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Abstrakt

Odontogeneze je pomérné slozity a dlouhodoby proces. Zakladem molekularniho
fizeni a kontroly procesu jsou recipro¢ni interakce mezi epitelidlni a mezenchymalni tkani.
Vse je dokonale geneticky naplanovano, vCetné poctu, tvaru a ulozZeni jednotlivych zubt.
V dnesni dobé¢ je znamo pies 350 gentl, které se podili na vzniku a vyvoji dentice u savcu.

Jednim z téchto genli je gen pro ectodysplasin A (EDA). Mutace v genu pro EDA
jsou mimo jiné spojovany s defektnim vyvojem zubli a dentdlnimi agenezemi. Cilem
diplomové préace byla analyza exonovych sekvenci genu pro EDA u vzorkit DNA osob,
u kterych byla stanovena diagn6za dentalni ageneze.

Ve ¢tvrtém exonu genu pro EDA byl identifikovdn homozygotni inzeré¢né-dele¢ni
polymorfismus v pozici g.70027876-70027918 s rizikovou dele¢ni alelou D, ktery
nezpusobuje posun cCtecitho ramce. Ve stejném exonu se nachazela také potencialni
homozygotni zaména A/T v pozici 581, ktera neovliviiuje kodovani aminokyselin.

Zbylé mutace byly nalezeny v nekddujici 3°-UTR oblasti osmého exonu genu
pro EDA. Negjcastéj$Sim pripadem byla detekce heterozygotniho stavu nebo homozygotni
zamény T/G v pozici 70038665. nukleotidu gDNA. Dale byla identifikovana heterozygotni
1 homozygotni substituce cytosinu za thymin na nukleotidové pozici 70037013 gDNA,
heterozygotni mutace g.70037030C>T a homozygotni zaména g.70037349G>A.



Abstract

Odontogenesis is quite complex and long-term process. The basis of molecular
management and control mechanisms of the process is reciprocal interactions between
epithelial and mesenchymal tissues. Everything is perfectly genetically planned, including
the number, shape and position of each individual tooth. Nowadays, it is known over
350 genes involved in the genesis and development of dentition in mammals.

One of these genes is the gene for ectodysplasin A (EDA). Mutations in this gene
are, besides other things, associated with a defective development of teeth and dental
ageneses. The aim of the Master’s thesis was an analysis of exon’s sequences of the gene
for EDA on DNA samples of persons that have been diagnosed with dental agenesis.

In the fourth exon of EDA’s gene was identified homozygous insertion/deletion
polymorphism in position g.70027876-70027918 with risk deletion allele D which doesn’t
cause shifting of the reading frame. Potential homozygous substitution A/T in position 581
was found in the same exon and does not affect the coding of amino acids.

The remaining mutations were found in the non-coding 3'-UTR region of the eighth
exon of the EDA gene. The most frequent case was the detection of heterozygous
or homozygous mutation T/G in nucleotide position 70038665 gDNA. Furthermore,
heterozygous and homozygous substitution of cytosine to thymine in position 70037013
gDNA, heterozygous mutation g.70037030C>T and homozygous substitution
g.70037349G>A were identified.
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Zasady pro vypracovani:

Hypodoncie a oligodoncie patfi mezi poruchy vyvoje dentice. Z molekularniho hlediska jde
Casto o mutace v genech, které zasahuji do vyvoje zubnich zakladd.

Cilem diplomové prace bude studium sekvence DNA genu pro EDA ve vztahu k hypodoncii na
souboru 50 pacientll. Soucasti prace bude analyza DNA pomoci ¢tyfkapilarniho DNA
sekvendtoru ABI3130 a sekvendatoru na bazi NGS. Vysledné sekvence budou srovnény se
standardnimi sekvencemi a nové polymorfizmy a mutace budou popsany z hlediska moZné
zmény struktury a funkce mRNA, moznych zasaht do miRNA regulaci a zmén exprese a

struktury proteinu. Prace navazuje na spolupraci s klinickymi pracovisti.
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1 UVOD

Lidsky chrup jiz od pradavna hraje nezastupitelnou roli v zivoté Cclovéka.
V davnych dobéch zaviselo preziti jedince mimo jiné na schopnosti umeét pfijimanou stravu
pirevazné v syrovém stavu kvalitné zpracovat rozzvykdnim v dutin€é ustni. Dnes jsou
vSechny moZzné potraviny bézn¢ dostupné v pramyslové zpracované a mnohem
straviteln€j$i formé, proto k ndleZitému rozmélnéni jednotlivych soust neni zapotiebi tolik
usili jako tomu bylo diive a chrup si tak déle zachovava svoji funk¢nost a vitalitu.

Neméné dulezitou funkci zubt je jejich vyznam pii spravné artikulaci. Schopnost
mluveni je zaloZzena kromé jiného na postaveni zubii v dutin€ ustni. Souhra pohybt jazyka
a rta a poloha zubii zasadné¢ ovliviluji srozumitelnost fec¢i a piispivaji ke kvalité
komunikace mezi jedinci.

V posledni dobé¢ je velky diiraz kladen na esteticnost chrupu, ktery se velkou mérou
podili na celkovém vzhledu nasi tvare a na tom, jak pisobime na své okoli.

