existuje nckolik mechanismi, které mohou zplsobit ¢astecnou ¢i Gplnou absenci
koncetiny. Jednim z nich je chyba pfi tvorbé zékladu koncetiny v ranych stadiich vyvoje
embrya, coZ je nejcastéji zplisobeno chybou v genetické kontrole vyvoje koncetin (Bermejo-
Sanchez et al., 2011). Nicmén¢ amelie je jako symptom spojovdna s asi 31 syndromy
(Bermejo-Sanchez et al., 2011), takze je pomérné vzacna a obecné neni povaZovana za
geneticky podminénou vadu, jeji vyskyt je vétSinou ojedinély (Lenz, 1980).

Dalsi pficina absence koncetiny mlZze byt amputace amniotickymi pasy in utero. Byly
zaznamenany piipady, kdy amniotické pasy vytvotily kolem vyvijejici se koncetiny zizenti,
které narusilo jeji rist a v t€Zkych ptipadech zplsobilo amputaci (Tadmor ef al., 1997).

Poslednim mechanismem je naruseni krevniho zasobeni vyvijejici se koncetiny, které
muze zpusobit nedostatecné prokrveni koncetinovych pupent, coz vede k defektim se
Sirokou Skalou zavaznosti. Takové naruseni krevniho zasobovani mtze byt dasledkem
uzavieni dé€loZnich tepen nebo vystaveni faktorim, které snizuji pritok krve v délozni ¢i
placentarni jednotce (napi. kokain) (Bermejo-Sanchez et al., 2011). Kromé¢ toho néckteré

abnormality placentalné-fetalni jednotky (napt. obstrukce pupecni $nary), vnéjsi stlaceni
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krevnich cév nebo embolické jevy mohou narusit krevni zasobeni vyvijejicich se koncetin a

tim zptisobit absenci celé koncetiny, nebo jeji ¢asti.

3.2 Chyby v diferenciaci a separaci ¢asti koncetin

Nespravnd separace ¢i diferenciace se nejCastéji tyka clankd prsti a nazyva se
syndaktylie. Tento abnormalni srist sousednich ¢lankli prsti zptisobuji poruchy apoptdzy v
pribéhu embryogeneze. Nejcasteji se jedna o srust prostfedniku a prsteniku (tedy digitus
medius a digitus annularis) (Chong, 2010). Syndaktylie se dé€li na né¢kolik typt. Podle délky
spojeni prstl rozliSujeme kompletni (srlst v celé délce) (obr. 4) a nekompletni (sriist jen ¢asti
prstil) syndaktylii a podle charakteru spojeni rozliSujeme jednoduchou (prsty spojeny jen
kazi) a komplexni (spojeni kosti) syndaktylii.

Vznik syndaktylie zacind aktivaci WNT signalizace nebo supresi BMP signalizace,
coz vede ke zvySené expresi Fgf8 v AER a také v mesodermu (Villacorte et al., 2010).
Spusténi WNT signalizace mize mit na svédomi napt. LRP4, coz je silny supresor signalizace
WNT, a proto ztrata funk¢énich mutaci LRP4 povede k aktivaci WNT (Li et al., 2010). LRP4
je exprimovan v AER. Ztrata LRP4 zpusobuje strukturadlni zmény pravé v AER a narusuje
expresi ruznych klicovych signdlnich molekul (napf. Fgf8, Bmp4 a Shh). Klicova je
nadmérnd exprese Fgf8, kterd vede k potlaceni RA v interdigitalnich prostorach, coz nakonec
vyusti k syndaktylii, protoze dojde k potlaceni apoptdézy a degradace extracelularni matrix
(ECM) (Hernandez-Martinez et al. 2011). Normdaln¢ je apoptdza zahijena plisobenim
proapoptotickych proteini, jako je BAX a BAK (Ren et al., 2010), jejichz promotorova oblast
reaguje pravé na RA (Herndndez-Martinez et al., 2009).

Obrazek 4: Kompletni jednoducha syndaktylie (adaptovano podle Chong, 2010).

