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1 Uvod

Rastovou restrikciou trpia pacienti, ktorych vyska je 2 smerodajné odchylky pod priemerom
pre ich vek, pohlavie a popula¢nti skupinu. Vacsina pripadov nizkeho vzrastu ma jasne stanovitel'nu
pricinu (konstitucné oneskorenie rastu a puberty, familiarne nizky vzrast) alebo sa vyskytuje ako
sekundarny prejav in¢ho systematického ochorenia. V niektorych pripadoch vSak dochéadza k rastovej
restrikcii bez zjavnej pri¢iny alebo pridruzenych fenotypovych prejavov. Tento typ rastovej restrikcie

nazyvame idiopaticky nizky vzrast. Predpoklada sa, Ze tento stav ma geneticku etiologiu.

Tato praca sa zaobera stanovenim variantov génov uzko suvisiacich s rastom dlhych kosti.
Sledovany panel pozostava z génov kodujicich komponenty extracelularnej matrix chondrocytov
chrupavky (4CAN, COL2A1), gény zapojené v metabolickej drahe GH/IGF1 (GHR, STAT5B, IGF1,
IGFALS) a gény, ktoré koduju receptory nevyhnutné pre spravnu signalizaciu v tejto metabolickej drahe

(IGFIR, NPR2).

Okrem variantov v kodujucich oblastiach, tato praca sleduje aj varianty v regulac¢nych
oblastiach génu SHOX. Ide o vzdialené konzervované nekddujiice DNA elementy (CNE), ktoré riadia
transkripciu génu SHOX. Vyskytuju sa v ,,upstream‘ (CNE-5, CNE-3, CNE-2) aj ,,downstream* (CNE2,
CNE3, CNE4, CNES, CNE6, CNE7, CNE8 a CNE9) oblasti SHOX a kontroluju génovu expresiu. Tato

praca ako jedna z mala sleduje CNE na sekvenacnej tirovni.

Pritomnost’ variantov je sledovana v skupine 153 pacientov trpiacich rastovou restrikciou.
Varianty su detegované pomocou sekvenovania novej generacie, platformami [llumina a Ion Torrent.
Pozitivne a Statisticky vyznamné zachyty su nasledne overené pomocou Sangerovho sekvenovania
a MLPA. V testovanom panely génov sledujeme najma frekvenciu, poziciu a interpretaciu zachytenych

variantov. U CNE su sledované najmé sekvenéné zmeny v novo identifikovanych variantoch.



2 Ciele prace

a) Klinicky popis pacientov s rastovou restrikciou

b) Popis vybranych génov a drah ich produktov v kontexte rastu dlhych kosti

c¢) Literarna reSer§ moznych terapeutickych postupov u pacientov s rastovou restrikciou

d) Porovnanie klinickych udajov nositel'ov kandidatnych variantov s publikovanou literatarou.

e) Analyza zachytenych variantov vo vybranom subore génov u pacientov s rastovou restrikciou



4 Literarny prehl’ad

4.1 Rastova restrikcia

Rastova restrikcia je, najméa v pediatrii, ¢astou diagnozou. Nizky vzrast je definovany ako vyska
presahujuca 2 smerodajné odchylky (z angl. standard deviation, SD) pod zodpovedajici priemer pre
dany vek, pohlavie a popula¢nt skupinu (Andrade et al., 2023). Vypoctom SD-skore je zodpovedana
otazka, o kol’ko smerodajnych odchylok je hodnoteny parameter vécsi, ¢i mensi nez jeho priemerna
hodnota. Z definicie SDS vyplyva, Ze napr. u dietat’a s priemernou hodnotou telesnej vysky, ma SDS
jeho vysky hodnotu nula. Diet’a, ktorého vyska dosahuje +2,0 je vySkou na hornej hranici $ir§ej normy
(presne 98. percentilu). Dieta s SDS vysky rovnym -2,0 je na dolnej hranici $irS§ej normy, resp. na
druhom percentile. Normalizované data su dostupné s pravidelnou aktualizdciou na webe Svetovej

zdravotnickej organizacie (WHO child growth standards, 2024).

Pri¢iny nizkeho vzrastu sa delia na fyziologické a patologické. Medzi fyziologické patri
napr. konstitu¢né oneskorenie rastu a puberty alebo familiarne nizky vzrast, ktoré maji za nasledok
az 80 % vsetkych pripadov nizkeho vzrastu. Patologické pri¢iny zahfiiaju celt $kédlu ochorent, u ktorych
moze byt nizky vzrast primarnym, ale aj sekundarnym prejavom. Rastova restrikcia je primarnym
prejavom skeletalnych dysplazii a dysmorfickych syndromov. Oba tieto stavy su ovplyviiované
genetickou vybavou dietata. Ako sekundarny symptoém sa nizky vzrast vyskytuje udeti so
systematickymi alebo endokrinologickymi ochoreniami. Systematické ochorenia spdsobujice nizky
vzrast su napr. malnutricia, vrodené srdcové vady, Crohnova choroba, celiakia, cysticka fibroza,
chronické ochorenie pecene alebo zlyhanie obli¢iek. NajdélezitejSie endokrinologické ochorenie
spajané s malym vzrastom je porucha tvorby rastového hormoénu (z angl. growth hormone, GH) alebo
insenzitivita organizmu vod&i tomuto horménu. Dal§imi endokrinologickymi pri¢inami rastovej
restrikcie st hypotyredza, Cushingov syndrom, diabetes mellitus 1. typu alebo rachitida

(Patel et al., 2021).

Vicsina pricin nizkeho vzrastu je lahko identifikovatel'nd, ale vyskytuju sa pripady, kedy dieta
trpi rastovou restrikciou bez zjavnej pri¢iny. Takuto rastovu restrikciu ozna¢ujeme ako idiopaticky nizky
vzrast (z angl. idiopathic short stature, ISS). Predpoklada sa, ze vdcsina z tychto pripadov mé geneticku

etiologiu, pretoze rast je ovplyvneny velkym mnozstvom génovych transkriptov. (Zhou et al., 2021).

Sucasné technoldgie molekularnej biologie uz ul'ahcuju aj diagnostiku pacientov s ISS. Analyzu
variantov panelu génov suvisiacich s nizkym vzrastom umoznil najmé vyrazny pokrok v sekvena¢nych
technikach, ktorymi dokazeme identifikovat’ aj jednonukleotidové polymorfizmy (z angl. single

nucleotide polymorfisms, SNPs) (Zhou et al., 2021).



4.2 Genetické varianty u ¢loveka
Ziskanie referen¢nej sekvencie l'udského genomu a objav lacnejsich a rychlejsich sekvenacnych
technologii umoziuje sledovat’ variacie v exonoch, génoch alebo dokonca celych genémoch na
personalizovanej trovni. Sledovanie genetickych variant pomaha nie len diagnostikovat’ doteraz
idiopatické  ochorenia, ale aj zacielit liecbu pre Specifické potreby  pacienta

(Gonzaga-Jauregui et al., 2012).

Geneticky variant je trvald zmena v sekvencii DNA. Sekvencia variantného génu sa teda
nezhoduje s referencnou sekvenciou danou pre cielovy gén. Variant moze byt definovany zmenou
jedného nukleotidu alebo dlhSej sekvencie. Varianty mozu byt zdedené alebo sa mdzu vytvorit

»de novo* (MedlinePlus, 2023).

Dedi¢né varianty sa prenasaju z rodi¢a na potomka, de novo varianty su detegované u dietat’a,
ale nie u ziadneho z rodi¢ov. V niektorych pripadoch sa variant vyskytuje v oocyte alebo spermidch
rodicov, ale nie je pritomny v ziadnej z ich inych buniek (tzv. gonadalny mozaicizmus). V inych
pripadoch sa variant vyskytuje v oplodnenom oocyte kratko po splynuti oocytu a spermie

(MedlinePlus, 2023).

Vicsina variantov nevedie k rozvoju ochorenia a tie, ktoré ano, nie st v beznej populécii bezné.
Niektoré varianty sa v populacii vyskytuji dostato¢ne ¢asto, aby sa mohli povazovat’ za bezné genetické
variacie. Hoci mnohé z tychto beznych variacii v DNA nemaju Ziadne negativne ucinky na zdravie

¢loveka, niektoré moézu ovplyvnit’ riziko vzniku ur€itych porach (MedlinePlus, 2023).

Najfrekventovanej$imi variantmi st single nucleotide variants (SNV), pri ktorych sa sledovana
sekvencia 1i8i od referencného genému len v jednom nukleotide. Kazdy genom obsahuje asi 3,5 miliona
SNV. Dalsimi astymi variantmi sa indely, pri ktorych dochadza k inzercii alebo delécii jedného alebo
viacerych nukleotidov. Najmenej Castymi variantmi su Strukturalne varianty (tzv. copy number varianty,

CNV) (Marian, 2020).

Na zéklade zmeny v sledovanom géne rozliSujeme inzercie/ delécie, nesynonymické (missense,

nonsense), synonymické, splice, regulacné, intronové a Strukturalne varianty (Marian, 2020).

4.2.1 Nesynonymické varianty

Missense varianty su substitu¢né varianty, pri ktorych zmena jediného nukleotidu vedie k
nahradeniu alebo k zmene kodovanej aminokyseliny inou (vid’ Obrazok ¢. 1). Zmena aminokyseliny
modze zmenit funkciu celého kodovaného proteinu (MedlinePlus, 2023). Klinicky vyznam missense
variantov sa Ciastocne odraza od roly novej aminokyseliny vo vyslednom proteinovom produkte,

pripadne vyznamu aberovaného proteinu v rozvoji ochoreni (Marian, 2020).
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Obrazok €. 1: Princip vzniku missense variantu (prevzaté a upravené z MedlinePlus, 2023).

Nonsense varianty st substitu¢né varianty, u ktorych zamena nukleotidu v sekvencii DNA vedie
k pred¢asnému spusteniu stop kodonu (vid’ Obrazok €. 2). Tento typ variantu vedie k tvorbe skrateného
proteinu, ktory moze fungovat’ nespravne alebo tplne stratit’ svoju funkciu (MedlinePlus, 2023). Takéto
varianty tieZ nazyvame Loss of Function (LoF). Mala ¢ast’ nonsense variantov moze viest’ k strate stop
kodénu, a teda k predizeniu exprimovaného produktu. Transkripty exprimované z nonsense variantov
s zachytené kontrolnymi mechanizmami a nasledne degradované (Marian, 2020). V nedavnej dobe boli
tiez popisané mechanizmy, ktoré v niektorych pripadoch umoziuju pri translacii preskocit’ novy stop

kodon a dokondit’ translaciu polypeptidového ret'azca (Antonarakis et al., 2013).
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Obrazok ¢. 2: Princip vzniku nonsense variantu (prevzaté a upravené z MedlinePlus, 2023).

4.2.2 Synonymické varianty
Degradovanost’ genetického kodoénu umoziuje kodovanie jednej aminokyseliny viacerymi
tripletmi, preto v pripade synonymickych variantov dochadza napriek zdmene nukleotidu, k exprimacii

povodne kdédovanej aminokyseliny. Takéto varianty nazyvame aj tiché, pretoze nemaju ziaden funkény



vyznam. Za vynimku povazujeme synonymné varianty, ktoré sa nachadzaju blizko hranice exon/intron

a mozu ovplyvnit’ zostrih mRNA molekuly (Marian, 2020).

4.2.3 Inzercie/delécie

Tento typ variantov je tieZ znamy ako indel a je druhy najéastejsi v 'udskom gendme. Indely st
zapri¢inené vlozenim alebo odstranenim jedného, ¢i viacerych nukleotidov (vid® Obrazok ¢. 3).
V zavislosti na pocte deletovanych nukleotidov moze, ale nemusi dochadzat’ k posunu ¢itacieho ramca.

Od tejto skutocnosti sa najcastejsie aj odvija klinicky vyznam takéhoto variantu (Marian, 2020).
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Obrazok ¢. 3: Princip vzniku indelu (prevzaté a upravené z MedlinePlus, 2023).

4.2.4 Splice site varianty

Vicsina ludskych génov zahimia regulacné oblasti, exény a introny. Hranice medzi exénmi
a intrébnmi su definované Specifickymi sekvenciami, ktoré su rozpoznavané spliceozémom, ¢o nasledne
vedie k vystrihnutiu intréonov a ligacii po sebe nasledujucich exénov. Splice site varianty sa nachadzaji
prave v sekvencii rozpozndvanej spliceozOmom, a tak naruSaji zostrih primdrneho transkriptu. Splice
site varianty mozu viest’ k preskoCeniu exénu, vynechaniu intrénu alebo k posunu v ¢itacom ramci

(Marian, 2020).

4.2.5 Regulacné varianty

Regula¢né varianty sa vyskytuju v regulacnych oblastiach génu, napr. v prométorovych,
enhancerovych a 3'/5° netranslatovanych (3°/5’UTR) regulaénych sekvenciach. SNV lokalizované v 5'
regulacnych oblastiach ovplyviiuju afinitu transkripénych faktorov, a teda aj samotnu transkripciu
mRNA (Marian, 2020). Patogénne varianty ulozen¢ v 3’UTR ovplyviiuju reguldciu spracovania,
stability, translacie a lokalizacie mRNA (Romo et al., 2024). Nasledne narusenie enhancerov/silencerov
modze viest’ k dysregulécii génu, a to najmi v presnej reakcii na bunkové signaly a environmentalne

podnety (Huang et al., 2022).

4.2.6 Intronové varianty
Genetické varianty nachddzajice sa v intronovych oblastiach st najpocetnejSie SNV s poctom

asi 4 miliony na gendém. Biologické UC€inky intronovych variantov st minimalne. Najvacsimi
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komplikaciami, ktoré mozu sposobit’ intronové varianty st napr. vytvorenie nového miesta zostrihu
alebo ovplyvnenie regulacnej oblasti génu (Marian, 2020). V sucasnosti je velkym limitom klinickej
interpretacie tychto variantov absencia funkénych $tadii alebo aspoini spolahlivych predikénych

nastrojov, ktoré by odhadli ich vyznam (Ellingford et al., 2022).

4.2.7 Strukturilne varianty

Vel'ké indely, typicky s velkost'ou viac ako 1 kb, a gendmové preskupenia sa oznacuji ako
Strukturdlne varianty. Existuje Siroka skala Strukturadlnych variantov, vratane delécie, inzercie, inverzie,
translokacie, variabilného poctu tandemovych opakovani alebo duplikacie. Klinicka zavaznost

Struktarnych variantov sa odvija od ich velkosti a umiestnenia (Marian, 2020).

4.3 ACAN
ACAN je gén kodujuci agrekan. Nachadza sa na 15. chromozome aje velky 71912 bp
(vid’ Obrazok ¢. 4). Cely gén obsahuje 19 exdénov a bol identifikovany v 7 rdéznych transkriptoch
(NCBI Gene, 2023). K jeho expresii dochadza najmi v mozgu a semennikoch (Wu et al., 2023).
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Obrazok ¢. 4: Diagram génu ACAN (prevzaté z UCSC Genome Browser on Human, 2023).

Agrekan je proteoglykan, ktory tvori hlavni zlozku extracelularnej matrix chrupavky
(Lin et al., 2021). Je nevyhnutny pre spravny vyvoj kostry a funkciu chrupavky. UmozZiiuje rovnomerné
rozloZenie tlaku na cely povrch kibu. Uplna absencia agrekanu v organizme nie je zIuéitena so Zivotom,

pretoze sposobuje zavaznl chondrodysplaziu (Stattin et al., 2022).