Deformace ¢i ztrata chrupu v podobé dentélnich agenezi mohou vyznamné piispét
k poskozeni kvality Zivota ¢lovéka a v neposledni fad¢ 1 ke snizeni jeho sebevédomi a s tim
spojenymi piipadnymi psychickymi problémy. V poslednich letech probihaji intenzivni
vyzkumy zabyvajici se problematikou dentdlnich agenezi, které se snazi o nalezeni
korelaci mezi molekuldrni podstatou odontogeneze a mutacemi v genech, které se podili
na embryondlnim vyvoji zubli. Gen pro ectodysplasin A (EDA) je jednim z gend, ktery se
ucastni ranych fazi odontogeneze. Bylo prokazéano, ze mutace v tomto genu mohou sehrat

svoji roli v patogenezi dentdlni ageneze.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 LIDSKA DENTICE

Pojem lidsky chrup neboli dentice je definovan jako pocet a usporadani zubu jako
celku v dutin€ Gstni, rovnéz zahrnuje proces profezavani chrupu (erupce) [1].

Vsechny zuby jsou ukotveny v zubnich jamkéach nazyvanych zubni alveoly
a uspotfadany do dvou bilateralné symetrickych oblouk umisténych na maxilérni (horni
celist) a mandibularni kosti (dolni ¢elist) [2].

Chrup ¢loveka je heterodontni. Jednotlivé typy zubii jsou morfologicky rozliSeny
aplni odlisné¢ funkce pifi mechanickém zpracovani piijimané potravy v dutingé Ustni.
Prvnim typem zubti jsou tezaky (dentes incisivi), které maji dlatovitou korunku a zplostély
koten. Jejich funkci je ukusovani sousta. Druhym typem zubu jsou $pi¢aky (dentes canini),
které se vyznacuji dlouhym kofenem a jejich tkolem je uchopovani a trhani sousta.
Neméné dulezitymi typy zubl jsou tfenové zuby (dentes premolares) s jednim kofenem a
dvéma hrboly na korunce, a stolicky (dentes molares), které se vyznacuji ptitomnosti dvou
az ttech kotend a Ctyfmi az péti hrbolky na korunce. Posledni dva jmenované typy zubu
slouzi k jemnému rozméliovani potravy [3], [4].

Prvni dentice jinak oznaovand jako chrup docasny (téZ chrup mlécny) se sestava
ze souboru 20 zubt, ktery zahrnuje 8 fezakl, 4 SpiCaky a 8 stolicek. K profezavani zubl
doc¢asného chrupu dochazi mezi 6. az 24. mésicem Zivota jedince [1].

Zhruba mezi 5. az 6. rokem cCloveéka se zainaji profezavat zuby chrupu trvalého,
prvni dentice je tak nahrazena druhou dentici. Trvaly chrup obsahuje celkové 32 zubd,

oproti do¢asnému chrupu zahrnuje navic 8 tfenovych zubti a 4 stolicky [1].

2.1.1 Systémy znaceni zubu

Pro znaleni jednotlivych zubii se vyuzivaji rizné systémy, které usnadnuji
mezioborovou komunikaci v oblastech Iékafstvi a védy. Dle danych systému je pozice
kazdého zubu urCena bud® pismennou zkratkou odvozenou od latinského néazvu
konkrétniho zubu nebo specifickym cCiselnym kdédem. Charakteristickym znakem vSech
zavedenych systému je tzv. zubni kiiz [5], ktery Cleni zuby na ¢tyfi pomyslné kvadranty.
Chrup je rozdélen horizontalné¢ na horni a dolni ¢ast a vertikdln€ na pravou a levou ¢ést.

Cislovani konkrétnich kvadranti je stanoveno po sméru hodinovych ruci¢ek a zacina
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u pravého horniho kvadrantu, pokracuje pies levy horni kvadrant, levy dolni kvadrant
akonCi u pravého dolniho kvadrantu (pohled od pacienta). U docasného chrupu se
v jednom kvadrantu naléza 5 zubt. U trvalého chrupu jeden kvadrant zahrnuje 8 zubti [5].
Svétova dentdlni federace (FDI) zavedla vroce 1971 vdneSni dob& asi
nejpouzivanéjsi systém znaceni zubl [6]. Jednd se o tzv. ,,Two-digit systém* neboli
dvojCiselny systém [4]. Kde prvni Cislice udava kvadrant, ve kterém se konkrétni zub
nachazi. U trvalé dentice jsou kvadranty znaceny cCislicemi 1 az 4, u docasné dentice
Cislicemi 5 az 8. Druha cislice vyjadiuje pozici zubu v daném kvadrantu. Toto Cislo se
muze nachazet v rozmezi hodnot 1 az 8 pro trvaly chrup a 1 az 5 pro do¢asny chrup (viz

Obrazky 1 a 2) [3].