12



33 Duplikace ¢asti koncetin

Stav, kdy dojde k vyvoji nadpocetnych koncetinovych segmentii se nazyva
polydaktylie a vznika kvili rozstépeni embryondlnich tkdni. Nejcastéji dochazi k duplikaci
palce (digitus primus) (Chong, 2010) (obr. 5). Duplikované ¢asti maji rGzné podoby i1
velikosti a méli bychom na n€ nahlizet spiSe jako na struktury, které se rozStépily nez
samostatné ¢lanky, které jsou navic. Polydaktylie se bud’ vyskytuje jako soucast syndromu
(syndromicka polydaktylie) nebo se miize objevit jako samostatnd udalost (nesyndromicka
polydaktylie) (Umair et al., 2018). Nesyndromatickou polydaktylii délime do 3 typl:
duplikace palce (preaxidlni), duplikace maliku (postaxidlni) a duplikace ukazovaku,
prosttedniku nebo prsteniku (centralni).

Soucasna geneticka a molekularni klasifikace naznacuje, Ze nejméné Sest riiznych typt
polydaktylii je zplisobeno mutacemi ve dvou riznych genech, ZRS a GLI3, coz jsou Shh
enhancery (Umair et al., 2018). NaruSeni signalizace Shh - Patched — Gli vede k rozlicnym
onemocnénim (napt. vrozené vady, kostni anomalie) a obecné je tato rovnovaha velmi
dulezita k udrzeni pfedozadni osy pfi vyvoji konCetin. Patogenni mutace v GLI3 mize
zpusobit preaxidlni i postaxialni polydaktylii (Radhakrishna et al., 1999). Nicméné sloZitost
polydaktylie spociva v genetické heterogenité, kterd se li$i napfi¢ rliznymi etnickymi

skupinami i populacemi (Dy et al., 2014).

Obrazek 5: Duplikace palce, kterd vyustila v polydaktylii (adaptovano podle Chong, 2010).
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4 Vybrané teratogeny zpiisobujici posSkozeni

4.1 Thalidomid

Thalidomid je chemicka latka, kterd se pouzivala v 50. letech 20. stoleti zejména v
zapadni Evropé, jako sedativum a 1€k proti nevolnosti pro t€hotné Zeny. Chemicky se jedna o
derivat kyseliny glutamové, slozen z glutarimidového a phtalimidového kruhu. V 1é¢ivych
ptipravcich se vyuzivala smés S (-) a R (+) izomert (obr. 7). R (+) izomer je U¢inné
sedativum, zatimco S (-) izomer je pfiCinou teratogenity. BohuZzel nelze pouzit jen jeden
izomer, protoZze mezi nimi dochazi za fyziologickych podminek k vzdjemnym piechodim

(Mori et al., 2018).
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Obrazek 6: Prevzato a upraveno z www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.

Zacatkem 60. let ndhle vzrostl pocet vrozenych koncetinovych vad (Uplnych i
matek na zacatku tc¢hotenstvi uzivalo pravé 1€k thalidomid. Spojitost mezi vrozenymi vadami
postizenych déti a timto 1ékem byla odhaleno hlavné diky neobvyklosti abnormalit (Sadler,
testovani 1é¢iv pied uvedenim na trh. Také doSlo k tomu, ze léky musi byt testovany
minimalné na dvou zivociSnych druzich, z nichZ jeden neni hlodavec, protoze mezi druhy
existuje rozdilna citlivost na toxicitu latek (Kim ez al., 2012).

Teratogenni G¢inky thalidomidu nejcastéji postihuji koncetiny, ale byla zaznamenana 1

postizeni urogenitalniho systému, gastrointestinalniho systému a kardiovaskularniho systému.
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Také se vyskytlo postizeni nékterych oblicejovych smyslovych orgédnu (absence usi,
deformace nosu, poSkozeni zrakové ustroji). Tento vycet symptomii se da shrnout a
pojmenovat jako thalidomidovy syndrom (Newman, 1985).

Poskozeni koncetin zavisi na fazi, kdy byl plod thalidomidu vystaven a také na délce
jeho plisobeni a na mnozstvi léku. Ma se za to, Ze thalidomid nemtize poskodit koncetinu po
uplynuti kritické periody jejiho vyvoje, nicméné se ukazalo, ze ptisobeni thalidomidu jesté
pred kritickou periodou vyvoje koncetiny zptisobuje potrat. Naopak plisobenim v pozd¢jsi
fazi mize vyvolat poskozeni mozku (Kajii et al.,, 1973; James, 1965). Tento fakt naznacuje,
ze v prenatdlnim vyvoji neexistuje ¢asové obdobi, kdy by thalidomid neplsobil na plod

teratogenn¢ (Vargesson, 2015).