Roézne varianty ACAN st spojené s dedicnymi poruchami rastu kosti, ateda aj snizkym
vzrastom. Pritomnost patologickych variant ACAN bola detegovana u pacientov  so
spondeloepifyzarnou dysplaziou, typu Kimberley (OMIM 608361, autozémovo dominantna dedi¢nost))
alebo u pacientov so spondyloepimetafyzdrnou dysplaziou agrekanového typu (OMIM 612813,
autozémovo recesivna dedi¢nost’). Varianty neznameho vyznamu (z angl. variant of uncertain
significance, VUS) s podozrivé z rozvoja miemnejSich fenotypovych prejavov, ako je prave ISS

(Stattin et al., 2022).

V sucasnosti je predmetom intenzivneho vyskumu najmid moznost’ pouzitia GH na liecbu
nizkeho vzrastu vyvolané¢ho rdéznymi variantami génu ACAN. Aktudlne poznatky naznacuju, Ze

podavanie GH by malo znizit' deficit vo vyske pacienta. Metabolické drahy ACAN a GH su tzko



prepojené a patologické varianty ACAN negativne ovplyviuju odpoved’ organizmu na GH produkovany

telom (Wu et al., 2023).

4.4 COL2A1

Gén COL2A1 kéduje a-1 retazec kolagénu Il a nachadza sa na chromozéme 12. Gén pokryva
oblast’ o velkosti 31 538 bp a obsahuje 57 exénov (vid’ Obrazok ¢. 5). Najvyssie hladiny expresie
dosahuje v semennikoch, prostate a zaludku (NCBI Gene, 2023).
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Obrazok ¢. 5: Diagram génu COL2A41 (prevzaté z UCSC Genome Browser on Human, 2023).

Kolagén typu II ma helikalnu Struktiru a je tvoreny trojicou o-1 retazcov zosietovanych
vlaknami podobnych kolagénovym fibrildm (vid® Obrazok ¢. 6). Kolagén II je syntetizovany
proliferujiicimi chondrocytmi, ktoré plnia funkciu Strukturalnej matrice chrupavky a regulac¢nu funkciu
prostrednictvom tucasti na interakcii a prenose signalu v dradhach BMP-SMADI, ktoré ovplyviuja

diferenciaciu chondrocytov (Markova et al., 2022).

Obrazok ¢. 6: Model Struktiry o-1 retazca kolagénu typu II (prevzaté z GeneCards: The
Human Gene Database, 2023).

COL241 ma velké mnozstvo popisanych variantov, vicSina znich st missense alebo
LoF wvarianty. VicSina patologickych variantov COL2A41 nesie zmenu vV trojhelikalnej oblasti
kolagénového retazca. Missense varianty v tejto oblasti sposobuju zavazné fenotypy, ako st Kniestova
dysplazia (OMIM 156550, autozomovo dominantna dedi¢nost’) alebo spondyloepifyzarna dysplazia

(OMIM 616583, autozomovo dominantna dedi¢nost’). Varianty so stratou funkcie sa prejavuji
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miernejSim fenotypom. Prikladom ochorenia spdsobeného takymto variantom je Sticklerov syndrém
(OMIM 108300, autozémovo dominantna dedi¢nost’). Vo vSeobecnosti st patologické varianty COL2A4 1

spojené so skeletalnymi poruchami, o¢nymi anomaliami a sluchovym postihnutim (Demal et al., 2022).

Skeletalne poruchy sposobené patologickymi variantmi COL2A1 sa Casto prejavuju aj nizkym
vzrastom. Data k liecbe nizkeho vzrastu zapriineného patologickym variantom COL2A41 pomocou
rekombinantného rastového hormoénu (thGH) su limitované. Stcasne dostupné data vsak indikujt, ze

terapia pomocou rhGH by mohla byt prospesna (Chen et al., 2022).

4.5 FGFR3
FGFR3 je gén koédujuci fibroblast growth factor receptor-3. Ide o vysoko konzervovany gén,
ktory sa nachadza na chromozome 4. Ma vel'kost’ 15 561 bp a nesie 19 exénov (vid Obrazok ¢. 7).

Vyskytuje sa v 4 izoformach a exprimuje sa najmé v kozi (NCBI Gene, 2023).
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Obrazok ¢. 7: Diagram génu FGFR3 (prevzaté z UCSC Genome Browser on Human, 2023).

Fibroblast growth factor receptor-3 je receptorova tyrozinkindza, ktord patri do rodiny
fibroblastovych rastovych faktorov. Tieto rastové faktory st vo vSeobecnosti charakteristické
extraceluldrnou ligand vdzobnou doménou zlozenou z troch subdomén, transmembranovou doménou a
vnutrobunkovou tyrozinkindzouvou doménou (Sun et al., 2021). Transkript génu FGFR3 sluzi ako
negativny regulator chondrogenézy rastovych platni¢iek. Preto rozne varianty génov ovplyviiuju najma
vzrast pacienta. V pripade vzniku muticie vtomto géne modze dojst k znizeniu proliferacie
chondrocytov, zrychleniu nastupu hypertrofickej diferenciacie, zmensSeniu hypertrofickych
chondrocytov alebo zniZeniu produkcie matrice. Tieto zmeny vedu k inhibicii rastu dlhych kosti, ¢o
vedie k skeletadlnym dysplaziam. NajlepsSie preskimanymi skeletdlnymi dysplaziami sposobenymi
variantom génu FGFR3 st hypochondroplazia (OMIM 146000, autozOmovo dominantna dedicnost’)
a achondroplazia (OMIM 100800, autozémovo dominantna dedi¢nost’) (Kang, 2017).

Liecba pacientov s patogénnymi variantmi FGFR3 pomocou thGH sa ukazuje ako uspesna,
avSak v asi 3x vacsich davkach ako su podavané pri beznej liecbe pomocou thGH. Dlhodobé podavanie
thGH takymto pacientom umoznuje v dospelosti dosiahnut’ priemernt fyziologicku vysku

(Sun et al., 2021).

=)



4.6 GHR
Gén GHR koduje transmembranovy cytokinovy receptor typu I, ktory viaze GH. Gén sa
nachadza na 5. chromozome a ma velkost 1 167 bp (vid® Obrazok ¢. 8). GHR nesie 18 exonov

a exprimuje sa najmé v peceni a tuku (NCBI Gene, 2023).

Scale 100 kb | hg3s
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Obrazok ¢. 8: Diagram génu GHR (prevzaté z UCSC Genome Browser on Human, 2023).

GHR je kIi¢ovy receptor pre rast pacienta (vid’ Obrazok €. 9). Spravna distribucia GH je zavisla
od dostupnosti tohto receptoru na povrch cielovych buniek (Dias et al., 2017). GH je produkovany
v hypofyze anaviazanim na GHR v peceni reguluje produkciu IGF1. Po naviazani na GHR je
aktivovana kinaza Jak?2, ktora nasledne aktivuje STATS jeho fosforylaciou. STATS je transportovany do
jadra bunky, kde aktivuje transkripciu génov IGFI a IGFALS (Baik et al., 2011). Pritomnost’ IGF1
prospieva k chondrogenickej diferenciacii mezenchymalnych kmenovych buniek, syntéze
proteoglykédnu v chondrocytoch atiez stimuluje prolifericiu chondrocytov aktivaciou PI3K
a MEK/ERK metabolickych drah (Wen et al., 2021). Natriureticky peptid typu C (CNP) a jeho
receptory — NPR2 — su taktiez exprimované vplyvom IGF-1. CNP patria medzi dolezité regulatory rastu
a homeostazy dlhych kosti (Shuhaibar et al., 2021).

HEPATOCYTY MEZENCHYMALNE KMENOVE BUNKY CHONDROCYTY
NPR2
IGFIR FGFR3
GHR IGFIR
IGF1
%TSB
weorza o > o)
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Transkribény  Struktarny
Li d Rt t N N
gan ecoplony faktor protein

FGFR3 NPR2 SHOX COL2A1
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PREHYPERTROFICKE I

SKORE HYPERTROFICKE

NESKORE HYPERTROFICKE

KosT

STADIUM MATURACIE CHONDROCYTU

Obrazok €. 9: Schematické zobrazenie roly vybranych génov v raste kosti (prevzaté a upravené

zo Spurna et al., 2024).
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GH - insenzitivita na rastovy hormén (z angl. growth hormone insensitivity, GHI). V zavislosti na
pritomnom variante moze dochadzat’ k nizkemu vzrastu, znizenej mineralnej hustote kosti, adipozite,

kardiovaskularnym ochoreniam alebo vaésiemu riziku nastupu osteoporézy (Dias et al., 2017).

GHI (OMIM 604271, autozémovo dominantnd dedi¢nost’) je skupina ochoreni, ktoré su
charakterizované aspoii Ciasto¢ne dysfunkcnou biologickou reakciou na GH. GHI méze byt zapri¢inena
primarnymi dévodmi — defekty v génoch kddujicich proteiny nevyhnutné pre metabolicki drahu
GH —alebo sekundarnymi ddvodmi, ako su zapalové ochorenia a nutriéné poruchy. Zakladnym
prejavom primarnych dévodov GHI je normalna alebo zvysSena hladina GH, ale znizena hladina IGF-1.
GHI sposobené genetickym defektom vedie k nizkemu vzrastu (Savage et al., 2018). Uplna necitlivost
GHR na rastovy hormon sa prejavuje ako Laronov syndrom (OMIM 262500, autozémovo recesivna
dedicnost’). Toto ochorenie je svojimi klinickymi prejavmi zhodné s prejavmi deficiencie GH. Prejavuje
sa nizkym vzrastom, obezitou, hypoglykémiou, dyslipidémiou, oneskorenym nastupom puberty

a oneskorenym kostnym vekom (Boro et al., 2021).

Terapia pomocou thGH je v pripade negativnych variant GHR prevazne neucinna. Spdsobené
je to najmi tym, Ze rdzne muticie v GHR mozu viest k insenzitivite organizmu na GH. Studie viak
ukazuju, Ze rieSenim tohto problému by mohol byt rekombinantny 'udsky insuline like growth factor-1
(rhIGF1), ktory je hlavnym produktom interakcie GHR s rastovym hormoénom (vid’ Obrazok ¢. 10)
(Savage et al., 2021).

Hypotalamus

Adenohypofyza

?

Pecen

Cielové

: Tukové 5 7
Kostrova ukove tkan iva

svalovigi tkd/m:—o)/K(itl}

IGF1

Obrazok ¢. 10: Metabolicka dréaha GH/IGF1. Sekrécia GH je aktivovana pomocou
GH-releasing hormone (GHRH, cierne $ipky), ktorého sekréciu sptista acyl-ghrelin, zalido¢ny peptid.
Acyl-ghrelin tiez potlaca aktivitu somatostatinu (SRIF, modré Ciary), inhibitoru sekrécie GH. Ked’ sa
GH dostane do obehu, posobi priamo v niekolkych organoch a tkanivach, vratane pecene, kde

sprostredkovava produkciu IGF1 (prevzaté a upravené z Kaur et al., 2021).
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4.7 IGFI, IGFIR, IGFALS

IGF1 je gén kodujuci insulin like growth factor-1, ¢o je protein s funkciou a Struktirou
sa mnachadza

podobnou inzulinu, ktory ma klIacova ulohu vraste avyvoji cCloveka. IGFI
v chromozoéme 12 a ma velkost’ 62 925 bp (vid Obrazok ¢. 11). IGFI ma 7 exo6nov anajviac je

exprimovany v tuku, peceni a prostate (NCBI Gene, 2023).
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Obrazok ¢. 11: Diagram génu /GFI (prevzaté z UCSC Genome Browser on Human, 2023).

Gén IGFIR koduje insulin like growth factor-1 receptor. Tento receptor ma tyrozinkinazova

aktivitu ajeho ligandom je IGFI. Nachddza sa na chromozome 15 azabera miesto o velkosti

314 999 bp (vid’ Obrazok ¢. 12). Nesie 25 exonov a jeho exprimacia je najintenzivnejsia v tkanivach

obliciek, vajecnikov a prostaty (NCBI Gene, 2023).
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Obrazok ¢. 12: Diagram génu IGFIR (prevzaté z UCSC Genome Browser on Human, 2023).

IGFALS koduje protein insulin like growth factor binding protein acid-labile subunit, ktory sa
vsére viaze na IGFI. IGFALS sa nachadza na 16. chromozome ama velkost 3321 bp
(vid’ Obrazok ¢. 13). Gén nesie 3 exony a exprimuje sa najmé v peceni (NCBI Gene, 2023).
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Obrazok €. 13: Diagram génu IGFALS (prevzaté¢ z UCSC Genome Browser on Human, 2023).

e )

IGF1, IGFIR aIGFALS st uzko spité a spolu zabezpecuju intrauterinny aj postnatalny rast.
Najcastej$im problémom spojenym s /GF je jeho deficiencia (OMIM 608747, autozomovo recesivna

dedicnost)). IGF-1 deficiencia je spdsobena pritomnostou patogénneho genetického variantu IGFI
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(Domené et al., 2018). V pripade homozygotnej mutacie v /IGF'I dochadza okrem rastovej retardacie aj

k mentalnemu postihnutiu, senzorineuralnu hluchote a dysmorfii roznej severity (Fadel et al., 2021).

Patogénne varianty IGFIR sposobuju IGF-1 rezistenciu (OMIM 270450, autozomovo
dominantnd aj recesivna dedi¢nost’). Rezistencia IGFIR k jeho ligandu méze byt wvysvetlena
receptorovou haploinsuficienciou, zniZenou biosyntézou receptoru, znizenou afinitou k ligandu alebo
narusenim transmembranovej signalizacie. Rezistencia IGFIR je vzdy len &iastoéna. Uplna rezistencia

na IGF-1 by bola letalna (Domené et al., 2018).

Patogénny variant /GFALS sa prejavuje acid-labile subunit deficienciou (OMIM 615961,
autozomovo recesivna dedinost’), ¢o priamo ovplyviluje aj hladinu /GFI v organizme. Acid-labile
subunit (ALS) je kI'aiCovym proteinom pre cirkulaciu vacSiny IGFs v l'udskom tele. Naviazanim IGF-1

na ALS sa prediZi jeho Zivotnost’ v organizme z 10 minut na viac ako 12 hodin (Domené et al., 2018).

4.8 SHOX
Gén SHOX sa nachadza na pseudoautozomalnej oblasti (PAR1) oboch pohlavnych
chromozémov akdéduje short stature homeobox. Ma velkost 22 480 bp anesie 7 exodnov

(vid’ Obrazok ¢. 14). NajintenzivnejSie dochadza k jeho expresii v tukovom tkanive (NCBI Gene, 2023).

Scale 10 kb} | hgas
chrY: 635,000/ 640,000 645,000| 650,000|
GENCODE V43
SHOX[ | | 1 ——————————————
L) L 4 L
L) i 13-
] u i

Obrazok ¢. 14: Diagram génu SHOX (prevzaté z UCSC Genome Browser on Human, 2023).

SHOX koduje jadrovy protein, ktory je dolezitym transkripénym faktorom pri vyvoji konéatin.
V pripade straty oboch kopii génu SHOX dochddza k vyvoju Langerovej mezomelickej dysplazie
(OMIM 249700, pseudoautozomovo recesivna dedi¢nost’). Haploinsuficiencia tohto génu vedie k
Sirokému spektru fenotypov, pricom vsetky sa spajaju s nizkym vzrastom. Najcastejsimi ochoreniami
sposobenymi defektom génu SHOX su, Léri-Weill syndrom (OMIM 127300, pseudoautozomovo
dominantnd dedi¢nost’) a idiopaticky nizky vzrast (OMIM 300582). Aberacie génu SHOX su Casto
napadné Madelungovou deformitou (Kozin et al., 2015). V majorite pripadov patologickych fenotypov
sposobenych génom SHOX boli detegované mutacie, nie len v koédujucej oblasti génu, ale aj v jeho

regulacnych oblastiach - CNE (z angl. conserved non-coding elements) (Giirsoy et al., 2020).