HORNI PRAVY HORNI LEVY
KVADRANT KVADRANT
N (I
i m]li\l\‘/lﬁb WT@
S 6888 0 0ot
55 54 53 52 51|61 62 63 64 65

stolitky spicak  TZAKY gk stolicky
DOLNI PRAVY DOLNILEVY
KVADRANT KVADRANT

Obrazek 1: Two-digit systém znaceni zubii pro docasny chrup (URL1)

16



HORNI PRAVY HORNILEVY
KVADRANT KVADRANT

mhA L b

18 17 16 15 14 13 12 11

O

N o
=
C‘;:

B Cf%

(%)
—
o]
[+ 1)
%]
=
RS
[ %]

5 ?23

48 47 46 45 44 43 42 41| 32 33 34 35 36 37 38
r'— nﬂ'\-, "’\' fa | .I_'*. |"—-
k‘v'u“ aﬁ]g rfhj I\ *-l I ‘JV ?@

“ﬂlld{.‘ tifenové s]m:ak Feziky splcak . . stoliclky
Zuby - tirenove =
- m‘b}.
DOLNI PRAVY DOLNILEVY
KVADRANT KVADRANT

Obrazek 2: Two-digit systém pro znaceni zubii trvalého chrupu (URL1)

2.1.2 Stavba zubu

Zub je specializovany produkt sliznice dutiny ustni, ktery je zaroven nejtvrdSim
organem lidského téla [1]. Anatomie lidského zubu je zndzornéna nize na uvedeném
obrazku (viz Obrazek 3). Kazdy zub ma jeden nebo vice koteni (radix dentis), které
zajistuji pevné ukotveni zubu v jamkéach celistnich kosti nazyvanych zubni alveoly.
Kofeny se spojuji a plynule ptechazi v ziZenou €ast pojmenovanou kréek (cervix dentis),
ktera je obklopena dasni (gingiva). Na kréek navazuje zubni korunka (corona dentis), jez
se uplatiuje pii mechanickém zpracovani potravy v dutin€ astni [7].

Vnitiek zubu je tvofen dfefiovou dutinou vyplnénou zubni dieni (pulpa dentis),
ktera je bohaté prokrvovéana a inervovana. Krevni cévy a nervy vstupuji do nitra zubu skrz
apikalni zakonceni kofenli a kofenové kanalky. Dfenova dutina je obklopena tvrdou tkéani
zubovinou (dentium, dentin), ktera je v oblasti korunky ptekryta nejtvrdsi nebunéénou
tkéni sklovinou (enamelum) [1], [2].

Pojem ozubice (periodontium) oznacuje veskeré vazivo nachazejici se mezi zubem
a sténou zubniho lGzka, v€etné cév, nervit a bun€k. Ozubice plni funkci vyZivového
a fixaniho aparédtu zubu. Kofenova oblast dentinu je obalena pojivovou tkani cementem
(cementum). Do kofenového cementu se zanofuji svazky kolagennich vldken (tzv.
Sharpeyova vldkna), kterd tvoifi parodontdlni vazy. Kofenovy cement spole¢né

s parodontalnimi vazy a alveolarni kosti umoziuji fixaci zubu v celisti [1], [2].
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Obrazek 3: Anatomie lidského zubu (upraveno dle [2])

2.1.3 Vyvoj zubu (odontogeneze)

Vyvoj zubu a jeho profezavani (erupce) je pomérné slozity a dlouhodoby proces.
Vse je od pocatku az do konce dokonale geneticky naplanovano, véetné poctu, tvaru
a ulozeni zubl. Spravny vyvoj zubu je zavisly na dostupnosti glycidi, mineralta (Ca, P, F)
a vitaminli (C, A, D) [8]. Anomadlie, zna¢ici nenormalni prab¢h vzniku a vyvoje chrupu
potazmo jednotlivych zubtl, se mohou objevit do Sest¢ho tydne embryonalni existence
plodu [9]. Prvotni zdklady zubi jsou oznacovany jako zubni zarodky [8]. Kompletni vyvoj
stalého zubu od doby zalozeni zarodku az po dotvofeni kofene a dovrSeni mineralizace trva
zhruba deset let [10].

Na vzniku zubnich zarodka se podileji dvé zarodecné slozky. Prvni, epitelova
slozka (ektoderm), je prekurzorem pro vznik skloviny. Ze druhé, mezenchymové slozky
(ektomezenchym z neurdlni liSty), se tvoii ostatni tkané zubu (viz Tabulka I). Ob¢ slozky
jsou navzajem odd€leny bazalni membranou. Interakce mezi epitelem ektodermu
a mezenchymem ektomezodermu fidi prostfednictvim molekularnich signali vyvoj
zubnich zarodku [8]. Zarodky doCasného chrupu se zacinaji zakladat v Sestém az osmém
tydnu embryonalniho vyvoje. Zarodky trvalého chrupu vznikaji mezi tfetim az patym
meésicem prenatalniho vyvoje a desatym mésicem postnatalniho vyvoje plodu [8].