4.1.1 Mechanismus puisobeni thalidomidu

Od okamziku odhaleni negativnich uc¢inkii thalidomidu na nenarozené déti probé&hlo
mnoho studii a bylo vysloveno mnoho riiznych teorii, které¢ se snazily vysvétlit a popsat
mechanismus pisobeni 1éku. Tyto hypotézy mohou byt ¢astecné pravdivé, ale uréeni presného
pusobeni thalidomidu neni snadné, vzhledem k jeho chemickému slozeni a metabolismu
(Vargesson, 2015).

Neékolik teorii bylo ovéfeno a dokazano, napiiklad plsobeni thalidomidu na plod
prostiednictvim jeho vazby na cereblon (CRBN). CRBN je substratovy receptor ubikvitin
ligdzového komplexu (Belair et al., 2020). Pavodné se myslelo, ze za teratogenni jevy byl
zodpovédny samotny CRBN. Az v roce 2010 bylo prokazano, ze CRBN byl cilem u¢inku
thalidomidu (Ito et al., 2010). Po tomto objevu pokracovala zkoumani CRBN in vivo na
Danio rerio. Experimenty potvrdily hypotézu, ze za teratogenni ucinky thalidomidu je
zodpovédny CRBN, thalidomid totiz snizil hladinu Fgf8, ktery je nezbytny pro normalni
vyvoj a rist koncetin (Moon et al., 2000). Vazba thalidomidu na CRBN vyvolava i dalsi
degradace CRBN neosubstratu, naptiklad transkripéniho faktoru SALL4. Pravé polymorfismy
SALL4 indukované ptisobenim thalidomidu, zptisobuji u clovéka koncetinové vady (Ito et al.,
2010). Thalidomid diky svym imunomodula¢nim G¢inkiim inhibuje diferenciaci mezodermu v
prabéhu vyvoje koncetin. Rozsah poskozeni zavisi na mnozstvi podané latky.

NaruSenim diferenciace mesodermu lateralni ploténky, CRBN zprostfedkované
pusobeni thalidomidu neumozni naslednou chondrogenni diferenciace (Belair et al., 2020).
Dalsi mechanismus, ktery byl dok4zany v souvislosti s teratogenitou je, Ze thalidomid plisobi

antiangiogenné. Angiogeneze jako takova, je v procesu tvorby koncetin klicova. Zajistuje

rrrrrr
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odpadnich latek z rostoucich tkani. Krevni kapilary, které vznikaji diky angiogenezi jsou
nezbytné pro normalni embryogenezi. PoSkozeni nebo dokonce ztrata kapilary, mize vést k
potratu nebo vrozené vadé (Vargesson, 2009).

V pokusech byl pouzit CPS49, antiangiogenni analog thalidomidu, ktery byl
fluorovany, za UCelem zvySeni stability a biologické aktivity (Therapontos et al., 2009).
CPS49 byl v dobé kritické periody aplikovan do horni poloviny embryi kutat. Do hodiny od
expozice doslo k poSkozeni cévniho fecisté, do 24 hodin od expozice bylo viditelné zkraceni
koncetin a doSlo k inhibici FGF a Shh signalizace (Vargesson, 2015). Stejné jako u
thalidomidu, dasledky plisobeni CPS49 se 1iSi v zavislosti na dobé, kdy latka na embryo
koncCetiny, amelie). Pozd¢jsi expozice vedla k méné vaznym poskozenim (chybéjici clanek
prstu, nebo samotny prst) (Vargesson, 2015). Také bylo zjisténo, Ze CPS49 nepostihuje
vSechny krevni cévy stejné. Ukdzalo se, Ze antiangiogenné zasahuje zejména koncetinové
cévy, protoze v dob¢ aplikace latky jsou v procesu tvorby, tedy relativné nezralé a na rozdil
od zbytku cév embrya jim chybi vaskularni buniky hladkého svalstva, proto jsou méné odolné

(Therapontos et al., 2009).

4.2 Vitamin A

Vitamin A je v tucich rozpustny vitamin. V organismu se vytvaii z [-karotenu
(provitaminu A) a nékterych jinych karotenoidi. Pojem vitamin A zahrnuje latky, které ve své
slouceniné maji retinoidni Cast. Neexistuje tedy jedna konkrétni latka, kterd by byla znama
jako vitamin A, je jich nékolik a jedna z nich, retinol se rozklada na retinal a kyselina
retinovou (RA), ktera je také znama je tretinoin a jeji cis izomer isotretinoin (ITR) se pouziva
v 1€kafstvi jako ¢k proti tézkym formam akné. Teratogenni efekt tohoto 1¢ku je znamy a silné
se nedoporucuje jeho uzivani v téhotenstvi ani v kratSim casovém useku pied otéhotnénim
(Rosa et al., 1986). Zda se, ze za Skodlivé ucinky ITR mize zvySend apoptéza bunek neuralni
listy, kterou 1€k zptisobuje (Melnik, 2017).