Transkripcia génu SHOX je regulovand vzdialenymi regulacnymi prvkami CNE. Ide o vysoko
konzervované oblasti nachadzajuce sa v ,,upstream‘ (CNE-2, CNE-3, CNE-5) a ,,downstream® (CNE2,
CNE3, CNE4, CNES5, CNE6, CNE7, CNE8, CNEY) oblasti génu, ktoré pdsobia ako transkripcné
»enhancery“. Regula¢né oblasti zabezpecuji spravnu funkciu SHOX, ktorého fyziologicka funkcia je

vysoko ovplyviiované génovou davkou (Babu et al., 2021).
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Terapia rastovym horménom u deti s defektnym variantom génu SHOX bola schvalena tradmi
a patri medzi rutinné lie¢ebné postupy. Uspesnost’ tejto liecby je rozdielna a zalezi na type variantu,
ktory si pacient nesie (Ungureanu et al., 2023). Pripadna pritomnost Madelungovej deformity je

Standardne napravovana chirurgicky (Kozin et al., 2015).

4.9 NPR2
Gén NPR2 koduje proteinovy produkt natriuretic peptide receptor-2. Nachadza sa na
9. chromozome, kde zabera oblast’ o velkosti 17 323 bp (vid’ Obrazok ¢. 15). Gén obsahuje 22 exénov

a jeho expresia je najintenzivnejsia v sliznici maternice a tukovom tkanive (NCBI Gene, 2023).

Scale 5 kb} | hgas
chra: 35,795,000| 35,800,000 35,805,000
GENCODE V43 (25 items filtered out)
NPRaL .  eee | H-+-H HHHH H-H=
L L 3 | = -
I L 3 L = L = 8 = B | :
I = L 3 L =3 = # .
I = L L3 & | # :
—_—_— L 3 L 3 - ——————
i

Obrazok ¢. 15: Diagram génu NPR2 (prevzaté z UCSC Genome Browser on Human, 2023).

NPR2 ma kla¢ovti rolu v morfogenéze chrupaviek a kosti. Transkript tohto génu patri medzi
transmembranové receptory natriuretického peptidu typu C (CNP). Receptor je zlozeny z 5 domén,
ktoré maju okrem CNP-vizbovej funkcie aj funkciu tyrozinkinazovi, coil-coil a guanylat cyklazova
funkciu. NPR2 teda riadi zadkladné bunkové procesy ako je proliferacia a diferenciacia buniek

(Lietal., 2022).

Bialelické patogénne varianty v géne NPR2 sposobuju akromezomelicka dysplaziu typu
Maroteaux (OMIM 602875, autozomovo recesivna dedi¢nost’), ktora je charakterizovana vyskou —5 SD
pod priemernou vyskou typickou pre vek a pohlavie pacienta a kostnymi deformaciami. Na druhej strane
heterozygotné patogénne varianty NPR2 vedu k miernej$im porucham rastu, va¢sinou klasifikovanym
ako ISS, hoci niektori z postihnutych jedincov mézu vykazovat’ mierne priznaky kostnej dysplazie

(Stavber et al., 2022).

Terapia thGH v pripade variantov NRP2 ma zmieSan¢ vysledky. Su §tadie, ktor¢ ucinky tejto
liecby spochybnuju a iné, ktoré tuto liecbu povazuji za tspesntii. Dévodom je pravdepodobne vek,
v ktorom zacne byt rhGH podavany. Vacsina stadii ukazuje, ze ak sa zacne rhGH podavat
v prepubertalnom veku, vzrast pacienta sa zlep$i. V pripade podavania rhGH v pubertalnom veku si

ucinky tejto liecby zanedbatel'né (Plachy et al., 2020).
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4.10 STAT5B

STAT5B koduje protein signal transducer and activator of transcription 5B. Lezi na
17. chromozéme ama 22 exonov (vid Obrazok ¢.16). Gén STAT5B ma velkost 77230 bp

a exprimovany je najma v tukovom tkanive, vaje¢nikoch a sliznici maternice (NCBI Gene, 2023).

Scale 20 kb} | hg3s
chr17: | 42,210,000 42,220,000| 42,230,000| 42,240,000 42,250,000| 42,260,000| 42,270,000|
GENCODE V43 (23 items filtered out)
K fct4 FeHHdt et }
ENSG00000280295 Bl ENSGO00000267758
ENSG00000236194 IR
ENSG00000278829 K11

Obrazok ¢. 16: Diagram génu STAT5B (prevzaté z UCSC Genome Browser on Human, 2023).

STAT5B je jeden zo Styroch STAT (STATI, 3, 5A a 5B) cytosolickych proteinov, ktorého
pritomnost’ je regulovand GHR-JAK2 metabolickou drahou. Tento protein je zodpovedny za funkciu
viacerych rastovych faktorov a cytokinov (Hwa, 2021). Je zodpovedny za indukciu expresie niekol’kych
génov stimulovanych GHR, ako je [GFI, jeho vidzbovy protein (IGFBP-3) alGFALS
(Andrade et al., 2023).

Klinickym fenotypom spajanym s patogenitou S7AT5B je necitlivost na GH spdjana
s imunitnou dysregulaciou (OMIM 245590, autozomovo recesivna dedicnost). Pacienti
s molekularnymi defektmi STATSB maju rovnaké klinické prejavy ako pacienti s dysfunkénym GHR
(Hwa, 2021). Varianty STAT5B su spajané s necitlivost'ou k rastovému horménu (GHI) a k deficiencii
IGF-1. Tieto skuto¢nosti sa fenotypovo prejavuji retardaciou postnatalneho rastu, ale aj imunitnou

deficienciou (Storr et al., 2019).

4.11 Molekularne diagnostické metody analyzy pacientov s nizkym vzrastom

4.11.1 Sekvenovanie novej generacie - platforma Illumina

V rokoch 2004 az 2006 vznikli technologie sekvenovania novej generacie (z angl. next
generation sequencing, NGS), ¢o viedlo k rapidnemu zvySeniu mnozstva sekvencnych dat. Pre NGS je
charakteristické paralelné spracovanie viacerych génov, vysoka rychlost’ analyzy, nizka cena a detekcia

vysledkov bez potreby kapilarnej elektroforézy (Hu et al., 2021).

[llumina sekvenovanie patri medzi NGS metédy a pozostiva ztroch hlavnych
krokov — priprava sekvenacnej kniznice, sekvenovanie a analyza dat. Priprava sekvenacnej kniznice
zacina fragmentaciou sledovanej vzorky DNA a pridanim adaptérov na oba konce DNA vlakna.
Adaptéry obsahuju sekvencie kompatibilné s oligonukleotidmi pritomnymi na flow cell, ateda

umoznuji naviazanie vzorky na Illumina flow cell. V pripade potreby paralelného sekvenovania
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viacerych kniznic, je mozné okrem adaptéra, na jednotlivé DNA ret’azce naviazat’ aj indexové sekvencie.

Tie sluzia na rozliSenie jednotlivych kniznic v multiplexovej sekvenacnej reakcii (Illumina, 2023).

V d’alsom kroku dochadza k naneseniu sekvenacnej kniznice na flow cell a nasledne
k samotnej sekvenacii. DNA je amplifikovanad za vzniku clusterov — miliénov identickych kopii
jednovldknovej DNA. Samotna sekvenacia prebieha prirad’ovanim nukleotidov k jednovldknovej DNA
na zéklade komplementarity. Nukleotidy st fluorescencne znacené a nesu reverzibilny terminator, ktory
sa z vlakna odStiepi po zaznamenani fluorescencie. Po precitani forward vldkna, si ready odmyté
aproces je zopakovany sreverse vlaknami. Na zaver softvér priradi k fluorescencnym znackam

prislusné nukleotidy (Illumina, 2023).

Najvacsou nevyhodou technologie Illumina je dlhy ¢as sekvenovania, ktory moze dosiahnut
az 56 h. Napriek vysokej presnosti sekvenovania tymto systémom, moze dochadzat k chybnej
identifikacii jednotlivych nukleotidov v homopolymérnych usekoch a v koncovych usekoch vldkna

DNA, kde dochadza k nizkemu poctu precitani (Hu et al., 2021).

4.11.2 Sekvenovanie novej generacie — platforma Ion Torrent

Ion Torrent je sekvenacna technologia, pri ktorej sa nedeteguje fluorescencia ako u vacsiny
sekvenaénych technologii, ale deteguje sa zmena hodnoty pH. Princip metddy je zalozeny na
mechanizme inkorporacie dusikatych bdz do DNA retazca. Pri naviazani novej baze do ret'azca dojde
k odstiepeniu  H*, ¢o je pri sekvenovani zaznamenané ako zmena elektrického napétia

(Thermo Fisher, 2024).

Platforma Ion Torrent vyuziva chip, na ktorom je umiestnena sada mikrojamiek. Kazda jamka
na svojom dne obsahuje identické fragmenty denaturovaného templatu DNA. Do mikrojamiek st jedna
za druhou aplikované vsetky Styri bazy. V pripade, Ze v niektorej z jamiek dojde k naviazaniu bazy,
odstiepi sa H*, co zmeni hodnotu pH v jamke. Zmena pH je zaznamenana senzorom na dne jamky
a prevedena na elektrické napétie. Velkost’ nameran¢ho elektrického napétia je priamo umerna poctu

naviazanych nukleotidov (Kchouk et al., 2017).

Ton Torrent umoziiuje &itat’ sekvencie o dizke 200 bp, 400 bp a 600 bp. Hlavnou vyhodou tejto
technoldgie je prave moznost’ analyzy dlhych sekvencii a vysoka rychlost’ sekvenovania. Nevyhodou
platformy Ion Torrent je vysoké chybovost v homopolymérnych sekvenciach, kde chybny base calling

mozZe sposobit’ falo$nu identifikaciu indelov (Kchouk et al., 2017).

4.11.3 Stanovenie patogenity

Patogenita najdenych variantov je klasifikovana do piatich kategorii — benigne, pravdepodobne
benigne, klinicky neznameho vyznamu, pravdepodobne patogénne a patogénne. Stanovenie kategdrie
sa vykonava na zaklade ACMG kritérii (z angl. American College of Medical Genetics and Genomics),

frekvencie varianty, dostupnych informacii v genetickych databazach (t. j. klinické/funk¢éné studie alebo
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predchéadzajuce hodnotenie inych laboratorii), dostupnych literarnych zdrojov a na zaklade in silico
predikénych nastrojov (napr. SIFT, PolyPhen, REVEL, EIGEN, PROVEAN, MutPred a pod.)
(Richards et al., 2015).

4.11.4 Sangerovo sekvenovanie
Sangerovo sekvenovanie je metdda sliziaca na uréenie nukleotidovej sekvencie retazca DNA.

Metodu vyvinul dvojnasobny laureat Nobelovej ceny Frederick Sanger a jeho kolegovia v roku 1977

(MERCK, 2023).

Prvym krokom sekvenovania je amplifikacia cielového génu pomocou PCR. V reakcénej zmesi
sa okrem klasickych komponentov (DNA, DNA polymeraza, primery, dANTPs) nachadzaju aj znacené
dideoxyribonukleotidy (ddNTPs). Tie nemaji na svojom 3 konci -OH skupinu, a tak DNA polymeraza
nie je schopna na ne naviazat’ d’al$i nukleotid. DNA ret’azec, na ktory sa naviaze ddNTP sa uz teda d’alej
nepredlzuje a jeho amplifikacia je terminovana. Takto vznikni DNA retazce o roznej dizke, zakongené

fluorescen¢ne znacenym ddNTP (MERCK, 2023).

V druhom kroku st amplikony rozdelené pomocou kapilarnej elektroforézy. Ked'ze vsetky
amplikony DNA maji rovnaky naboj, rychlost’, ktorou sa oligonukleotidy pohybujt, bude ovplyvnena
iba ich velkostou. Cim je DNA retazec kratsi, tym rychlejsie sa bude v kapilare pohybovat’. Vysledkom
budu teda oligonukleotidy zoradené od najkratSicho po najdlhsi (MERCK, 2023).

Poslednym krokom je detekcia fluorescencne znacenych ddNTPs na zaklade ktorej je
identifikovany konkrétny ddNTP. Fluorescencna znaCka je excitovana pomocou laseru a detektor
deteguje vysledné vyzarované svetlo. Pretoze kazdy zo Styroch ddNTP je oznaceny inou fluorescencnou
znackou, vyzarované svetlo méze byt priamo spojené s identitou koncového ddNTP. Vystupom je

chromatogram, ktory ukazuje fluorescencny pik kazdého identifikovaného nukleotidu (MERCK, 2023).

Sangerovo sekvenovanie ma hlavni vyhodu vo svojej schopnosti sledovat’ poradie
nukleotidov v konkrétnom mieste DNA s vysokou spolahlivostou a robustnostou. Avsak, tato analyza
je obmedzen4 na iseky DNA s maximalnou dizkou 1000 nt. Pre analyzu celych génov je preto potrebné
vykonat’ viacero reakcii, ¢o zvySuje cenu a Casovll narocnost metddy. Okrem toho, Sangerovo
sekvenovanie nie je vhodné na detekciu vacsich zmien, ako napriklad copy number variations (CNV),

balansovanych zmien a iné (Hu et al., 2021).

4.11.5 Multiplex ligation-dependent probe amplification

Multiplex ligation-dependent probe amplification, skratene MLPA, je diagnostickd metdda,
ktora umoziuje detegovat’ zmeny (CNV, target SNP) v sekvencii DNA. Vyuziva $pecifické proby
zlozené z dvoch ¢Casti (LPO a RPO). MLPA proby sa skladaji z troch druhov sekvencii — hybridizacna
sekvencia, primerova sekvencia a identifikacna sekvencia, ktora ma pre kazdy druh proby jedinecny

pocet nukleotidov (vid’ Obrazok ¢. 17).
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RPO ] Sekvencia
Sekvencia V—LPO_|’ = pre reverse primer

pre forward primer é Identifikaéna sekvencia
Hybridiza¢na sekvencia L Hybridizaéna sekvencia
VzorkaDNA ~—_  Cielova sekvencia

L PROBA ‘

Obrazok ¢. 17: Stavba prob pouzivanych v metdde MLPA (prevzaté aupravené

z MRC Holland, 2023).

Prvym krokom metody je DNA denaturdcia a hybridizacia prob. Denaturovana vzorka je
hybridizovana s LPO a RPO, ktoré nasadajii na analyzovani DNA hybridiza¢nou sekvenciou na zaklade

komplementarity. Vzdialenost’ medzi LPO a RPO je vzdy jeden nukleotid (MRC Holland, 2023).

Nasledne je do reakcie pridand vysoko Specifickd DNA ligaza, ktora spoji spravne
nahybridizované LPO s RPO za vzniku jednej sekvencie. V pripade pritomnosti CNV alebo SNP proby
nenasadnu na sledovanu sekvenciu spravne, a tak k ligacii neddjde. Ligované sondy si amplifikované
pomocou univerzalneho, fluorescencne znaceného primeru, komplementarneho k primerovej sekvencii
prob. Amplifikované fragmenty st separované pomocou kapilarnej elektroforézy. Pocet kopii je priamo
umerny vyske piku. Vysledny elektroferogam je nasledne porovnany s referencnou vzorkou
(MRC Holland, 2023).
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5 Material a metody

5.1 Biologicky material
Na tcely analyzy boli pouzité vzorky DNA izolované z periférnej krvi, ktora bola odobrana
pacientom Ustavu lékaiské genetiky vo Fakultnej nemocnici Olomouc. DNA bola z periférej krvi
izolovand pomocou pristroja QIAcube (Qiagen). Pacienti, ktorych vzorky boli na analyzu pouzité

podpisali informovany suhlas s genetickym testovanim.