Vznik a vyvoj zubnich tkani se sklada z procest riistu, mineralizace, erupce, vyvoje
kofene a zatazeni zubu do funkce. U docasného chrupu navic dochazi k resorpci kotene,
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exfoliaci (viklani zubu) a eliminaci zubl [8]. Proces rastu je roz€lenén do Sesti fazi.
Pocatecni fazi je iniciace, kdy dochazi ke ztluStovani epitelu a utvaii se zubni lista.
Nasleduje faze proliferace, kterd se vyznacuje mnozenim bunék a vznikem zubniho
pupenu a formovanim zubniho zarodku. Ve fazi histodiferenciace se vytvari sklovinny
organ, zubni papila a folikul. Pti dalsi fazi, morfodiferenciaci, se urCuje tvar korunky
a kofene zubu. Béhem termindlni cytodiferenciace se tvofi bunky, které produkuji dentin
(odontoblasty), sklovinu (ameloblasty) a cement (cementoblasty). Na zavér dochazi k tzv.
apozici, kterd je charakterizovana genezi tvrdych zubnich tkani, kdy se utvati vlastni zub

(viz Obrdzek 4) [8].

2.1.3.1 Rany vyvoj dentice

Vyvoj doCasné dentice je zahdjen tvorbou dentogingivalni neboli zubni listy
(lamina dentalis primaria) v obdobi ptelomu patého a Sestého tydne nitrodélozniho vyvoje.
Ztlustély epitel ektodermu, ktery se nachazi na povrchu mezenchymu primitivnich celisti,
pronika do hloubky mezenchymu. Vysledkem je zrod malych ostrivka bunék na nejzazsim
okraji dentdlni listy, které jsou oznacovany jako tzv. zubni pupeny [8]. Kazdy zubni pupen
odpovida jednomu zdrodku sklovinného organu pottebného pro vznik skloviny. V obou
Celistech je umisténo po deseti zubnich pupenech ptichycenych stopkou k dentdlni listé.
Vyvoj dentogingivalni liSty je doprovazen formovanim tzv. labiogingivalni liSty, z niz se
nasledné tvofi predsin dutiny Ustni (vestibulum oris) [8].

Nyni ptebira hlavni roli mezoderm, ktery invaginaci pfeménuje zubni pupen
v zubni pohdrek. V prohlubni zubniho poharku se vyviji mezenchymovéa zubni papila.
Koncentrujici se mezenchym, ktery obklopuje zubni poharek, umoziiuje vznik zubniho
folikulu (zubni vak). Cévy z okoli poharku prortstaji do nitra zubniho vaku a papily. Zubni
papila se stava vedle toho 1 inervovanou prostupujicim nervovym vldknem [8].

Vyvoj trvalé¢ dentice je podminény prodluzovanim koncl primarni dentdlni liSty
(stolicky) a formovanim sekundarni dentalni liSty (lamina dentalis secundaria; tezéky,
Spicaky a tfenoveé zuby nahrazujici zuby docasného chrupu) na medialni strané¢ primarni
dentélni listy. Umisténi zubnich pupenti trvalé¢ho chrupu je medialni s ohledem k zarodkim
docasného chrupu. Tkan primarni a sekundarni dentalni liSty se po splnéni své funkce

zpétné resorbuje [8].
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Obrazek 4: Schématické znazornéni odontogeneze (upraveno dle [11])

2.1.3.2 Sklovinny organ

Na vzniku a vyvoji skloviny ma podil sklovinny organ, epitelova slozka zubniho
zérodku, ktera prochdzi stadii zubniho pupenu, poharku, ¢epicky a zvonku [8]. Nastava
rozliSovani bunck orgénu skloviny na Ctyfi vrstvy, a to vnéj$i zubni epitel (vnéjsi
ameloblasty), sklovinnou dfen (hvézdicovité bunky), stratum intermedium (kubické bunky
podilejici se na diferenciaci a funkci ameloblastil) a vnitini zubni epitel (prizmatické buiky
diferencujici se v preameloblasty a ndsledné ve zralé vnitini ameloblasty) [8].

Preameloblasty podnécuji diferenciaci odontoblastti z bunck, které se nachazi
na okraji zubni papily. Tento proces iniciuje preménu bunék sklovinného organu
na ameloblasty. V oblasti planovaného krcku zubu se setkavaji vrstvy vngjs$iho a vnittniho
epitelu orgdnu skloviny a utvafi bunéény utvar zvany cervikalni klicka nebo také
Hertwigova pochva, ktery je odpovédny za vyvoj kofene zubu [1], [4], [8]. Piiblizné
ve Ctvrtém mésici intrauterinniho vyvoje plodu se nové vzniklé bunky stdvaji aktivnimi,
dochazi k produkeci skloviny a dentinu pfti Spi€ce zubni papily, a dale periferné. Produkce
dentinu je o néco malo rychlejsi oproti produkcei skloviny. V této etapé vyvoje zubu se
rovnéZ oddé€luji zubni poharky od primarni dentdlni liSty, a ta posléze zanikd (vyjma

koncovych ¢asti listy) [8].

2.1.3.3 Zubni dentin

Tvorba dentinu se odborné oznacuje jako dentinogeneze. Principidlné dochazi

k sekreci organické matrix (predentin) skrze odontoblasty, které jsou charakteristické

20



svymi dlouhymi vybézky nazyvanymi Tomesova vldkna. V nasledujicim kroku se matrix
spolecné s témito vlakny mineralizuje pomoci krystalkii hydroxyapatitu [8].