RA je jednim z faktort, které se podili na spravném vyvoji koncetin a ktery iniciuje
experimenty tuto skuteCnost dokazaly na pokusech s embryi kufat, kterym byl lokélné
aplikovan disulfiram, chemicka latka, ktera blokuje syntézu RA (Stratford et al, 1996). U
téchto kurat doSlo k naruSeni formace koncetinovych pupenii. U dospélych RA ovliviiuje

funkci urogenitalniho systému, imunitniho systému, ale i kiize, kosti a dalSich systémt. U
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embrya je RA nezbytna pro vedeni rlstu i vyvoje a patterningu v mnoha organovych
systémech. OvSem expozice RA v abnormalnich koncentracich (naptiklad jiz zminény ITR)
vede k riznym malformacim. Stejné tak nedostatek RA mitize zptsobit poskozeni centralni
nervové soustavy (CNS) v samém pocatku, kviili naruSeni migrace bunék z neurdlni liSty a
zaroven jejich zvysSené apoptdoze (McCaffery et al, 2003). To znamena, ze aby byla
zachovana spravna funkce RA, musi byt lokalizovana do spravné oblasti ve spravny cas a ve
spravné koncentraci. NaruSeni regulacni funkce at uz vysokymi ¢i nizkymi hladinami

vitaminu A nebo RA mize negativné ovlivnit vyvoj embrya.
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5 Kondcetinové vady zptlisobené genetickymi onemocnénimi

5.1 Achondroplazie

Achondroplazie je charakterizovdna jako disproporciondlni trpaslictvi (dwarfismus) s
kratkymi koncetinami, pficemz nejvice jsou zasaZzeny proximalni ¢asti koncetin. Dédi se
mutaci, pfiCemz vyssi vék rodicl, zejména otce je rizikovym faktorem (Orioli et al., 1986).
Toto onemocnéni patii k nejcastéjSim kostnim dysplaziim.

Poskozeni zplsobuje porucha proliferace bunck, diky které dlouhé kosti rostou
pomalu, zatimco epifyzy i klouby jsou normélni (Dungl, 2014). Klinické projevy zahrnuji
zkraceni hornich i1 dolnich koncetin. Loket ma omezeny rozsah, u prsti pozorujeme
brachydaktylii. Typick4d je mald postava (dwarfismus), nicméné novorozenci mohou mit
standardni délku (Horton et al., 1978). V dospélosti lidé postizeni achondroplazii dosahuji v
praiméru 131 cm u muza a 124 ¢cm u Zen (Dungl, 2014). Hlava je od uz od narozeni vétsi a
rozSitena. Tvar je §irsi, zplostéla a dominuje ji Celo a dolni Celist, nos ma rozsifeny koten a je

také zplostély (obr. 7).

Obrazek 7: Typické zkraceni koncetin u dospélého jedince a detail kraniofacidlnich rysu u
ditéte (adaptovano podle Pauli, 2019).

Molekularni pficina byla objasnéna v roce 1994, kdy byla objevena mutace na 4.
chromozomu, ktery kéduje receptor fibroblastového ristového faktoru (FGFR3) (Shiang et

al.,1994). Posléze bylo ukazalo, ze téméei vSechny piipady achondroplazie jsou zpusobeny
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mutaci FGFR3 a to dokonce v totozném nukleotidovém paru. Tato stejnd mutace zpisobila
substituci glycinu za arginin (Rousseau et al., 1994). FGFR3 je bunécny receptor, ktery
ovlivitluje bunécnou proliferaci. Za normdlnich podminek je FGFR3 neaktivni, ale urcité
FGFs se mohou zachovat jako ligandy a na FGFR3 se navazat a tim zpisobit Sifeni
intracelularniho signalu (Eswarakumar et al., 2005). Timto signdlem potom FGFR3 negativné
pusobi na rist kosti (snizuje diferenciaci chondrocytti v oblasti ristové chrupavky a inhibuje

expresi morfogenetického proteinu BMP4) (Dungl, 2014).