5.2 Pouzité chemikalie, sipravy a roztoky

Pouzité chemikalie

e Tris-HCI (Thermo Fisher, katalégové Cislo J22638.AP)
e DMSO (Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo W387520)

e Human Cot-1 DNA (Invitrogen, katalogové ¢islo 15279011)
o Agaroza (VWR Chemicals, katalogové ¢islo 438795A)
e Primer KAPA hyperchoice MAX 0,5 Mb T2 (Roche, custom)
e Primer CNE-5 F (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE-5 R (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE-3 F (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE-3 R (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE-2 F (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE-2 R (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE2 F (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE2 R (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE3 F (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE3 R (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE4 F (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE4 R (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNES F (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNES5 R (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNEG6 F (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE6 R (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE7 F (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE7 R (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNES F (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNES R (Sigma-Aldrich, custom)

e Primer CNE9 F (Sigma-Aldrich, custom)
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Primer CNE9 R (Sigma-Aldrich, custom)

GelRed (Labmark, katalogové ¢islo 41003)

GeneScan™ 500 LIZ™ Size Standard (Applied Biosystems, katalogové ¢islo 4322682)
Exonukleédza I (Thermo Fisher, katalégové ¢islo ENO581)

Termosenzitivna alkalicka fosfataza (Thermo Fisher, katalogové Cislo EF0654)
Formamid (Thermo Scientific Chemicals, katalogové ¢islo 205820010)

Voda v PCR ¢istote (Top Bio, katalogové Cislo P440)

Pouzité supravy

KAPA HyperPlus Kit (Roche, katalogové ¢islo 07962428001)

Big Dye® XTerminatorTM Purification Kit (Thermo Fisher, katalogové ¢islo 4376486)
Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent, katalogové ¢islo 5067-4626)

KAPA HyperPure Beads (Roche, katalogové ¢islo 08963860001)

Big DyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher, katalogové Cislo 4337454)
Dynabeads™ Streptavidin Trial Kit (Invitrogen, katalogové ¢islo 65801D)
SeqStudio™ Cathode Buffer Container (Thermo Fisher, katalogové ¢Cislo A33401)
MiSeq Reagent Kit (Illumina, katalégové ¢islo MS-102-2002)

Combi PPP Master mix (Top-Bio, katalogové ¢islo C208)

SALSA MLPA Probemix P018 SHOX (MRC Holland, katalogové ¢islo PO18-100R)
SALSA MLPA Reagent Kit — FAM (MRC Holland, katalogové ¢islo EK1-FAM)
SALSA MLPA Reagent Kit — Cy5 (MRC Holland, katalogové ¢islo EK1-Cy5)

3.1 SeqStudioTM Cartidge (Thermo Fisher, katalogové ¢islo A33671)

Pouzité roztoky a ich priprava

TE puft: 2,5 ml Tris-HCI (1 mol-1"!), 0,5 ml EDTA (0,5 mol-1'"), doplnit’ deionizovanou vodou
na objem 250 ml.

80% etanol: 12 ml etanolu (96 %), pridat’ 4 ml Milli-Q vody.

0,2 mol-1"! NaOH: 2 pl NaOH (0,2 mol-1'"), pridat’ 8 ul Milli-Q vody.

0,5x TBE pufr: 27 g TRIS, 13,75 g kyselina borita, 1 ml EDTA (0,5 mol-I", pH 8), doplnit’

deionizovanou vodou na objem 5 1.

5.3 Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

Analytické vahy BAS 32 plus (Boeco)
Centrifuga FVL-2400N Combi-Spin (Biosan)
Centrifiiga NF 400 (Niive)

Bioanalyzér Agilent Bioanalyser 2100 (Agilent)
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e Chladnicka (Electrolux)

e Vodny ktipel’ (HandyLab)

e Geneticky analyzator SeqStudio (Thermo Fisher)
e  Multifunk¢éna trepacka MPS-1 (Biosan)

e  Termocyklér C1000 (Bio-Rad)

e Sekvenator Illumina MiSeq (Illumina)

e Transiluminator MiniBIS Pro (DNR)

e  Zdroj napétia GPS 200/400 (Pharmacia)

e Fluorometer Qubit (Thermo Fischer)

5.4 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

5.4.1 Postup analyzy pacientov s nizkym vzrastom

Vsetky sledované vzorky DNA boli sekvenované pomocou NGS. Sekvenovanie pomocou
platformy IonTorrent bolo vykonané servisne, pri tomto sekvenovani neboli sledované regula¢né oblasti
génu SHOX. Vyvolané varianty boli klasifikované pomocou predikénych néstrojov SIFT a PolyPhen.
Pozitivne nalezy boli nasledne verifikované pomocou Sangerovho sekvenovania a MLPA. Postup

analyzy pacientov s nizkym vzrastom je uvedeny na Obrazku ¢. 18.

pacient s ISS »| odber biologickeho materialu 1zolacia DNA

NGS

NGS
(bez CNE)

TonTorrent

Tlumina

verifikacia pozitivneho
nalezu: - -
Sangerovo < klasifikacia variantov | gm— vyvelanie variantov
selcvenovame, MLPA

Obrazok ¢. 18: Diagram postupu analyzy pacientov s nizkym vzrastom

5.4.2 Illumina sekvenovanie

Priprava sekvenacnej kniZnice — fragmentacia DNA, tiprava koncov a ligacia adaptérov

1. Kazda vzorka DNA bola nariedena v 10mmol-1"! roztoku Tris-HCI (ph 8,0) s Immol-I"! EDTA na
koncentraciu cca 10 ng-pl. V reakcii bolo pouzitych 100 ng DNA v celkovom objeme 30 pl.
2. Conditioning Solution KAPA bol pripraveny podl'a pokynov vyrobcu a mnozstva vzoriek.

3. Kuvzorke DNA bolo pridanych 5 pl Conditioning Solution KAPA.
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Podl'a pokynov vyrobcu a poctu vzoriek bol pripraveny Fragmentation mix, End Repair & A-tailing
mix a Ligation mix. Pripravené master mixy boli uchovavané na l'ade.

K 35 ul vzorky bolo pridanych 15 pl Fragmentation mixu a zmes bola nasledne inkubovana
v termocykléri pri teplote 37 °C po dobu 19 minut.

Reakecia bola zastavena vloZzenim vzoriek do I'adu. Zo 4 ndhodnych vzoriek bol odobraty 1 pl zmesi
pre kontrolu velkosti fragmentov.

Ku vzorkam bolo pripipetovanych 10 pl End Repair & A-tailing mixu a zmes bola nasledne
inkubovana v termocykléri pri teplote 65 °C po dobu 30 minut.

Po inkubécii boli vzorky uchovavané na l'ade. Ku kazdej vzorke bolo pridanych 3,5 ul roztoku
adaptérov.

Ku kazdej vzorke bolo pridanych 46,5 pl Ligation mixu. Ligacia prebiehala v termocykléri pri

teplote 20 °C po dobu 15 mindut.

Priprava sekvenacnej kniZnice — precistenie po ligacii

1.

10.

Ku kazdej vzorke bolo pridanych 88 ul guli¢iek KAPA HyperPure Beads. Zmes bola inkubovana
pri izbovej teplote 5 minut.

Bol pripraveny cerstvy roztok 80% etanolu.

Vzorky boli po 5 mintitach inkubécie premiestnené na magneticky stojan, kde boli az pokial’ nebola
kvapalina v skimavkach ¢ira (cca 5 minut).

Supernatant bol opatrne odstraneny a do skumaviek bolo pridanych 200 ul 80% etanolu.

Asi po 30 sekundovej inkubacii bol etanol opatrne odpipetovany.

Kroky 4 — 5 boli zopakované. Vzorky boli nasledne centrifugované, aby doslo k Gplnému
odstraneniu zbytku etanolu.

Gulicky boli pri izbovej teplote Gplne vysusené a nasledne resuspendované v 25 ul elu¢ného pufru
(10 mililiter-mol™! Tris-HCI bez EDTA).

Guli¢ky boli v pufri inkubované pri izbovej teplote 2 minuty. Nasledne boli vzorky prenesené na
magneticky stojan az do vy¢irenia kvapaliny.

Z kazdej vzorky bolo 23 pl supernatantu opatrne prenesenych do Cistych 0,2ml skiumaviek.

Zo 4 vzoriek bol odobrany 1 pl roztoku pre analyzu velkosti fragmentov. Odoberané bolo

z rovnakych 4 vzoriek a po fragmentacii.

Priprava sekvenac¢nej kniznice - LM-PCR

1.
2.

Ku kazdej vzorke bolo pridanych 25 ul KAPA HiFi HotStart Ready Mixu a 2 pl double index mixu.
Zmes bola premieSand pipetou, scentrifugovana ainkubovana v termocykléri podla profilu

uvedenom v Tabulke €. 1.
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Tabulka €. 1: Teplotny profil LM-PCR reakcie

Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
98 45 s 1x
98 15s
65 30s 4x
72 30s
72 5 min 1x
4 neobmedzene -

Priprava sekvenacnej kniZnice — precistenie po amplifikacii

1.

Do kazdej skumavky s LM-PCR produktom bolo pridanych 70 pl KAPA HyperPure Beads
a inkubované pri izbovej teplote 5 minut.

Vzorky boli po 5 mintitach inkubacie premiestnené na magneticky stojan, kde boli az pokial’ nebola
kvapalina v skimavkach ¢ira (cca 5 minut).

Supernatant bol opatrne odstraneny a do skiimaviek bolo pridanych 200 pl 80% etanolu.

Asi po 30 sekundovej inkubacii bol etanol opatrne odpipetovany.

Kroky 4 — 5 boli zopakované. Vzorky boli nasledne centrifugované aby doSlo k Gplnému
odstraneniu zbytku etanolu.

Gulicky boli pri izbovej teplote tplne vysusené a nasledne resuspendované v 52 pl Milli-Q vody.
Vzorky boli inkubované pri izbovej teplote 2 minuty a nasledne premiestnené na magneticky stojan,
kde zotrvali az do vy¢irenia kvapaliny.

50 pl cistého supernatantu bolo odobranych do Cistych 0,2ml skiimaviek. Zo 4 vybranych
skimaviek bol opét’ odobrany 1 pl vzorky na analyzu velkosti fragmentov.

Pomocou fluorometru Qubit bola zmerana koncentracia vsetkych vzoriek.

Priprava sekvenacnej kniZnice — hybridizacia

® NS vk w DN

10.

V 1,5ml Low-bind Eppendorf skimavke boli spoolované vsetky vzorky (kazda 50 ng DNA).

Bola pridana PCR Grade voda do celkového objemu 45 pl.

Bolo pridanych 20 pl Human Cot-1 DNA ( 1 mg-ml) a 130 ul KAPA HyperPure Beads guliciek.
Roztok bol inkubovany 10 minut pri izbovej teplote.

Skumavka bola premiestnena na magnet, kde zotrvala az do vy¢irenia roztoku.

Supernatant bol opatrne odstraneny a do skiimavky bolo pridanych 200 pl 80% etanolu.

Vzorka bola inkubovana 30 sekund pri izbovej teplote.

Po inkubécii bol etanol odpipetovany, skimavka scentrifugovana a gulicky boli vysusené pri
izbovej teplote.

Do skamavky bolo pridanych 13,4 pl Universal Enhancing Oligos, vzorka bola odstranena
z magnetu a zhomogenizovana.

Podl'a pokynov vyrobcu bol pripraveny hybridizacny master mix.
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11. Ku gulickdm s Universal Enhancing Oligos bolo pridanych 43 pl hybridizacného master mixu.
Zmes bola inkubovana 2 minuty pri izbovej teplote.

12. Po inkubacii bola skimavka prenesena do magnetického stojanu, kde zostala az do vycirenia
kvapaliny.

13. Cely objem eluatu bol preneseny do novej skimavky obsahujucej 4 ul KAPA Target Enrichement
Probe.

14. Zmes bola inkubovana v termocykléri podl'a profilu uvedenom v Tabulke €. 2.

Tabulka ¢. 2: Teplotny profil hybridizacnej reakcie

Teplota [°C] Cas
95 5 min
55 16—20h

Priprava sekvenaé¢nej kniZnice — analyza dizky fragmentov

1. Roztoky odobrané zo 4 vzoriek po fragmentacii a oboch ¢isteniach boli 5x nariedené pridanim 4 pl
TE puftu.
2. Meranie bolo vykonané¢ podl'a pokynov vyrobcu Agilent DNA HS kit.

Priprava sekvenac¢nej kniZnice — priprava Streptavidin Dynabeads a naviazanie kniZnice

1. Streptavidin Dynabeads boli temperované na izbovu teplotu minimalne 30 minit pred ich
pouzitim.

2. Do prazdnych 1,5ml low-binding skimaviek bolo pridanych 50 ul guli¢iek.

3. Skumavky boli premiestnené na magneticky stojan, kde zostali az do vy¢irenia tekutiny. Nasledne
bol supernatant odstraneny.

4.  Gulicky boli premyté 100 ul 1x Bead Wash Buffer s izbovou teplotou.

5. Skumavky boli opat’ premiestnené na magneticky stojan, kde zostali az do vy¢irenia tekutiny.
Nasledne bol supernatant odstraneny.

6. Ku gulickdm bolo pridanych 100 ul Bead Wash Buffer s izbovou teplotou.

7. Skumavky boli opédt’ premiestnené na magneticky stojan, kde zostali az do vycirenia tekutiny.
Nasledne bol supernatant odstraneny.

8. Streptavidin Dynabeads boli resuspendované v 50 pl 1x Bead Wash Buffer pri izbovej teplote.

9. Skumavky boli opit’ premiestnené na magneticky stojan, kde zostali az do vyc¢irenia tekutiny.
Nasledne bol supernatant odstraneny.

10. Skumavky boli ponechané na magnete. Do skimavky bolo napipetovanych 60,4 pl hybridizovanej
kniznice z termocykléru.

11. Kniznica DNA bola prepipetovand so Streptavidin Dynabeads a cela zmes bola prepipetovana

naspat’ do rovnakej 0,2ml skimavky.
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12.

Zmes bola premiestnena na 15 minut do termocykléru pri 55 °C.

Priprava sekvenacnej kniZnice — premytie Streptavidin Dynabeads

1.

A O

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

Po inkubacii bolo pridanych 100 pl 1x Wash Buffer I predhriateho na 55 °C.

Cely obsah bol nasledne preneseny do novej 1,5ml skimavky.

Skumavka bola premiestnena na magneticky stojan a Wash Buffer I bol odstraneny.

Mimo magneticky stojan bolo pridanych 200 pl 1x Stringent Wash Buffer predhriateho na 55 °C.
Zmes bola inkubovana vo vodnom kupeli pri teplote 55 °C po dobu 5 minut.

Po 5 minutach bola skiimavka premiestnend na magneticky stojan a 1x Stringent Wash Buffer bol
odstraneny.

Mimo magneticky stojan bolo opéat’ pridanych 200 ul 1x Stringent Wash Buffer predhriateho na
55 °C.

Zmes bola inkubovana vo vodnom kupeli pri teplote 55 °C po dobu 5 minut.

Po 5 minutach bola skiimavka premiestnend na magneticky stojan a 1x Stringent Wash Buffer bol
odstraneny.

Do 1,5ml skiimavky bolo mimo magneticky stojan pridanych 200 pul Wash Buffer I s izbovou
teplotou.

Po asi 1 minuatovej inkubacii bola skiimavka premiestnend na magneticky stojan a Wash
Buffer I bol odstraneny.

Mimo magneticky stojan bolo do skamavky pridanych 200 ul Wash Buffer Il s izbovou teplotou.
Zmes bola prenesend do novej 1,5ml skimavky a inkubovana asi 1 minttu.