Tvorba dentinu korunkové ¢asti zubu piedchézi tvorbu dentinu kofenové ¢asti. Na
vnéjsi strané zubni papily se shlukuji tzv. Korffova vldkna, ktera jsou retikularni povahy
a poji se s bazalni membranou, které slouzi jako pfedél mezi povrchem vrstvy ameloblast
azubni papily [8]. Pozménénd membrdna pak separuje nové vzniklé odontoblasty
od ameloblastli, pfiCemz si zachovava trvalé spojeni s vybézky odontoblastl. Retikularni
vldkna jsou pohlcena vylucujici se organickou matrix, kterd je zésobena krystalky
hydroxyapatitu. Pivodni membrana se tak mineralizuje a vytvaii odolné ptipojeni dentinu
ke skloving [8].

Sekreci mukopolysacharidi a tropokolagenu z odontoblastii se vytvaii kolagenni
fibrily, objevuje se predentin (nemineralizovany) a pozdéji primarni dentin
(mineralizovany) [8]. Odontoblasty se posunuji do nitra zubu, koncové ¢asti Tomesovych
vlaken se prodluzuji. Tomesova vlakna jsou dualezitd pro mineralizaci a vitalitu dentinu.
Tato vldkna jsou kryta dentinovymi tubuly, kterymi probihaji budouci nervova vlakna
inervujici dentin [8]. Apozici je zajiStén konstantni nartst dentinové tkané. Po dokonceni
ristu zubu je tvorba primarniho dentinu nahrazena vznikem sekundérniho dentinu, ktery
pomalu redukuje diefiovou dutinu [8].

Na tvorbé dentinu kofenové Casti zubu se vyznamné podili Hertwigova pochva,
kterda po dokonceni korunky prorista do mezenchymu smérem k apikdlnimu vrcholu
planovan¢ho kotene a buduje ,,formu®, ve které je dodatecné¢ hromadén dentin [8].
V mezenchymu je stimulovana diferenciace odontoblasti buiikami cervikalni kli¢ky, které

nasledné produkuji dentin smérem do nitra kofene [8].

2.1.3.4 Zubni cement

Po dovrSeni vyvoje kotfene zanikd Hertwigova pochva. Hlavni role se ujima zubni
vak, ktery cely kofen obali do mezenchymového cementogenniho plasté [8]. Z bunck
plasté¢ se diferencuji cementoblasty a zacina sekrece zubniho cementu. Nejdiive vznika
acelularni priméarni cement a pozd¢ji, kdyz se produkce cementu zrychli, tvofi se zejména

pi1 apikdlnim vrcholu kofene celularni sekundarni cement (obsahuje cementocyty) [8].
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2.1.3.5 Zubni sklovina

Pojem amelogeneze oznacuje vznik a vyvoj zubni skloviny. Zakladnimi bunikami,
které tvofti sklovinu jsou ameloblasty, jejichz aktivitou je sekretovana sklovinna matrix [8].
Pozd¢ji dochazi k fazi zrani skloviny, kdy nastava jeji mineralizace. Faze zrani je
rozdélena do dvou obdobi, pied erupci a po erupci zubu. Pied erupci sklovinna tkan ztraci
vodu a urcity podil organické slozky, je zahajen rast krystali a sklovina nabyva svého
tvaru. V poerup¢nim stadiu se inkorporuji anorganické ionty, které pochazi ze slin,
do hydroxyapatitové mtizky skloviny a sklovina se stava odolné;jsi [8].

Z jednoho ameloblastu se vyviji jedno sklovinné prizma, které ma sloupcovity
charakter. Apozici se prizmata protahuji a zuzuje se pulpa skloviny. Vnéj$i ameloblasty

podléhaji rozkladu. Vnitini ameloblasty se premist'uji smérem k okrajové ¢asti zubu [8].

2.1.3.6 Periodontium

Ozubice je tvofena kolagennim vazivem, které je produkovano fibroblasty. Tyto
buiiky jsou derivaty bun¢k zubniho vaku. Bunécna vrstva na povrchu zubniho folikulu se

meéni ve vrstvu osteoblastl a podili se na zalozeni zubniho [izka [8].

Tabulka I: Piehled tkani zubu, jejich specializovanych bunék, lokalizace bunék v zubnim

zarodku a pirvod bunék (upraveno dle [8])

Zubni tkan Bunky Cast zubniho zarodku Pavod
Sklovina Ameloblasty Sklovinny organ Ektoderm

Dentin Odontoblasty Zubni papila Ektomezenchym

Zubni vak
Comeniobasiy Cementogenni plast’

Cement

Ektomezenchym

Ektomezenchym (odontoblasty, vazivo)

Drenova dutina - Zubni papila Mezoderm (cévy)
Neuroektoderm (nervy)

Ozubice Fibroblasty Zubni vak Ektomezenchym (vazivo)

Zubni Iuzko Osteoblasty Zubni vak Ektomezenchym

2.1.3.7 Proiezavani zubu (erupce)

Protfezavani zubu, jinak také nazyvano erupce, je proces, pti kterém se zub dostava
z jeho nefunkéni pozice v Celistni kosti do funkéni okluze. Rostouci koten tlaci na Celist,

a tim posouva zub smérem k dasni [8].
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U zubl do¢asného chrupu nastédva erupce obvykle od Sestého do tficatého mésice
zivota jedince. Profezavani zubi dolni Celisti predchdzi pfofezavani zubl horni Celisti. Dité
ve véku dvou a ptl roku by jiz mélo mit do¢asny chrup kompletni, tedy dvacet zubt [12].
V nasledujici fazi se vytvaii kofen zubu, a zub se tak stava plné¢ funkénim. Zvlastnim
jevem v organismu je resorpce kofenl zubi doCasného chrupu, po které pietrva pouze
korunka zubu lehce uchycend v désni, zub jde tak snaze odstranit [12].