5.2 Apertiiv syndrom

Apertiv syndrom, také oznaCovan jako akrocefalosyndaktylie, je pomérné vzacné
geneticky podminéné onemocnéni, které se dédi autozomalné¢ dominantné, ale ve vétSing
piipadi jde o spontanni mutaci (Dungl, 2014). Syndrom postihuje lebku (pfedcasné uzavieni
$vil) a na rukou a nohou zplisobuje syndaktylii (obr. 8).

Mutace, které zplsobuji Apertiv syndrom jsou vyhradné paternalniho pivodu
(Moloney et al., 1996) a konkrétné¢ se jednd o 2 mutace aminokyselin v receptoru
fibroblastového rustového faktoru (FGFR2) (Oldridge et al., 1999). FGFR2 je jednim ze Ctyt
transmembranovych FGFR, které zprosttedkovéavaji signalizaci FGF, hraji zésadni roli pfi
kosternim vyvoji a kontroluji bunéénou migraci, proliferaci a diferenciaci (Ornitz, 2005).
Prvni mutace S252W se vyskytuje Castéji a je spojovana s kraniofacialnimi malformacemi,
druha mutace oznacovana jako P253R zpusobuje syndaktylii (Slaney et al., 1996). Mezi dalsi
onemocnéni zpiisobené mutacemi ve FGFR2 patii Beare-Stevenson cutis gyrata syndrom,
Crouzoniiv syndrom nebo Pfeifferiv syndrom (Reardon et al., 1994 ; Muenke et al. 1994;

Przylepa et al., 1996).

Obrazek 8: Syndaktylie rukou a typicky tvar lebky a tvare s Sirokymi ocnicemi a exoftalmem
(vysunuté bulby dopredu) charakteristicky pro Apertitv syndrom (adaptovano podle Siminel et
al, 2017).
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5.3 Marfaniv syndrom

Jedna se o onemocnéni, které zahrnuje relativné Sirokou skupinu ptiznaki, nicméné
musi byt splnéno 5 kritérii, abychom mohli mluvit o Marfanové syndromu: vysoké postava,
dlouh¢ tenké koncetiny a prsty (tzv. arachnodaktylie) (obr. 9), dislokace o¢ni cocky a
anomalie srdce (Dungl, 2014). Syndrom se dédi autozomaln¢ dominantné, ale asi ve Ctvrting
ptipadd je onemocnéni zptisobeno spontanni mutaci (Judge et al., 2005). Véaznost ptiznakl se
velmi li§i, u mirnéjSich forem je tedy obtizné syndrom rozpoznat a pojmenovat, v téchto
ptipadech ma tedy onemocnéni vétsi pravdépodobnost se v rodinach Sifit.

Marfaniiv syndrom je zptisoben poruchou genu FBNI, ktery se nachdzi na 15.
chromozomu a koéduje glykoprotein fibrilin-1 (Kainulainen et al., 1990). Fibrilin-1, je velka
strukturdlni makromolekula, kterd uzce souvisi s elastinem. Ve FBNI se vyskytuje nékolik
typl mutaci, ve dvou tfetinach ptipadi to jsou bodové missense mutace, ve zbytku ptipadi to
jsou inzerce, delece a duplikace nebo chyby pfi sestiihu (Robinson ef al., 2006).

Siroké spektrum piiznaki, které se velmi lisi v intenzité je zpisobeno tim, Ze
Marfaniiv syndrom muze zpusobit mnoho odliSnych mutaci ve FBNI, tim padem muZze
existovat mnoho riznych fenotypli (Sakai, 2016). Mutace ve FBNI muze dokonce vést k
naprosto odliSnym pfiznakim (nizky vzrast, brachydaktylie), které jsou charakteristické

naptiklad pro Weill-Marchesani syndrom (Chung et al., 2007).