Skumavka bola prenesena na magneticky stojan a Wash Buffer II bol odstraneny.

Mimo magneticky stojan bolo do skimavky pridanych 200 pl Wash Buffer II1.

Po asi 1 minutovej inkubécii bola skimavka prenesena na magneticky stojan a Wash Buffer 111 bol
odstraneny.

Mimo magneticky stojan bolo do skimavky napipetovanych 20 ul PCR vody.

Priprava sekvenacnej kniZnice — Post-Captured LM-PCR

1.
2.

Podra pokynov vyrobcu bol do 0,2ml skimavky pripraveny LM-PCR master mix.

Kniznica s gulickami v 0,2ml skimavke bola zvortexovana a scentrifugovana a nasledne bol cely
jej objem preneseny do skimavky s LM-PCR master mixom.

Skumavka bola premiestnend do termocykléru, v ktorom bol nastaveny program s teplotnym

profilom uvedenym v Tabul’ke €. 3.
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Tabulka €. 3: Teplotny profil Post-Captured LM-PCR

Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
98 45 s 1x
98 15s
60 30s 12x
72 30s
72 1 min 1x
4 neobmedzene -

Priprava sekvenacnej kniZnice — precistenie

10.

KAPA Hyper Pure Beads boli temperované na izbovi teplotu aspoit 30 minut pred ich pouzitim.
Skumavka bola z termocykléru premiestnena na magneticky stojan. Supernatant bol preneseny do
novej 1,5ml skimavky.

Ku kniznici bolo pridanych 70 ul KAPA HyperPureBeada. Zmes bola inkubovana 5 minut pri
izbovej teplote.

Skumavka bola premiestnend na magneticky stojan a supernatant bol odstraneny.

Na magnetickom stojane bolo pridanych 200 ul Cerstvo pripraveného 80% etanolu. Zmes
inkubovala asi 30 sektind pri izbovej teplote.

Supernatant bol odstraneny a stdle na magnetickom stojane bolo do skiimavky pridanych 200 pl
80% etanolu.

Po asi 30 sekundovej inkubacii pri izbovej teplote bol supernatant odstraneny a KAPA
HyperPureBeads boli vysuSené pri izbovej teplote.

Gulicky boli resuspendované v 32 pl PCR vody a inkubované asi 2 mintty pri izbovej teplote.
Skumavka bola presunuta na magneticky stojan az do vycirenia kvapaliny.

Supernatant bol odobrany do Cistej 1,5ml skimavky a koncentracia kniznice bola zmerana

pomocou fluorometru Qubit.

Priprava vzorky do Illumina MiSeq

1.

wok wN

Asi hodinu pred pouZitim bol rozmrazeny MiSeq Reagent Kit, bol pripraveny 0,2mol-1"! NaOH
a bol nariedeny PhiX 10 nm na 1 nmol-I-!.

Bol pripraveny roztok z 5 pl kniznice zriedenej na 18 pmol-1"' a 5 ul 0,2mol-1'! NaOH.

Kniznica bola inkubovana 5 mintt pri izbove;j teplote.

Bolo pridanych 990 pl HT1.

Po premieSani a centrifugacii bolo 600 pl roztoku aplikovanych na MiSeq reagent cartridge

a nasledne sekvenované v pristroji [llumina MiSeq.
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Vyvoldvanie variantov

1.

Cloudové nastroje lonReporter (Thermofisher) alebo BaseSpaceTM Sequence Hub (BSSH)
(Illumina) boli automaticky spustené po sekvenovani pre demultiplexovanie a generovanie siborov
FASTQ, ktoré obsahovali sekvencie jednotlivych ¢itani v kombinécii s informéciami o kvalite dat
pre kazdu bazu.

Data boli porovnané s referencnym l'udskym gendémom (GRCh37/hg19) a varianty boli vyvolané
softvérom NextGene (SoftGenetics), ¢o viedlo k siborom .BAM a .vcf. Na vyvolavanie variantov
boli pouzité len bazy s Phred skore vyssim ako 30.

Exon 12 v ACAN (NM_001135.3) bol z analyzy vyluceny. Tato oblast’ nebola analyzovana, pretoze

zahfiiala tandemové opakovania a ziskané vysledky nespiiiali minimalne poziadavky na kvalitu dat.

Sortovanie nalezov a stanovenie patogenity

1.

Pomocou online nastroja Variant Effect Predictor (VEP) boli najdené varianty rozdelené do skupin:
varianty najdené v regulacnych oblastiach SHOX, varianty v oblastiach kédujicich gény (exony),
netranslatované oblasti (UTR) a blizke intronové oblasti (+/ - 20 nt).

Pri identifikovanych variantoch boli pouzitim databazy UCSC Genome Browser vylucené varianty
nachadzajiice sa v homopolymérnych tsekoch, vzhl'adom na popisant vysokt chybovost oboch
pouzitych platforiem.

Nasledne bola kazdému variantu v databazi gnomAD dohl'adana frekvencia vyskytu v nefinskej
eurdpskej populécii a dopocitana frekvencia vyskytu v sledovanom subore pacientov.
Predpokladand a ziskana frekvencia bola porovnana pomocou Fisherovho exaktného testu v online
nastroji Easy Fisher Exact Test Calculator s hranicou signifikantnosti 0,05.

Patogenita identifikovanych variantov bola stanovend pomocou online néastroja Mobidetails.

5.4.3 Sangerovo sekvenovanie

Priprava templatu

1.

Bol pripraveny master mix pre PCR reakciu podl'a Tabulky ¢. 4.

Tabul'ka ¢. 4: Zlozenie reakénej zmesi pre PCR

Pouzité latky Pipetovany objem [ul]
PPP Master Mix Combi 3,75
DMSO 0,75
Voda v PCR C¢istote 2,10
Primer R + F (1:1) 0,4
Celkovy objem reakcie 7,5

2. Do 0,2ml skimavky s master mixom bolo pridanych 0,5 pl vzorky DNA.
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3. Sktmavky so vzorkami boli prenesené do termocykléru, v ktorom bol nastaveny program

s teplotnym profilom uvedenym v Tabulke ¢. 5.

Tabulka ¢. 5: Teplotny profil PCR reakcie

Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
95 3 min 1x
94 30s
55 30s 9x
72 90s
90 30s
50 30s 2
72 90s 1x

Elektroforeticka kontrola pritomnosti PCR produktov

1.

Bolo pripravenych 60 ml 1,5% agardzového gélu, do ktorého boli pri teplote asi 70 °C pridané 3 pl

farbiaceho roztoku GelRed.

Pripraveny gél bol vyliaty do vanicky. Do gélu bol vloZeny hrebienok.

Po stuhnuti bol z gélu odstraneny hrebienok a gél bol vlozeny do elektroforetickej vane s 0,5x TBE

pufrom.

Do kazdej jamky boli napipetované 3 ul PCR produktu.

Bola spustena elektroforéza pri napéti 60 V.

Elektroforéza bola zastavend asi po 30 minutach a vysledny gél bol vyhodnoteny pomocou

transiluminatora.

Enzymatické precistenie PCR produktu

1.
2.

K PCR produktu bolo napipetovanych 0,5 pl exonukleazi [ a 1 pl alkalickej fosfatazy.

PCR produkt bol senzymami inkubovany v termocykléri, v ktorom bol nastaveny program

s teplotnym profilom uvedenym v Tabulke €. 6.

Tabulka ¢. 6: Teplotny profil enzymatického precistenia

Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
37 15 min 1x
85 15 min 1x
4 neobmedzene -
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Sekvenaéna PCR
1. 'V 0,2ml skimavke bola pripravena reakcia podl'a Tabul’ky ¢. 7.

Tabul’ka €. 7: Zlozenie zmesi sekvenacnej PCR

Sité 14 Pipetovany
Pouzité latky p y ;o
objem [ul] Celkovy objem [pl]
BigDye® Terminator v1.1 & v3.1 5x
« 0,75
sekvenacny pufr
BDX64 pufr 0,47
3,50
PCR voda 2,75
Nariedeny sekvenaény kit (Big Dye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ) 0,03
Primer o koncentracii 10 pmol-pl* 0,50 0,50
DNA templat 1,00 1,00
Celkovy objem reakcie 5,00 pul

2. Skumavky s pripravenou zmesou boli umiestnené do termocykléru, v ktorom bol spusteny program

s teplotnym profilom uvedenym v Tabulke €. 8.

Tabulka ¢. 8: Teplotny profil sekvenac¢nej PCR

2

Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
94 2 min 1x
96 10s
50 °C/(1 °C/s) 55 35
60 4 min
10 neobmedzene -

Post-sekvenacéna purifikacia

1. Skumavky boli po sekvenacnej PCR odstranené z termocykléru.

2. K produktu bolo pridanych 22,5 ul SAM Solution a 5 pl Xterminator Solution.

3. Skumavky boli umiestnené na multifunkénej trepacke po dobu 40 mintt pri intenzite otaCok
2700 rpm.

4. Zmes bola nasledne scentrifugovana pri nastaveni 1000 g/2 mintty.
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5. Supernatant bol zo skimaviek preneseny do Cistej 96-jamkovej dosticky urcenej pre SeqStudio.
Sekvenacia

1. Sekvenacia bola vykondvana v kapilarnej elektroforéze SeqStudio pri nastaveni doby nastreku

15 s a doby separacie 3000 s.

5.4.4 MLPA
Denaturacia DNA

1. Do oznacenych 0,2ml skiimaviek bolo napipetovanych 5 ul DNA.
2. Skutmavky s DNA boli prenesené do termocykléru. Bol nastaveny program s teplotnym profilom

uvedenym v Tabulke ¢. 9.

Tabul’ka €. 9: Teplotny profil denaturacie DNA

Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
98 5 min 1x
25 neobmedzene -

Hybridiza¢na reakcia

1. Pre jednu reakciu bol pripraveny hybridizacny master mix zmieSanim 1,5 ul MLPA pufru a 1,5 pl
roztoku probemix.

2. Cely objem hybridiza¢ného master mixu bol prepipetovany do skimavky s denaturovanou DNA.

3. Skuamavky boli vlozené do termocykléru, v ktorom bol nastaveny program s teplotnym profilom
v Tabulke ¢. 10.

Tabul’ka ¢. 10: Teplotny profil hybridiza¢nej reakcie

Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
95 1 min 1x
60 16-20h 1x

Liga¢na reakcia

1. Na jednu reakciu bol pripraveny liga¢ny master mix napipetovanim 25 pl PCR vody, 3 pl Ligase
pufru A, 3 ul Ligase pufru B a 1 pl Ligase-65 enzymu.
2. Skumavky so vzorkami boli po hybridiza¢nej reakcii ponechané v termocykléri pri teplote 54 °C

(vid’ Tabulka ¢. 11).

3. Priamo v termocykléri bolo do kazdej skimavky napipetovanych 32 pl liga¢ného master mixu.
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4.

Po napipetovani ligacného master mixu bol spusteny program termocykléru uvedeny

v Tabulke €. 11.

Tabulka ¢. 11: Teplotny profil ligacnej reakcie

Teplota [°C] Cas Poéet cyklov
54 pauza -
54 15 minut 1x
98 5 minat 1x
20 neobmedzene -

PCR reakcia

Na pripravu PCR master mixu bolo pre kazdu reakciu napipetovanych 7,2 ul PCR vody, 2 ul
SALSA PCR primer mixu a 0,5 pl SALSA polymerazy.

Pri izbovej teplote bolo do kazdej vzorky napipetovanych 10 pl master mixu.

Skumavky boli presunuté do termocykléru, v ktorom bol zapnuty program s teplotnym profilom

uvedenym v Tabulke ¢. 12.

Tabul’ka ¢. 12: Teplotny profil SALSA PCR reakcie

Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
95 30s
60 30s 35x
72 60 s
72 20 min
15 neobmedzene -

Priprava vzorky do kapilarnej elektroforézy

1.

Do prazdnej 1,5ml skimavky bolo napipetovanych 1000 pl formamidu a 22,5 pl GeneScan 500
LIZ Size Standard.

Do pripravenej 96-jamkovej dosticky bolo napipetovanych 14,5 pl roztoku pripraveného
v predchadzajucom kroku a 0,5 pl produktu PCR reakcie.

Dosticka bola prenesena do termocykléru, kde bola inkubovana pri 92 °C po dobu 3 mintt.

Po odstraneni dosticky z termocykléru bola reakcia ukoncena zachladenim v l'adovom kupeli.
Dosticka so vzorkami bola nasledne vlozena do kapilarnej elektroforézy SeqStudio, kde bol

spusteny program s parametrami uvedenymi v Tabulke ¢. 13.
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Tabul’ka €. 13: Parametre kapilarnej elekroforézy

Parameter Nastavena hodnota
Teplota 60 °C
Elektrické napitie nastreku 1,6 kV
Doba nastreku 15s
Elektrické napiitie separacie 15 kV
Cas separacie 28 min

5.4.5 Analyza dat z verifikaénych metéd

1. Vysledky ziskané Sangerovym sekvenovanim boli digitalizované pomocou softwaru SeqScanner.

Kontrola Specifickosti ziskanych sekvencii bola vykonand pomocou online nastroja Blast

allignment.

2. Digitalizacia dat ziskanych pomocou MLPA a porovnanie s kontrolnymi vzorkami bolo vykonané

pomocou programu Coffalyser.
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6 Vysledky

6.1 Analyza variantov v kédujucich oblastiach génov ACAN, COL2AI,
FGFR3, GHR, IGF1, IGFIR, IGFALS, SHOX, NPR2, STAT5B

Pomocou platformy Illumina a Ion Torrent boli analyzované vzorky DNA od 153 pacientov.
Z toho 79 vzoriek DNA pochadzalo od dievc¢at a 67 vzoriek pochédzalo od chlapcov. U 7 analyzovanych
vzoriek neboli dodané idaje o pohlavi ani d’alsie klinické udaje. Vek dievcat sa pohyboval v rozmedzi
26 mesiacov (2 roky 2 mesiace) az 202 mesiacov (16 rokov 10 mesiacov ). Chlapci boli vo veku 25
mesiacov (2 roky 1 mesiac) — 204 mesiacov (17 rokov). Z skore pacientov bolo vypocitané podla
tabuliek zverejnenych na webovej stranke Svetovej zdravotnickej organizacie (z angl. World Health

Organization, WHO). Priemerné Z skore dievcat bolo -1,365 a chlapcov -1,312.

U 63 pacientov neboli detegované ziadne genetické varianty s frekvenciou vyskytu
v populdcii nizSou ako 0,005 (0,5 %). U ostatnych testovanych vzorieck DNA bolo detegovanych 108
variantov (vid’ Priloha 1) s frekvenciou vyskytu nizSou ako 0,005 (podl'a gnomAD). V Tabulke ¢. 14 st

uvedené Statisticky vyznamné varianty s hranicou signifikantnosti Fisherovho exaktného testu p <0,05.

Z vyznamne CastejSich variantov boli zachytené najmé intrénové varianty (27). V exénovej
oblasti bolo zachytenych 23 variantov. Najviac variantov bolo zachytenych v géne ACAN (13)
anajmenej v géne SHOX (1). NajcastejSie bol zachyteny variant NM_001163213.1:¢.740-44T>G
(FGFR3), ktory sa vyskytoval az u 16 pacientov. Ide o variant v intronovej oblasti s neznamou
interpretaciou. Dal§imi podetnymi nalezmi boli varianty NM_013227.3:¢.454+106C>T v ACAN (2);
NM_000875.4:¢c.1194C>T  (2), ¢c.1247+3A>G (4) a  ¢c.641-14C>T (3) VIGFIR;
NM_001146006.1:c.179C>T (2) v IGFALS aNM_012448.3:¢.682-117C>T (2) v STATSB.