Erupce zubt trvalého chrupu do dutiny tstni probiha od Sestého do tfinactého
roku véku ditéte. Toto se netykd ttetich stolicek (,,zuby moudrosti®), které maji znacné
roz$iten¢ Casové rozpéti profezavani zhruba od osmndcti do tficeti let v€ku jedince.
K dokonceni tvorby kotenil zubti stalé¢ dentice dochazi priblizné za tti roky od erupce zubil

do dutiny Gstni [12].

2.2 MOLEKULARNI PODSTATA ODONTOGENEZE

Zakladem molekularniho fizeni a kontroly procesu odontogeneze u savcl jsou
reciprocni interakce mezi epitelidlni a mezenchymalni tkéni [11]. V dneSni dobé je znamo
vice nez 350 genil, které se ucastni vzniku a vyvoje dentice u savcu [13]. Tyto geny koduji
transkripéni a riustové faktory, které zde vystupuji jako signilni molekuly
zprosttedkovavajici uvedené reciprocni interakce [14]. VéEtSina ristovych faktori nalezi
k né€kolika evolu¢n¢ konzervovanym rodindm: TGF-B (Transforming growth factor ),
FGF (Fibroblast growth factor), Hh (Hedgehog) a Wnt (Wingless-type MMTV! integration
site family), TNF (Tumor necrosis factor) rodina a dalsi [11]. Jednotlivé proteinove
interakce jsou uzce Casoprostoroveé provazany, proto kazda zména v proteinu ¢i regulacnim
procesu muze zpusobit defektni vyvoj zubu [14]—-[16].

Rastovy faktor svou vazbou na specificky membranovy receptor spousti
intracelularni signalni kaskéadu, ktera prendsi dany signdl do buné¢ného jadra, kde dochéazi
k aktivaci transkripcnich faktorti a regulaci exprese geni [17]. KliCovym momentem
v pribéhu morfogeneze zubl je tvorba dentdlnich plakod a sklovinnych uzld, které
exprimuji fadu genli signdlnich molekul rodin zminénych vySe [18]. Tym biologh
z Helsinské univerzity vytvoril grafickou databazi, ve které lze zobrazit schématicky
piehled genii exprimovanych béhem odontogeneze (URL2) [11].

Pocatecni vyvoj lidské dentice je obdobny vyvoji dentice u mysi. Z tohoto diivodu

se v soucasné¢ dob¢ provadi vyzkum odontogeneze zejména na mySich modelech, které

! Murine mammary tumor virus
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jsou pro dané ucely vhodnéjsi z hlediska kratké doby reprodukce, jasn¢ definovaného
genetického pozadi a dimysInych néstroji pro manipulaci genti [19], [20].

V poptedi stoji vyzkumy, pi1 kterych jsou vyuzivany tzv. transgenni mysi (knock-
out/knock-in model), u nichZ byl metodami genového inZenyrstvi vyfazen specificky gen
ze své funkce nebo naopak ziskal funkci novou. Nasledné se pozoruje vliv daného genu na

vyvoj jednotlivych organti 1 organizmu jako celku [19], [20].

2.2.1 TGF-B (Transforming growth factor f§) rodina

TGF-pB je velkéd rodina ristovych faktort. U obratlovci je pfenos signalu zavisly
piredev§im na proteinech nalezicich k activinové a BMP (Bone morphogenetic protein)
roding proteini [21]. Receptory téchto rastovych faktorii jsou dimerni transmembranoveé
proteiny typu I a II, které ve svych strukturdch zahrnuji intracelularni
serin/threoninkindzové domény [22]. Vazba ligandu indukuje vznik heteromerniho
komplexu receptort L. a II. typu. Receptor II. typu fosforyluje konzervovanou GS doménu
(sekvence bohatd na glycin a serin) receptoru 1. typu [22]. Dochazi k aktivaci kinazové
domény receptoru 1. typu a nastava fosforylace ¢lenti R-Smad? (Receptor-activated Smad;
zahrnuje Smadl, Smad2, Smad3, Smad5 a SmadS8) podrodiny transkripcnich faktort. R-
Smad proteiny tvoii komplexy s Co-Smad (Common-mediated Smad; Smad4) proteiny
[17], [21]. Smad 4 se translokuje do jadra, kde spousti genovou transkripci [22]. Tietim
typem Smad proteini jsou tzv. I-Smad (Inhibitory Smad; Smad6 a Smad7) proteiny,
jejichz funkce spociva v modulaci interakci TGF-B signalni drahy [17], [21].