Obrazek 9: Typicky fenotyp Marfanova syndromu - vysokd postava, dlouhé horni i dolni
koncetiny a arachnodaktylie (adaptovano podle Gray et al.,1996).
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5.4 Ellis-van Creveld syndrom (EvC)

Ellis-van Creveld syndrom (EvC) je autozomalné recesivni onemocnéni zptisobené
mutaci gent EVC a EVC2, které se nachdzi na chromozomu 4pl16 (Polymeropoulos et al.,
1996). Toto dé&dicné onemocnéni bylo diive zndmo pod pojmy chondroektodermalni
dysplazie nebo six-fingered dwarfism (Singh et al., 2012). Pacienti s touto diagnézou obvykle
nesou celou fadu defektd, typické to jsou kratké koncetiny, uzky hrudnik, polydaktylie,
dysplastické nehty 1 zuby, srdecni vady (Baujat et al., 2007). McKusick popsal vétsi mnozstvi
pfipadli v amiSské komunit¢ v Pensylvanii, USA (McKusick, 2000). Vyssi frekvence
syndromu se da vysvétlit nizkou genetickou variabilitou zplisobenou uzavienosti amisské
komunity a tim padem pfiznivym podminkdm pro Sifeni autozomalné recesivniho

onemocnéni. Pozdéji byly popsany piipady i z jinych populaci (Singh et al., 2012).

Obrazek 10: Pacientka s EvC, u které se projevila ulnarni polydaktylie a je patrné zmensent
prstii (zejména palcii) spolecné s dysplastickymi nehty (adaptovano dle Sasalawad et al.,
2013).

Nedavné studie naznacily, ze EVC a EVC?2 jsou klic¢ové pro Shh signalizaci a tim
padem i pro embryonalni vyvoj (Zhang et al., 2016). Mutace v EVC a EVC?2 naruSuje Shh
signalizaci, ale to samo o sob& neni samotnd pfi¢ina vrozenych vad spojenych s EvC
syndromem. Ukdazalo se, ze rozhodujici je sniZzeni Shh signalizace v kombinaci se zvySenou
FGF signalizaci . Tato skutecnost byla dokdzana na mysich s mutaci v EVC2 (obr. 11), u
kterych doslo ke zvySeni FGF signalizace kvili nadmérmé expresi Fgfl8 a Fgfr3, pficemz

zvysena Fgfr3 exprese je disledek narusené Shh signalizace (Zhang et al., 2016).
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Obrazek 11: Srovnani rustovych plotének humeru u embryi mysi. Je patrné zmenseni
riistovych plotének u Evc2 mutantii v porovnani s wild fenotypem, kromé E12.5, kdy se
chondrocyty zacinaly diferencovat z mezenchymu a neni patrny zdadny rozdil v délce. Tento
fenomén byl pozorovan i u jinych koncetinovych kosti (napr. ulna, radius, femur) (Zhang et
al., 2015) a naznacuje to tedy, zZe Evc2 mutace cili na proliferaci nebo zrani chondrocytu
riistovych plotének, ale neovliviiuje kondenzaci mezenchymalnich bunék ani diferenciaci
mezenchymu na chondorcyty (adaptovano podle Zhang et al., 2016).

5.5 Osteogenesis imperfecta

Osteogenesis imperfecta (OI) je dédicné onemocnéni, které zptisobuje deformity kosti
a kiehkost kosti, coz mize vést ke zlomeninam dlouhych kosti. Déle se objevuje ztrata sluchu,
lamavost zubl, hernie, kiehkost mékkych tkdni a nadmérné poceni. Symptomy 1 jejich
zavaznost se u kazdého pacienta rizni. Onemocnéni se vétSinou dédi autozomalné
dominantné, ale miize ho zptisobit i spontanni mutace. Pti¢inou vSech defektd je nedostatek
kolagenu typu I, nebo jeho nahrazeni jinym typem kolagenu ale opét v menSim mnozstvi,
diky tomu jsou naruseny vSechny typy osifikace (Dungl, 2014).

Pomérné¢ komplikovand je klasifikace OI, hlavné diky odliSnym ptiznakim
onemocnéni, a bylo vytvofeno nékolik klasifikacnich systémt, z nichz se nejvic osvédcilo
déleni podle Sillence a dale d€leni podle Shapira. Sillencova klasifikace rozd€luje ptipady na
zaklad¢ klinického projevu a dédi¢nosti. Nejdulezitéjsi jsou typy I-1V, kdy se typ I (mirny)
vyznacuje mirn¢j$i lomivosti kosti, modrymi o¢nimi bélmy a presenilni ztratou sluchu. Typ II

(nejteézsi) je klasifikovan podle extrémni lomivosti kosti a prenatalnim Gmrtim, typ III (tézky)
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je charakterizovan relativné vysokou lomivosti, bilymi o¢nimi bélmy a snizenym vzristem,
ktery je zpusobeny deformacemi koncetin. Typ IV (stfedné tézky) se vyznacuje stiedné
tézkou lomivosti a bilymi ocnimi bélmy (Sillence et al., 1979) (obr. 12). Typy I a IV jsou
autozomalné¢ dominantni formy, typy II a III jsou autozomalné recesivni formy (Sillence et
al., 1979).