Tabulka & 14: Statisticky vyznamné varianty detegované v kodujucich oblastiach génov ACAN,

COL2A41, FGFR3, GHR, IGF1, IGFIR, IGFALS, SHOX, NPR2, STAT5B

. Frekvencia
Potet Frekvencia v Fisher
HGVS Gén Pozicia . v nefinskej
pacientov ., ., testovanom exact test
populacii ,
subore
NM_013227.3:c.1 ,
869T>C ACAN  exon 1 0,0000 0,0065 0,0044
NM 013227.3:c.1 ,
417C>T ACAN  exén 1 0,0000 0,0065 0,0048
NM_013227.4:c.4 ,
150G>A ACAN  exdn 1 0,0000 0,0065 0,0094
NM 013227.3:c.1 ,
527G>A ACAN  exén 1 0,0001 0,0065 0,0120
NM_013227.4:c.6 ,
006A>G ACAN ~ exén 1 0,0001 0,0065 0,0130
NM_013227.3:c.8 ,
20C>T ACAN — exén 1 0,0001 0,0065 0,0170
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NM_013227.3:¢c.6

1860 ACAN  exén 1 0,0001 0,0065 0,0212
NM_(?3173CZ;ZA4:C'2 ACAN exon 1 0,0002 0,0065 0,0253
NM—lo iz?’éié3:°'6 ACAN  exén 1 0,0002 0,0065 0,0320
Nl\gﬁlﬁ)?gﬁc"‘ ACAN  intrén 2 0,0002 0,0131 0,0009
NNII%I_%@%C] ACAN  intrén 1 0,0000 0,0065 0,0081
NM3—8_12372C215:°'6 ACAN  intrén 1 0,0001 0,0065 0,0213
va{ggl_g’gélicj ACAN  intrén 1 0,0001 0,0065 0,0292
NM—Z%?:;M:C'S COL241  exén 1 0,0000 0,0065 0,0013
NM—gleTSi‘é4‘°'3 COL241  exén 1 0,0000 0,0065 0,0048
NM—?ggj:AM COL241  exén 1 0,0001 0,0065 0,0165
NM_001844.5:c.2
679+72_2679+73  COL241  intrén 1 0,0000 0,0065 0.0100

dup
Nl\g;g‘iﬁ“gjfcs COL241  intrén 1 0,0001 0,0065 0,0107
Nl\%gﬂf;;‘f&” COL241  intrén 1 0,0001 0,0065 0,0196
N]\fz—gf)lloififg'l COL241  intrén 1 0,0002 0,0065 0,0402
NM—ggs()éié‘kc'z FGFR3  exén 1 0,0000 0,0065 0,0014
NM;Sg;gj §13 1 FGFR3  exén 1 0,0001 0,0065 0,0158
Nl\%?gg?f? 1 FGFR3  exén 1 0,0001 0,0065 0,0180
Nl:%gg;_lfgczii,l FGFR3 intrén 1 0,0000 0,0065 0,0014
1\%_605011 jg;’%fGl FGFR3  intron 1 0,0000 0,0065 0,0014
1\1:1:/'11_;)261_12603531 FGFR3  intron 1 0,0000 0,0065 0,0027
Nl}gﬁ%{}gggl FGFR3  intron 1 0,0000 0,0065 0,0027
1\{10\'49_303) jzlggélffl FGFR3  intrén 1 0,0001 0,0065 0,0196
Nl\igiqglségffc"‘ FGFR3  intron 1 0,0003 0,0065 0,0482
Nl}fﬁa%l_ﬁﬁlé'l FGFR3  intrén 16 0,0001 0,1046  <0,00001
N¥;2?Bi‘gj?9'2 GHR exén 1 0,0001 0,0065 0,0195
Nfgg%g%fgz GHR intron 1 0,0000 0,0065 0,0027
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NM_000875.4:c.1

L04CaT IGFIR  exoén 2 0,0010 0,0131 0,0101
NM2—4070+038115>‘3:°'1 IGFIR  intrén 4 0,0010 0,0261 0,0000
NMZ??lofgifm IGFIR  intrén 3 0,0011 0,0196 0,0007
Nhig%?ggéigc'3 IGFIR  intrén 1 0,0002 0,0065 0,0384
NM:—C(?{);;éi()Tom IGFALS ~ exén 3 0,0009 0,0196 0,0004
N¥a?g};‘gfgé'2 IGFALS ~ exén 1 0,0001 0,0065 0,0096
va{;?%ééi(é’&l IGFALS ~ exén 1 0,0003 0,0065 0,0460
Nl}gj(;(fi;‘é%(ff'l IGFALS  intrén 1 0,0001 0,0065 0,0196
Nl?/CIjO60:21;1(6}(l(f,1 IGFALS  intron 1 0,0002 0,0065 0,0279
NM_20(;)9322%3;C,* NPR2 ex6n 1 0,0000 0,0065 0,0042
NM—?;);gz?‘c'l NPR2 exon 1 0,0001 0,0065 0,0269
Nh@g%?‘i’%%i‘gc'l NPR2  intron 1 0,0000 0,0065 0,0040
NM§3?559C9§‘°'9 NPR2  intrén 1 0,0000 0,0065 0,0071
N%Tgijggﬁci NPR2  intron 1 0,0003 0,0065 0,0463
NMZZ%@? ©>  SHOX  intrén 1 0,0000 0,0065 0,0040
NM_g%ﬁ&% STATSB  exén | 0,0001 0,0065 0,0207
N]\/g—z()_ﬁ‘;‘éﬁm STATSB  intron 2 0,0000 0,0131 0,0001
NMg—SOjfgéiiCQ STATSB  intrén 1 0,0001 0,0065 0,0197

Boli zachytené 4 varianty, ktoré st podl'a ClinVar klasifikované ako patogénne, a to v génoch
COL241 (NM_001844.5:¢.1636G>A), FGFR3 (NM_001354809.2:¢.943A>Q), GHR
(NM_000163.5:c.440-1G>A) a SHOX (NC_000023.11:2.(?780700) (835572_?)del). Klinické udaje
pacientov, u ktorych boli tieto varianty detegované, st uvedené v Tabulke ¢. 15. Varianty
NM _001844.5:c.1636G>A a NM_000163.5:¢.440-1G>A boli predmetom zaujmu mojej bakalarskej

prace, preto sa nimi tato praca uz nebude d’alej zaoberat’.
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Tabulka €. 15: Patogénne varianty identifikované v testovanom stubore

, Pohlavie oK Viska 0 Viska o
HGVS Gén . pacienta  pacienta R matky
pacienta . skore otca (cm)
(mesiace) (cm) (cm)
NM 001844.5 .
e 1636G>A (0Ll z 88 111 2,1 158 160
NM_ 00135480
92:co43a>G [ OTR3 M 159 1568 0,04 172 180
NM 000163.5
c440-1G>4 MR M 77 111 1,46 160 184
NC 000023.11
:2.(7780700) ( SHOX 4 167 160 -0,96 164 175

835572 ?)del

6.2 Analyza variantov v regula¢nych oblastiach génu SHOX

Celkovo boli varianty v regulacnych oblastiach génu SHOX detegované u 134 pacientov.
Z toho 65 vzoriek bolo od dievéat a 62 od chlapcov. U 7 pacientov neboli dodané idaje o ich pohlavi
a klinickych prejavoch. Vek dievcat sa pohyboval od 39 mesiacov (3 roky 3 mesiace) do 202 mesiacov
(16 rokov 10 mesiacov). Chlapci mali vek od 25 mesiacov (2 roky 1 mesiac) do 213 mesiacov (17 rokov
9 mesiacov). Z skore pacientov bolo vypocitané podl'a tabulick WHO. Priemerné Z skore dievcat bolo
-1,40 a priemerné Z skore chlapcov bolo -1,44. U troch z dievcat a u troch z chlapcov, u ktorych boli
identifikované varianty regulatorov génu SHOX, boli detegované aj patologické nalezy v kodujucich

oblastiach génov (SHOX, FGFR3, COL2A41, GHR).

V Tabulke ¢. 16 st uvedené¢ detegované varianty regulatorov génu SHOX s frekvenciou
v eurdpskej nefinskej populacii nizsou ako 0,005 (0,5 %). Vysledky boli overené metdédami Sangerovho
sekvenovania a MLPA. V nami testovanom subore pacientov sa najéastejSie vyskytoval SNV
X:780728-C-A (vid’ Priloha 2), ktory sa nachadza v CNE7, ato s frekvenciou 0,8806. Najnizsia
detegovana frekvencia bola 0,0075, a td sa vyskytovala az v 31 pripadoch detegovanych variantov.
V deviatich réznych pripadoch bol v testovanom subore pacientov detegovany variant, ktory nie je
v databaze gnomAD zaznamenany. Jeden z detegovanych variantov (X:835501-G-A) sa podla databazy
gnomAD v nefinskej populacii nevyskytuje vobec, ale bol detegovany v africkej/afroamerickej
populécii s frekvenciou 0,0110. Najnizsi pocet detegovanych SNV bol v regulatore CNE-2 a najvyssi
pocet detegovanych SNV bol v regulacnej oblasti CNES.

V Tabulke ¢. 16 st uvedené aj Statisticky vyznamné detegované varianty regulatorov génu
SHOX. U pacientov boli detegované 3 varianty s vysledkom Fisherovho exaktného testu 0 a 15 variantov
so Statistickou vyznamnostou podla Fisherovho exaktného testu <0,00001. Dalie varianty uvedené v
tabul’ke maju vyslednu hodnotu Fisherovho exaktného testu pod nastavenou hranicou signifikantnosti,

p <0,05.
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V Prilohe €. 2 je uvedena tabul’ka so vSetkymi detegovanymi variantmi regulatorov génu

SHOX.

Tabul’ka ¢. 16: Detegované varianty regulatorov génu SHOX s frekvenciou < 0,005 a p <0,05

. Frekvencia .

., o Frekvencia Fisher
Koordinaty Regulator Zmena Pocet v nefinskej exact S/N*
hg19/GhR37 g pacientov %% testovanom

populacii , test
subore
X:398649 CNE-5 C>T 1 N/A 0,0075 - -
X:398703 CNE-5 C>T 6 0,0989 0,0448 0,0397 S
X:398814 CNE-5 G>A 40 0,5628 0,2985 <0,00001 S
X:398866 CNE-5 C>T 1 N/A 0,0075 - -
X:398933 CNE-5 G>A 6 0,0175 0,0448 0,0319 S
X:460339 CNE-3 G>A 23 0,0036 0,1716 <0,00001 S
X:460348 CNE-3 T>A 1 N/A 0,0075 - -
del
X:460386 CNE-3 CCCC 12 0,2438 0,0896 <0,00001 S
X:460522 CNE-3 C>G 1 0,0001 0,0075 0,0178 S
X:460959 CNE-3 G>T 1 0,7748 0,0075 <0,00001 S
X:668403 CNE2 del T 1 0,0013 0,0075 0,1612 N
X:668448 CNE2 C>G 16 0,2132 0,1194 0,0076 S
X:668454 CNE2 A>G 39 0,5817 0,2910 <0,00001 S
X:668583 CNE2 G>A 51 0,8689 0,3806 <0,00001 S
X:694553 CNE3 G 1 N/A 0,0075 - -
X:694762 CNE3 C>A 4 0,0078 0,0299 0,0223 S
X:694994 CNE3 C>A 33 0,4600 0,2463 <0,00001 S
X:714122 CNE4 C>T 1 0,0027 0,0075 0,3137 N
X:714308 CNE4 A>G 1 N/A 0,0075 - -
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X:714359 CNE4 ins A 3 0,0003 0,0224 0,0000
X:714359 CNE4 del A 38 0,4263 0,2836 0,0008
X:714481 CNE4 G>T 1 0,0013 0,0075 0,1664
X:750996 CNES C>G 26 0,0179 0,1940 <0,00001
X:750998 CNES G>C 2 0,0002 0,0149 0,0010
X:751002 CNES G>C 2 N/A 0,0149 -

X:751009 CNES >G 8 0,0203 0,0597 0,0068
X:751011 CNES5 G>T 3 0,1803 0,0224 <0,00001
X:751267 CNES5 C>T 4 0,0096 0,0299 0,0424
X:766320 CNE6 G>C 19 0,2642 0,1418 0,0011
X:780642 CNE7 A>C 1 0,4230 0,0075 <0,00001
X:780758 CNE7 G>A 24 0,2854 0,1791 0,0068
X:780946 CNE7 G>A 1 0,0005 0,0075 0,0690
X:780991 CNE7 del T 26 0,3517 0,1940 0,0001
X:781031 CNE7 G>A 30 0,3779 0,2239 0,0002
X:781139 CNE7 A>T 39 0,4273 0,2910 0,0015
X:811554 CNES C>T 62 0,0327 0,4627 <0,00001
X:811598 CNES der11t12 22 0,0326 0,1642 <0,00001
X:811606 CNES C>T 47 0,6371 0,3507 <0,00001
X:811632 CNES G>T 1 N/A 0,0075 -

X:811692 CNES C>T 4 0,0010 0,0299 0,1350
X:811696 CNES8 G>T 1 0,0008 0,0075 0,1092
X:811698 CNES >G 1 0,0006 0,0075 0,0827

38



X:811962 CNES A>G 47 0,7013 0,3507 <0,00001
X:812287 CNES G>T 15 N/A 0,1119 -

X:812295 CNES A>G 12 N/A 0,0896 -

X:835264 CNE9 C>A 1 0,0010 0,0075 0,1347
X:835295 CNE9 >C 57 0,2505 0,4254 0,0000
X:835370 CNE9 G>A 1 0,0004 0,0075 0,0609
X:835501 CNE9 G>A 1 0,0000 0,0075 0,0087
X:835632 CNE9 G>A 1 0,2521 0,0075 <0,00001

*S/N — signifikantny/nesignifikantny vysledok
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7 Diskusia

Rastova restrikcia je diagnéza s vel'mi heterogénnymi pri¢inami, avSak u mnohych deti sa
predpoklada, ze ich ochorenie ma geneticku etiolégiu. Vd’'aka modernym metédam molekularnej
bioldgie je v sticasnosti detekcia jednotlivych genetickych zmien jednoduchsia a rychlejsia. Korelacia
genetickych nalezov s fenotypom Casto chyba. Doposial’ bolo identifikovanych niekol’ko génov, ktoré

hraji zasadnu rolu v raste, avSak vyznam jednotlivych variantov nie je vzdy znamy (Zhou et al, 2021).

Patogénne varianty v géne COL2A1 sposobuju spektrum vzacnych autozémovo dominantnych
stavov charakterizovanych kostnou dysplaziou, malym vzrastom a senzorickymi defektmi
(Barat-Houari et al., 2016). V tejto praci bol zachyteny heterozygotny variant ¢.410G>A v exone 6. Tato
substitucia vedie k zamene argininu, ktory je silno hydrofilny, za histidin, ktory je aromaticky a viaze
kovalentné kovy (Argl37His). VSetky predikcéné in silico nastroje vypocitali patogénny dopad variantu
na vyslednu Strukturu proteinu. Tento nalez bol popisany uz v minulosti u deti s nizkym vzrastom
v osobnej aj rodinnej anamnéze (Plachy et al., 2019; Plachy et al., 2021; Toni et al., 2024). Da sa
predpokladat’, Ze tento variant vedie k haploinsuficiencii COL2A1, ¢o je jedna z dobre znamych pricin
oslabenia matrix kibovej chrupavky. Haploinsuficiencia COL2A41 tiez mierne ovplyviiuje prediZenie
kosti a je teda spojena s miernej$imi fenotypmi (Barat-Houari et al., 2016). Okrem toho bol najdeny
variant ¢.2679+72 2679+73dup, ktory doposial’ nebol popisany a sicasné in silico predikéné nastroje
neumoznuju odhad dopadu tejto zmeny na vysledny protein. Patogénne varianty lokalizované
v nekodujucich oblastiach su v klinickej praxi opominané (Qian et al., 2021). V tejto praci bolo
zachytenych 26 dalSich vyznamne CcastejSich variantov v oblasti intronov. Niektoré¢ znich boli
interpretované v genetickych databazach ako benigne alebo pravdepodobne benigne na zdklade ACMG
kritérii, predikénych in silico nastrojov, vzdialenosti od kodujucich exénov alebo boli jednoducho
zachytené nahodou pri analyze inych ochoreni (ClinVar, 2024). Obvykle vsak neexistuji funkéné stadie,
ktoré by vyznam variantu potvrdili/vysvetlili (Qian et al., 2021). Riziko chybnej interpretacie, najma
u hlbokych intrénovych variantov, vyplyva z absencie funkénej mRNA analyzy alebo nepoznanych
molekularnych mechanizmov. Prikladom je variant SHOX ¢.544+9C>T, u ktoré¢ho bol preukazany

pokles expresie génu napriek in silico predikovanému benignemu dopadu (Babu et al., 2021).