BMPs se podili na inhibici vyvoje dentdlnich plakod [23], vzniku a zaniku
sklovinnych uzll [24] nebo také na diferenciaci ameloblastii [25]. NejCastéji zmilovanym
¢lenem BMP rodiny rastovych faktorti v souvislosti s vyvojem zubli je BMP4 (Bone
morphogenetic protein 4), kterému se ptisuzuje role ,,pfenasece odontogenniho potencialu
z epitelu do mezenchymu [26]. Exprese BMP4 je lokalizovana v misté budoucich fezak,
kde zaroven BMP4 indukuje expresi transkripcnich faktort MSX 1/2 (Muscle segment
homeobox gene 1/2) a inhibuje expresi transkripniho faktoru BARX1 (BARH like
homeobox gene 1). Uginek antagonisty NOGGIN (také znamy jako NOG) zpsobuje
aktivaci exprese BARX1 a vyvoj molart i v fezdkové oblasti mezenchymu (URL3) [27].

V epitelu ektodermu je exprimovan BMP4, ktery indukuje expresi MSXI1
v mezenchymdlni tkani. MSX1 podnécuje expresi BMP4 v oblasti mezenchymu [28].

Béhem odontogeneze MSX1 interaguje s transkripénim faktorem PAX9 (Paired box 9),

2 Smad = Mothers against decapentaplegic homolog 1/2/3...
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ktery podporuje jeho expresi. Spolecné¢ pfispivaji kudrzovani funkce BMP4
v mezenchymadlni tkéni. Tento protein reguluje morfogenezi zubnich zarodku, prechod
mezi stadii pupenu a Cepicky, a indukci tvorby sklovinnych uzla [29], [30]. PAX9 hraje
nezastupitelnou roli béhem procest diferenciace bun€k a udrZzovani jejich pluripotence
[31], [32].

Dalsim c¢lenem TGF-B rodiny, ktery se podili na regulaci dentalniho vyvoje, je
dimerni glykoprotein aktivin BA [1], [33]. Spolecné se svym receptorem ACTRII (Activin
type II receptor) a transkripénim faktorem Smad2 se ucastni vyvoje fezakl
a mandibularnich molart [34]. Pisobeni aktivinu BA miliZe byt inhibovano glykoproteinem

folistatinem [25].

2.2.2 FGF (Fibroblast growth factor) rodina

FGFs ptedstavuji velkou rodinu sekre¢nich molekul, které svymi vlastnostmi
ptispivaji ke spravnému bunéénému ristu a proliferaci v pribéhu odontogeneze [35], [36].
FGF ligandy se vazi k transmembrdnovym tyrosinkindzovym receptorim FGFRs
(Fibroblast growth factor receptors), které nasledné aktivuji nékolik signalnich kaskad
ovliviiujicich expresi gen. Mezi tyto signalni kaskady patti PLC-y (Phospholipase C
gamma), PI3K (Phosphatidylinositol-3 kinase) a Ras potazmo ERK (Extracellular signal-
regulated protein kinase) signalni dréha. ERKs tvofi podttidu kinaz MAPKs (Mitogen-
activated protein kinases) [35].

Exprese ¢lentt FGF rodiny byla zaznamenana béhem riiznych fazi odontogeneze
[37]. Ve fazi iniciace dochazi k expresi FGF8 (Fibroblast growth factor 8) a FGF9
(Fibroblast growth factor 9) v epitelu budoucich molart, kterd pietrvava az do stadia
tvorby zubniho poharku [17], [38]. FGF8 indukuje v sousedici mezenchymalni tkani
expresi transkripénich faktorit BARX1 a PAX9, homeoboxovych genli DLX 1/2 (Distal-
liss homeobox 1/2) a LHX 6/7 (Lim homeobox gene 6/7) a glykoproteinu aktivinu BA
[34], [38], [39]. Clenové FGF4 (Fibroblast growth factor 4) a FGF9 jsou schopni
stimulovat proliferaci bunck jak zubniho epitelu, tak i mezenchymu [40]. Oproti tomu
FGF10 (Fibroblast growth factor 10) spousti proliferaci bunék pouze epitelidlni tkané
a jeho exprese je omezena na oblast dentdlniho mezenchymu od ptechodu ze stadia
zubniho poharku do stddia zubni Cepicky. V pozdnim stadiu vyvoje zubniho pohérku
nastavd mezenchymalni exprese FGF3 (Fibroblast growth factor 3) [17], [41]. Signdly FGF
drahy indukuji rovnéz expresi genti pro PITX 1/2 (Paired-like homeodomain transcription

factor 1/2) [42].
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Indukce exprese PAX9 proteinem FGF8 je regulovana G¢inkem antagonisty BMP4,
ktery umoziiuje indukci pouze v mistech vyvoje zubii [38]. Aktivace Ras (respektive
MAPKSs) miize byt inhibovana SPRY (Sprouty) proteiny, jejichZ expresi maji na svédomi
FGFs [36], [43].