Sillencovo déleni se ale ukédzalo jako nedostate¢né a muselo byt doplnéno delenim
podle Shapira, ktery vytvofil klasifikaci na zakladé obdobi vzniku zlomenin (prenatalni nebo

postnatalni) a jejich zavaznosti (Dungl, 2014).

ol .
SUPINE 68@3.2 EXTERNAL

Obrazek 12: Rentgenové snimky dolnich koncetin pacientii diagnostikovanych s Ol. Je zde
videt, Ze onemocnéni ma Siroky rozsah, co se tyce zavaznosti. Na snimku A je rocni dité s
diagnozou zavazného Ol typu I1l. Na snimku B je devitimésicni dité s mirné zavaznym Ol typu
1V (adaptovano podle Morello, 2018).

OI je zpisobeno mutaci v genech kodujicich kolagen typu I (COLIAI a COLIA2)
mutacemi v genech regulujicich posttranslaéni modifikaci a sekreci kolagenu typu I a také v
genech, které zajistuji diferenciaci osteoblast a mineralizaci kosti (Forlino et al., 2016).
Kolagen typu I je trimerni molekula, ktera se sklad4 ze dvou fetézct: alfa 1 a alfa 2. Helikalni
doména je primarné¢ slozena z repetic Gly-X-Y, kdy X a Y jsou cCasto obsazovany
prolinovymi a hydroxyprolinovymi zbytky (Eyre et al., 2013). Nejcastéjsi pti¢inou OI jsou
glycinové substituce pravé v helikdlni doméné kolagenu typu I, které mohou ovlivnit
sestaveni domény. Glycinové substituce v alfa 1 helikdlnich doménach jsou spojeny s
vaznéjsimi projevy nemoci, zatimco mutace v alfa 2 helikdlni doméné jsou méné zavazné

(Lim et al., 2017).
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Dalsi mechanismus, ktery mulze zpusobit Ol jsou geny spojené s diferenciaci a
mineralizaci osteoblasti. Osteoblasty jsou primarni centra pro ukladani kolagenu v kostech,
tudiz abnormality v proliferaci, diferenciaci a funkci osteoblastii vyznamné ovliviiuji kvalitu i
kvantitu kosti. Jedna se napiiklad o WNT signalizac¢ni drdhu, kterd ma kritickou funkei pro
spravnou funkci osteoblasti (Long, 2011). Nedavné studie ukazaly, Ze homozygotni mutace
ve WNT1 muze zptsobit Ol, zatimco heterozygotni missense mutace ve WNT1 mohou vést k
c¢asnému nastupu osteopordzy (Keupp et al., 2013; Laine et al., 2013). Pozdéji byla tato
skute¢nost dokdzana i na modelu mysi, kterd nesla loss of function mutaci ve WNTI1 a ktera
vykazovala stejny fenotyp jako pacienti s OI (vyssi lomivost kosti, niz$i kostni hmotu) (Joeng

etal.,2014).
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6 Zavér

V nékolika poslednich letech doslo k vyznamnému prohloubeni znalosti o tom, jak
pfesné koncetiny v embryu vznikaji. Zejména v oblasti faktort, které ovliviiuji determinaci a
polaritu koncetinového pupenu a tim samoziejmé 1 vysledné koncetiny. Molekularni podstata
samotného vyvoje je nesmirné slozitd a propojend témét na vSech urovnich, takze navzdory
v§em novym objeviim a snaham, stale ziistdva nékolik klic¢ovych otazek nezodpovézenych a u
jinych, jiz znamych procest, je tfeba objevit a doplnit podrobnosti abychom mohli pochopit
proces tvorby koncetin. Jeho detailni porozumeéni je totiz nezbytné pro rozvoj novych a
inovativnéjSich pfistup v 1€cbé vrozenych vyvojovych vad koncetin nebo dokonce jejich
pfedchazeni. Naptiklad bychom mohli vyuzit transplantaci mezodermalnich bun¢k k opraveé
poskozenych koncetin nebo stimulovat tkan, kterd obklopuje urcity defekt, k opravé dané

vady.
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