V tejto praci bol zachyteny variant /GFIR ¢.1247+3 A>G, u ktorého sa taktiez nepredpoklada
klinicky vyznam. Avsak nalez bol pozorovany u Styroch deti s rastovou restrikciou a Statisticky bolo
dokazané, Ze sa v selektovanom stibore nachadza vyznamne castejsie (p >> 0,05). Splice site varianty
mozu narusat’ existujlice miesta zostrihu alebo regulaéné sekvencie splicingu. Ktord z funkcii bude
narusend, je ovplyvnené vzdialenostou SNV od hranice intron-exéon (Abramowicz et al., 2018).
Pritomnost’ SNV v intronovych oblastiach teda méze byt rovnako zavaznd ako SNV v exonovych
oblastiach (Xiong et al., 2015). Receptor /GFIR je zapojeny v signalnej drahe rastového hormonu

a zatial’ Co necitlivost’ na GH samotny sa da 'ahko potvrdit’ biochemickymi testami, narusenie génu
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IGFIR je v tejto chvili odk4zané len na genetické testovanie a dokédzanie stvislosti jeho patogénnych

variantov s rastovou restrikciou (Tillmann et al., 1997).

Podobna situacia je aj u génu NPR2. Jeho heterozygotné varianty so stratou funkcie spdsobuji
maly vzrast s neSpecifickymi kostrovymi abnormalitami a tvoria asi 2 ~ 6 % pripadov idiopaticky
nizkeho vzrastu. Bolo dokazané, ze vécSina variantov NPR2 spojenych s ISS ma za nésledok
abnormalny transport proteinov do plazmatickej membrany, znizent vézobnu afinitu CNP k ligandom
alebo inhibiciu aktivity NPR2. Tieto mechanizmy vedl k vyznamnému znizeniu produkcie cGMP.
Stadie ukazali, e vizba ATP v KHD (z angl. kinase homology domain) je nutna pre senzibilizaciu
NPR, po ktorej nasleduje ligandom indukovana konforma¢na zmena a aktivacia enzymu
(Chen et al., 2023). Tieto poznatky sa zameriavali iba na zmeny ovplyviiujice kodujiuce sekvencie génu.
Pokial' je nam zname, v sii¢asnosti neexistuju ziadne poznatky o dopade variantov v promotorovej
oblasti génu. V tejto praci bol zachyteny variant ¢.*209A>G, ktory sa nachadza v 5° UTR. Obecne plati,

ze tieto varianty mozu ovplyvnit’ expresiu samotného génu (Einarsson et al., 2022).

Roézne formy nizkeho vzrastu spdsobuju aj patogénne varianty FGFR3, u ktorych najmenej
zavaznym fenotypom je hypochondroplazia (OMIM 146000, autozémovo dominantna dedi¢nost)
(Kant, 2015). Obecne plati, ze jeho aberacie udrzuju receptor FGFR3 v aktivnom stave, ¢o vedie
k neustalej stimulacii ,,downstream® modulatorov a signalnej drdhy, ¢im abnormélne inhibuje

biologické aktivity chondrocytov (Chen et al., 2017).

Variant identifikovany v géne FGFR3 NM 001354809.2:¢.943A>G sa v databaze ClinVar
neuvadza, ale podla predikénych nastrojov je povazovany za patogénny. Nositel' tohto variantu je
muzského pohlavia. Pacient trpi oneskorenym rastom kosti, oneskorenym rozvojom motorickych a
reCovych schopnosti a nerovnomernym rastom zubov. Tieto klinické priznaky st velmi podobné
priznakom LADD syndromu 2 (OMIM: 620192), ¢o je autozémovo dominantné ochorenie sposobené
substitaciou kyseliny aspardgovej aminokyselinou asparagin (Asp513Asn) v konzervovanej
tyrozinkindzovej-1 doméne (Rohmann et al., 2006). Dalej boli vtomto géne najdené varianty
c.2005C>G ac. 1663G>A (alias c.1657G>A). Obe sa nachadzaju v proteinkinazovej doméne. Bola
vyslovena hypotéza, Ze aberacie tejto oblasti stabilizuju dimérny stav receptoru v nepritomnosti ligandu.
Nasledne dochadza k vyssej fosforylacii nez u jedincov s wild type variantami (Sarabipour et al., 2013).
Okrem toho bol v subore pacientov s vysokou frekvenciou zachyteny aj d’alsi variant génu FGFR3
(NM_001163213.1:¢.740-44T>Q), ktory bol zachyteny az u 16 pacientov. Ide o variant, ktory sa v

databédze ClinVar nenachadza, jeho interpretacia je teda nezndma.

Zna¢na cCast’ tejto prace sa venovala oblastiam génu SHOX. Tento lokus je nachylny
k deléciam/duplikaciam, kvoli vysokému vyskytu opakovanych sekvencii v PAR1 (z angl.
pseudoautosomal region 1). Tato situacia predisponuje k nealelickej homologickej rekombinacii,

veducej k vysokému percentu rekombinantnych frakcii (Fukami et al., 2015). Samotny gén je obklopeny
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hlboko evolu¢ne konzervovanymi oblastami. Regulacné funkcie transkripcie génu boli popisané
u CNE-5, CNE-3, CNE-2, CNE4, CNE5 a CNES. Zatial' co CNE2, CNE3, CNE6, CNE7 a CNE9
neprejavuju ziadne regulacné funkcie pri transkripeii génu SHOX (Gherlan, 2023). AvSak vo vsetkych
tychto oblastiach boli popisané patogénne CNV, ktoré viedli k abnormalnemu fenotypu

(Capone et al., 2010; Hirschfeldova et al., 2017; Spurna et al., 2022; Capkova et al., 2020).

Detegovany patogénny variant génu SHOX (NC_000023.11:g.(?780700) (835572 _?)del) bol
u pacientky vo veku 13 rokov a 11 mesiacov. U pacientky bola pritomna Madelungova deformacia,
ktord  je priznacnd  pre pritomnost  patogénnych variantov SHOX. Variant
NC 000023.11:2.(?780700) (835572 ?)del sa nachadza v regulacnej oblasti génu SHOX a zasahuje
oblasti regulatorov CNE7, CNE8 a CNE9. CNV, ktoré narusaju CNE, by mohli mat’ potencidlne
fenotypové UcCinky podobné tym, ktoré maji zmeny v samotnom géne (Spurna et al., 2022).
Fukami et al. (2015) dokazali, ze CNE9 je potencialne vdzobné miesto pre proteiny HOXA9, HOXB9,
PBX1, MEISI a pre komplexy ako PBX1-HOXA9 a MEIS1-HOXAO9. Tieto komplexy sl nevyhnutné

pre vyvoj kostry.

Dalej bolo popisanych devit iplne novych variantov — tri v CNES, dve v CNE-5 a po jednej
v CNE-3, CNE3, CNE4 av CNES. Statisticky vyznamné varianty boli najéastejsie zachytené
v oblastiach CNES a CNE-7. Naopak v CNE-2 sa ziadne varianty nevyskytovali vyznamne CastejSie nez
v europskej nefinskej populacii. Tato praca je prva, ktora zmapovala SNV v oblastiach regulacnych
elementov v skupine jedincov s rastovou restrikciou. Ukazuje sa, Ze sledovanie variantov vo vysoko
konzervovanych regulacnych oblastiach je rovnako dolezité ako sledovanie variantov v kodujucich
oblastiach. Regulatory génu SHOX su stale malo preskimané a publikované prace sa venuji najméa

monitorovaniu CNV v tychto oblastiach (Verdin et al., 2016; Gherlan et al., 2023).

Odhalenie vyznamu jednotlivych variantov je obmedzené chybajucimi funkénymi
a klinickymi $tadiami. Genetické testovanie vSak stale patri k metddam prvej vol'by pri diagnostike ISS

a napomaha s vyberom vhodného lieCebného postupu (Dauber et al., 2014; Zhou et al., 2021).
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8 Zaver

V sledovanom panely génov suvisiacich s fyziologickym rastom dietata bolo detegovanych
viacero Statisticky vyznamnych variantov klasifikovanych ako VUS. Téato praca teda podciarkuje
dolezitost’ novych informacii o tychto variantoch, ako aj potrebu sledovania korelacie medzi fenotypom
a pritomnym variantom. Dalsim prinosom prace je zachyt novych variantov v regulaénych oblastiach

génu SHOX. Detegované varianty poskytuju namet na d’alsie klinické stadie.
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10 Prilohy
Priloha 1: Tabulka detegovanych variantov génov ACAN, COL2AIl, FGFR3, GHR, IGF1, IGFIR,

IGFALS, SHOX, NPR2, STAT5B s frekvenciou v populacii nizsou ako 0,005.

Priloha 2: Tabul’ka detegovanych variantov v regulatoroch génu SHOX.
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Priloha 1: Tabul'ka detegovanych variantov génov ACAN, COL2A41, FGFR3, GHR, IGF1, IGFIR, IGFALS, SHOX, NPR2, STAT5B s frekvenciou v populacii

nizSou ako 0,005.
- « Frekvenciav Frekvenciav .
HGVS Gén  Pozicia Interpretacla T_yp Aminokyselina Pf)cet nefinskej testovanom Fisher exact
variantu variantu pacientov . s , test
populacii subore
negativny - - - - - 63 - - -
NM_OlSZZgﬁIﬁC'454+1O6 ACAN intron neznama - - 2 0,0002 0,0131 0,0009
NM_013227.3:c.1869T>C ACAN exon benigna synonymny p.Tyr623= 1 0,0000 0,0065 0,0044
NM_013227.3:c.1417C>T  ACAN exon neznama missense p.His473Tyr 1 0,0000 0,0065 0,0048
NM—01§§2C7>'3T’:°'7189' ACAN  intrén  nezndma - - 1 0,0000 0,0065 0,0081
NM_013227.4:c.4150G>A ACAN exon neznama missense p.Alal384Thr 1 0,0000 0,0065 0,0094
NM_013227.3:c.1527G>A  ACAN exon neznama synonymny p.Ser509= 1 0,0001 0,0065 0,0120
NM_013227.4:c.6006A>G ACAN exoén neznama synonymny p.Pro2002= 1 0,0001 0,0065 0,0130
NM_013227.3:c.820C>T  ACAN exon neznama missense p.Arg274Trp 1 0,0001 0,0065 0,0170
NM_013227.3:c.6486C>T ACAN exon neznama synonymny p.Ser2162= 1 0,0001 0,0065 0,0212
NM_013227.3:¢.630- ACAN intron neznama - - 1 0,0001 0,0065 0,0213
27C>G
NM_013227.4:c.2037G>A  ACAN exon benigna synonymny p.Ala679= 1 0,0002 0,0065 0,0253
NM_013227.3:¢.7189- ACAN intron neznama - - 1 0,0001 0,0065 0,0292
55G>A
NM_013227.3:c.6142C>G  ACAN exon neznama missense p.Pro2048Ala 1 0,0002 0,0065 0,0320
NM_013227.3:c.3751G>A ACAN exon neznama missense p.Alal251Thr 1 0,0000 0,0065 0,1136
NM_013227.3:¢.2027- ACAN intron neznama - - 1 0,0014 0,0065 0,1953
65G>A
NM_013227.3:c.230G>A  ACAN exon neznama missense p.Arg77His 1 0,0019 0,0065 0,2586
NM_013227.3:c.4525C>T ACAN exon neznama missense  p.Leul509Phe 1 0,0033 0,0065 0,3955
NM_001135.3:c.4264A>G ACAN exon neznama missense p.Thrl422Ala 1 0,0039 0,0065 0,4528




NM_001844.4:c.3436-

A0CST ACAN  intron neznama - - 1 N/AD 0,0065 -
NM _013227.3:c.206T>A  ACAN exon neznama missense p.Leu69GIn 1 N/AD 0,0065 -
NM_013227.3:c.3771C>G  ACAN exon neznama missense  p.Aspl257Glu 1 N/AD 0,0065 -
NM—01322T7>'3(’5:°'7105+44 ACAN  intron  neznama - - 5 N/AD 0,0327 ;
NM_013227.3:c.71- s, . 1
189 71-187delinsGA ACAN intron neznama - - 1 N/A 0,0065 -
NM_001844.4:c.846C>T COL2A1 ex6n neznama synonymny p.Gly282= 1 0,0000 0,0065 0,0013
NM_001844.4:c.3642T>C COL2A1 ex6n neznama synonymny p.Prol214= 1 0,0000 0,0065 0,0048
NM_001844.5:¢.2679+72_ S, . ) )
2679+73dup COL2A1 intron neznama 1 0,0000 0,0065 0,0100
NM_OOlSLléjliC'3273+34 COL2A1 intréon neznama - - 1 0,0001 0,0065 0,0107
NM_001844.4:c.410G>A COL2A1 exén neznama missense p.Argl37His 1 0,0001 0,0065 0,0165
NM_001844.5:¢.2302- S, .
109T>C COL2A1 intron neznama - - 1 0,0001 0,0065 0,0196
NM_001844.5:¢.1420- s .
105ASC COL2A1 intrén neznama - - 1 0,0002 0,0065 0,0402
NM—00184G4>"X°'1527+72 COL2ALl intrén  neznima ; ; 1 0,0004 0,0065 0,0668
NM_001844.4:c.3887- COL2A1 intréon neznama - - 1 0,0033 0,0065 0,3939
44G>A
NM_001844.4:c.*111C>T COL2Al exén neznama - - 1 N/AD 0,0065 -
NM_001844.4:c.*231C>A COL2A1 ex6n neznama - - 1 N/AD 0,0065 -
NM—00184C§‘:}F:°'1221+11 COL2AL intrén  neznima ; ; 1 N/AD 0,0065 i
NM_001844.4:c.2518- . . ) ) )
69 2518-68iNVTG COL2A1 intrén neznama 1 N/A 0,0065 -
NM_001844.4:¢c.3328- S, . ) ) 1
2AAST COL2A1 intron neznama 1 N/A 0,0065 -
NM_001844.4:c.4136G>T COL2A1 exo6n neznama missense  p.Argl379Leu 1 N/AD 0,0065 -
NM_001844.5:c.1636G>A COL2A1l ex6én patogénna missense p.Gly546Ser 1 N/AD 0,0065 -




NM_001844.5:c.1680+8_1

M 14 7 - - 1) _
680+9delGCinsTA COL2A1 intrén neznama 1 N/A 0,0065
NM_OOllfggi?_.l:c.ZOB?- FGFR3 intrén neznama - - 1 0,0000 0,0065 0,0014
NM_000142.4:c.2005C>G FGFR3  ex6n neznama missense p.Arg669Gly 1 0,0000 0,0065 0,0014
NM—0011§33§%1:C'1651+ FGFR3 intrén  nezndma ; ; 1 0,0000 0,0065 0.0014
NM—00112%3§5;1:C'1966' FGFR3 intron  nezndma . . 1 0,0000 0,0065 0,0027
NM—Omiggilg'l:CﬁlG' FGFR3 intrén  nezndma ; ; 1 0,0000 0.0065 0.0027
NM—001163§13'1:C'69G> FGFR3  ex6n benigna synonymny p.Glu23= 1 0,0001 0,0065 0,0158
NM—001123>2i3'1:C'1663 FGFR3 cxén  neznma  missense  p.Val555Met 1 0,0001 0,0065 0,0180
NM_OOllgg(Z:J;?l:C.930+2 FGFR3 intrén neznama - - 1 0,0001 0,0065 0,0196
NM—OOOMGZ:EF:C"“‘E’”ZE’ FGFR3 intrén  nezndma ; ; 1 0,0003 0,0065 0,0482
NM—0011%3>2'13'1:C'2278 FGFR3 exon neznama missense p.Asp760Asn 1 0,0004 0,0065 0,0614
NM_001163213.1:c.1273-  torps  ingrén  neznama ] ] 1 0,0008 0,0065 0.1205
85C>A

NM_000142.4:c.678C>T FGFR3  ex6n benigna synonymny p.Tyr226= 1 0,0021 0,0065 0,2703
NM—0011663T2>1§'1:C'615+1 FGFR3 intrén  neznama ; ; 1 0.003867 0,0065 0,4482

NM_O%011é§£:C.931- FGFR3 intron neznama - - 1 0,0070 0,0065 1,0000
NM—001351§)9'2:C'943A FGFR3  ex6n patogénna missense p.Asn315Asp 1 N/AD 0,0065 -
NM—001L1123;2>1(§"'1:°'740' FGFR3 intron  nezndma - - 16 0,0001 0,1046 <0,00001
NM_001242399.2:.896+2  p ingén nezndma - - 1 0,0000 0,0065 0,0027

2T>C




NM_000163.5:c.440-

LGoA GHR  intrén  patogénna - - 1 0,0000 0,0065 0,0040
~nx
NM_OOlZAéZS_IQ_Q.Z.C. 104 GHR exon neznama - - 1 0,0001 0,0065 0,0195
NM—00124i3Agg'2:C'707G GHR  exon  nezndma  missense  p.Arg236His 1 0,0010 0,0065 0,1448
NM—00124§3AQQ'2:C'294T GHR  exén  nezndma  synonymny  p.Throg= 1 0,0014 0,0065 0,1888
NM_001242399.2:c.288- . ,
214T>C GHR intron neznama - - 1 0,0022 0,0065 0,2923
NM—00124§%99'2:°'432T GHR  ex6n  nezndma  missense  p.Aspld4Glu 1 N/AD 0,0065 ;
NM—001111C2;83'3:C'45C> IGF1 exon neznama missense p.Cys15Trp 1 0,0005 0,0065 0,0743
NM—000875;'§:°'1247+3A IGFIR  intron  neznama - - 4 0,0010 0,0261 0,0000
NM_000875.5:c.641- IGFIR  intrén neznama - - 3 0,0011 0,0196 0,0007
14C>T
NM_000875.4:c.1194C>T IGF1R exon neznama synonymny p.Ser398= 2 0,0010 0,0131 0,0101
NM_000875.5:¢.3458- IGF1R  intron neznama - - 1 0,0002 0,0065 0,0384
27G>C
NM_000875.5:
C.2956+36_2956+37insGG IGFIR  intron  neznima - - 1 0,0005 0,0065 0,0692
C
NM_0008755:c.3588-  |oeqp ingron nezndma ; ; 2 0.0043 0.0131 0.1392
31C>G
NM—OOOSES;A'G:C'MGZ-HS IGFIR  intrén neznama - - 1 0,0020 0,0065 0,2659
NM_000875.5:c.1532G>A IGF1R exon neznama missense p.Arg511Gin 1 0,0029 0,0065 0,3627
NM_000875.4:c.2783- . , b
53 2783-52invTG IGFIR  intrén neznama - - 2 N/A 0,0131 -
NM_000875.5:c-57C>T  IGFIR  exon  neznama - - 1 N/AD 0,0065 -
NM_001146006.1:c179C | ccpls  exén  nezndma  missense  p.Pro6OLeu 3 0,0009 0,0196 0,0004

>T




NM_001146006.2:¢.1319

oA IGFALS exén  nezndma missense  p.Argd40His 1 0,0001 0,0065 0,0096
NM_OO;%@?&Q?'LC'N_ IGFALS intron neznama - - 1 0,0001 0,0065 0,0196
NM—OOM“SS%'LC'W’” IGFALS intrén  nezndma - - 1 0,0002 0,0065 0,0279
NM—00114E%O6'1:C'768C IGFALS  exdén neznama synonymny p.Ala256= 1 0,0003 0,0065 0,0460
NM—OOH‘(?BXG'LC'RZZ IGFALS ex6n  nezndma  missense  p.AspBO8AsN 1 0,0014 0,0065 0,1913
NM—OOH‘?fgalzc'lMl IGFALS exén  nezndma missense  p.Leud91Val 1 0,0017 0,0065 0,2256
NM—0011‘(1§£.?6'2:C'1817 IGFALS  ex6n neznama missense p.Gly606Val 1 N/AD 0,0065 -
NG _011778.1:g.3807C>T IGFALS 5UTR  neznima ; ; 1 N/AD 0,0065 )
NM_003995.3:¢.1558- NPR2 intréon neznama - - 1 0,0000 0,0065 0,0040
18T>C
NM_003995.3:c.*209A>G  NPR2 exon neznama - - 1 0,0000 0,0065 0,0042
NM_003995.3:¢.988- NPR2 intréon neznama - - 1 0,0000 0,0065 0,0071
45C>T
NM_003995.3:c.1572C>T  NPR2 exon neznama synonymny p.Tyr524= 1 0,0001 0,0065 0,0269
NM—°039%5>'3;C'2712+49 NPR2  intrén  neznima ; ; 1 0,0003 0,0065 0,0463
NM—0039$>'2C'2643+39 NPR2 intron neznama - - 2 0,0037 0,0131 0,1134
NM—°039%5>"XC'2372+18 NPR2  intrén  neznima ; ; 1 0,0009 0,0065 0,1338
NM—Oosgfjf:c'””' NPR2  intrén  nezndma - - 1 N/AD 0,0065 ;
NM—OO39$’>%C'2372+45 NPR2  intron neznama - - 1 N/AD 0,0065 -
NM_003995.3:¢.667+109 NPR2 intrén neznama - - 1 N/AD 0,0065 -

G>A




NM_003995.3:¢c.987+37G

SA NPR2 intron neznama - - 1 N/AD 0,0065 -
N M_006369§Sﬁ -€.988- NPR2 intron neznama - - 1 N/AD 0,0065 -
NM—OOO451'T3:°'544+90> SHOX intron  nezndma ; ; 1 0,0000 0,0065 0,0040
NM_000451.3:c.-9delG SHOX exOn neznama - - 1 0,0009 0,0065 0,1287
NM_006883.2:c.676T>C  SHOX  exén  nezndma stop loss p'Ter%szzrg‘aXt 1 0,0024 0,0065 0,3132
NM_006883.2:c.*554G>C SHOX exon neznama - - 1 0,0053 0,0065 0,5608
NC_000023.11:9.(?780700 ., . )
) (835572 ?)del SHOX intréon patogénna CNV 1 0,0028 0,0065 2,3x
NC_000023.11:g.(? 85058 . , ] ] ]
1) (1029698 ?)del SHOX  intron neznama CNV 1 0,0065
NM _012448.3:c.682- . ,
117C>T STAT5B  intron neznama - - 2 0,0000 0,0131 0,0001
NM—01244§§:C'285+76C STAT5B  intrén  neznama - - 1 0,0001 0,0065 0,0197
NM_012448.3:c.637G>T STAT5B  exo6n neznama missense p.Ala213Ser 1 0,0001 0,0065 0,0207
NM—01244(?;3¥°'2077+93 STATSB intrén  nezndma ; ; 2 0.0024 0.0131 0.0551
N M—01244i'(3:: C285+24A  o1pT5R intron neznama - - 1 N/AD 0,0065 -
NM_012448.3:¢.990- - , ] ] 1) .
73ASC STAT5B  intron neznama 1 N/A 0,0065
NM—°124408>"EC'1169+38 STATSB intrén  nezndma ; ; 1 N/AD 0.0065 ;

D N/A — frekvencia variantu v nefinskej populacii nie je dostupna (prvy zachyt), a tak nebol vyhodnocovany Fisher Exact Test.

2 Ide o CNV variant, ktorych frekvencia je pre ich rozliéna velkost' tazko uréitelnd. Uvedena frekvencia bola ziskana z Database of Genomic Variants

(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) a zachytava celkovu frekvenciu v populacii. Pre absenciu potrebnych tidajov nebol pocitany Fisher Exact Test.



http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home

Priloha 2: Tabul'ka detegovanych variantov v regulatoroch génu SHOX.

Koordinaty Regulitor Zmena Ppéet Frekvencia v,n.e’finskej Frekvencia} v testovanom Fisher exact
hgl19/GhR37 pacientov populacii stubore test

X:398649 CNE-5 C>T 1 N/AD 0,0075 -
X:398703 CNE-5 C>T 6 0,0989 0,0448 0,0397
X:398814 CNE-5 G>A 40 0,5628 0,2985 < 0,00001
X:398826 CNE-5 G>T 14 0,1358 0,1045 0,3737
X:398866 CNE-5 C>T 1 N/AD 0,0075 -
X:398875 CNE-5 G>A 6 0,0437 0,0448 0,8324
X:398933 CNE-5 G>A 6 0,0175 0,0448 0,0319
X:460339 CNE-3 G>A 23 0,0036 0,1716 < 0,00001
X:460348 CNE-3 T>A 1 N/AD 0,0075 -
X:460386 CNE-3 del CCCC 12 0,2438 0,0896 < 0,00001
X:460522 CNE-3 C>G 1 0,0001 0,0075 0,0178
X:460959 CNE-3 G>T 1 0,7748 0,0075 < 0,00001
X:516751 CNE-2 G>C 11 0,0451 0,0821 0,0558
X:517106 CNE-2 ins G 5 0,0274 0,0373 0,4214
X:517191 CNE-2 del T 1 0,0067 0,0075 0,5946
X:668403 CNE2 del T 1 0,0013 0,0075 0,1612
X:668448 CNE2 C>G 16 0,2132 0,1194 0,0076
X:668454 CNE2 A>G 39 0,5817 0,2910 < 0,00001
X:668469 CNE2 ins C 18 0,1111 0,1343 0,4062
X:668583 CNE2 G>A 51 0,8689 0,3806 < 0,00001
X:694553 CNE3 T>G 1 N/AD 0,0075 -
X:694614 CNE3 ins A 2 0,0240 0,0149 0,7738
X:694762 CNE3 C>A 4 0,0078 0,0299 0,0223
X:694994 CNE3 C>A 33 0,4600 0,2463 < 0,00001
X:714104 CNE4 del A 5 0,0315 0,0373 0,6169

X:714115 CNE4 ins T 20 0,1256 0,1493 0,4308




X:714122 CNE4 C>T 1 0,0027 0,0075 0,3137
X:714167 CNE4 T>C 8 0,0837 0,0597 0,4306
X:714285 CNE4 del A 6 0,0229 0,0448 0,1332
X:714308 CNE4 A>G 1 N/AD 0,0075 -
X:714359 CNE4 ins A 3 0,0003 0,0224 0,0000
X:714359 CNE4 del A 38 0,4263 0,2836 0,0008
X:714481 CNE4 G>T 1 0,0013 0,0075 0,1664
X:750834 CNE5 G>A 2 0,0365 0,0149 0,2454
X:750899 CNES G>C 2 0,0061 0,0149 0,2018
X:750996 CNE5 C>G 26 0,0179 0,1940 < 0,00001
X:750998 CNES G>C 2 0,0002 0,0149 0,0010
X:751002 CNE5 G>C 2 N/AD 0,0149 -
X:751009 CNES >G 8 0,0203 0,0597 0,0068
X:751011 CNES G>T 3 0,1803 0,0224 < 0,00001
X:751096 CNE5 C>G 2 0,0104 0,0149 0,4400
X:751132 CNES C>T 1 0,0064 0,0075 0,5772
X:751205 CNE5 C>T 1 0,0084 0,0075 1,0000
X:751267 CNE5 C>T 4 0,0096 0,0299 0,0424
X:751678 CNES G>C 1 0,0065 0,0075 0,5873
X:765723 CNE6 A>T 1 0,0355 0,0075 0,0944
X:766190 CNEG6 G>A 3 0,0070 0,0224 0,0710
X:766263 CNEG6 C>A 1 0,0082 0,0075 1,0000
X:766320 CNEG6 G>C 19 0,2642 0,1418 0,0011
X:780642 CNE7 A>C 1 0,4230 0,0075 < 0,00001
X:780728 CNE7 A>C 118 0,7311 0,8806 0,0000
X:780758 CNE7 G>A 24 0,2854 0,1791 0,0068
X:780832 CNE7 A>C 13 0,1592 0,0970 0,0564
X:780946 CNE7 G>A 1 0,0005 0,0075 0,0690
X:780959 CNE7 del GG 26 0,2042 0,1940 0,8302
X:780991 CNE7 del T 26 0,3517 0,1940 0,0001




X:781031 CNE7 G>A 30 0,3779 0,2239 0,0002
X:781139 CNE7 A>T 39 0,4273 0,2910 0,0015
X:781162 CNE7 G>A 3 0,0133 0,0224 0,2668
X:811516 CNES8 C>T 1 0,0124 0,0075 1,0000
X:811554 CNES8 C>T 62 0,0327 0,4627 < 0,00001
X:811598 CNES8 del 12 nt 22 0,0326 0,1642 < 0,00001
X:811606 CNES8 C>T 47 0,6371 0,3507 < 0,00001
X:811630 CNES8 T>C 1 0,0104 0,0075 1,0000
X:811631 CNES8 G>A 1 0,0101 0,0075 1,0000
X:811632 CNES8 G>T 1 N/AD 0,0075 -
X:811633 CNES G>A 1 0,0224 0,0075 0,3753
X:811653 CNES8 C>T 1 0,0110 0,0075 1,0000
X:811692 CNES8 C>T 4 0,0010 0,0299 0,1350
X:811696 CNES8 G>T 1 0,0008 0,0075 0,1092
X:811698 CNES8 >G 1 0,0006 0,0075 0,0827
X:811957 CNES8 T>C 1 0,0379 0,0075 0,0660
X:811962 CNES8 A>G 47 0,7013 0,3507 < 0,00001
X:811972 CNES8 C>T 3 0,0304 0,0224 0,8009
X:812287 CNES8 G>T 15 N/AD 0,1119 -
X:812295 CNES8 A>G 12 N/AD 0,0896 -
X:835264 CNE9 C>A 1 0,0010 0,0075 0,1347
X:835295 CNE9 T>C 57 0,2505 0,4254 0,0000
X:835370 CNE9 G>A 1 0,0004 0,0075 0,0609
X:835501 CNE9 G>A 1 0,0000 0,0075 0,0087
X:835551 CNE9 G>T 11 0,0807 0,0821 0,8738
X:835632 CNE9 G>A 1 0,2521 0,0075 < 0,00001

D N/A — frekvencia variantu v nefinskej populacii nie je dostupna (prvy zachyt), a tak nebol vyhodnocovany Fisher Exact Test.