2.2.3 Hh (Hedgehog) rodina

Hedgehog rodina genti koduje tiidu sekrecnich proteini, které jsou slozeny ze dvou
aktivnich domén, ,Hedge* domény (N-termindlni) a ,Hog“ domény (C-terminalni).
Proteiny Hh rodiny gent jsou kli¢ovymi moduldtory béhem procesu embryogeneze
bezobratlych i1 obratlovct. U vétSiny obratlovct lze nalézt ti1 zastupce Hedgehog rodiny:
Shh (Sonic hedgehog), Ihh (Indian hedgehog) a Dhh (Desert hedgehog) [44]. Vyznamnou
roli v procesech proliferace a diferenciace dentalniho epitelu hraje Shh signalni kaskada
[45].

Morfogen Shh je exprimovan v epitelidlnich plakodach, kde se svou signalni funkci
podili na vzniku dermalnich kondenzati. Signalni odpovéd’ kondenzati stimuluje
proliferaci epitelialnich bunék [46]. Navazani Shh proteinu na transmembranovy
proteinovy receptor Ptch (Patched) zrusi inhibi¢ni efekt daného receptoru na jiny
transmembrdnovy protein nazyvany Smo (Smoothened) protein. Dochazi k aktivaci
signalni kaskady, ktera vyustuje v konverzi role transkripénich faktorti Gli* jako represorti

na aktivatory transkripce prislusnych genti [22], [36].

2.2.4 Wnt (Wingless-type MMTYV integration site family) rodina

K Wnt rodin€ se fadi 19 sekre¢nich glykoproteinli. Proteiny Wnt rodiny se ucastni
mnoha signalnich procesti, které jsou dilezitou soucasti embryonalniho vyvoje
a regenerace tkani. Mutace v nckterych komponentach Wnt signadlni drahy se mohou
podilet na vzniku dysplazii kostni tkan¢ u lidi. Naptiklad mutace v genu pro koreceptor
LRPS5 (Low-density lipoprotein receptor-related protein 5) dle jejich charakteru mohou mit
za nasledek bud’ zvySeni nebo snizeni podilu kostni hmoty [47].

Wnt signédlni draha mtze probihat dvéma zplsoby kanonicky a nekanonicky [47].
Kanonickd Wnt signalni drdha hraje nezastupitelnou roli ve vyvoji tkani ektodermalniho
puvodu béhem stadia diferenciace [36], [48]. Klicovou komponentou tohoto procesu je

protein B-catenin, ktery zde vystupuje jako regulator transkripce genti. Budouci vyvoj

3 Nazev odvozeny od molekuly uéastnici se vyvoje maligniho gliomu
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signalni kaskady zavisi na pfitomnosti nebo nepfitomnosti Wnt ligandu. Pokud neni
pfitomen Wnt ligand dochézi k proteozomalni degradaci B-cateninu. Vznikd spojeni B-
cateninu s axinovym komplexem, ktery zahrnuje skafoldovy protein AXIN (Axis
inhibitor), tumor supresorovy APC (Adenomatous polyposis coli) genovy produkt, CK1
(Casein kinase 1) a GSK3 (Glycogen synthase kinase 3). Fosforylovany B-catenin je
rozpoznan B-Trcp podjednotkou E3 ubiquitinové ligazy (Beta-transducin repeat-containing
E3 ubiquitin protein ligase) a odsouzen k degradaci [49]. Exprese cilovych genl je
potlacena plsobenim komplexu TCF/LEF (T-cell factor/Lymphoid enhancer factor)
proteinii. V piipad€ existence Wnt ligandu nastava jeho vazba k receptoru Frizzled za
asistence koreceptori LRP5/6 (Low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6).
Aktivovany Frizzled receptor rekrutuje skafoldovy protein DVL (Dishevelled). Fosforylaci
LPR5/6 koreceptort se aktivuje a navaze axinovy komplex na dany koreceptor, a zabrani
se tak degradaci P-cateninu. Hromadénim [-cateninu v jadie, ktery vystupuje jako
koaktivator k TCF/LEF, se spousti transkripce ptisluSnych geni [50].

LRP5/6 koreceptory mohou byt negativné regulovany vazbou sekrec¢niho Sost-dcl
(Sclerostin domain containing 1; Wise, ectodin) proteinu [51]. Tento protein se rovnéz
podili na inhibici aktivity rtstovych faktort BMPs zpétnovazebnym mechanismem.
Exprese ectodinu je stimulovana ristovymi faktory BMP2 (Bone morphogenetic protein 2)
a BMP7 (Bone morphogenetic protein 7) [52]. Dal§im negativnim regulatorem, ktery
blokuje LRP koreceptory a Wnt signalni drahu, je DKKI1 (Dickkopf 1) protein [53].

2.2.5 TNF (Tumor necrosis factor) rodina

Rodina TNF proteinii je pomérné rozsahla. Radi se k ni celkem 19 ¢lend, jejichz
signaly jsou transdukovany 29 receptory. Ligandy TNF rodiny hraji roli v procesu imunitni
odpovédi, hematopoézy a morfogeneze. Mimo jiné€ se podili na indukci proliferace bungk,
jejich preziti, diferenciaci nebo také apoptoze [54].

Ectodysplasin A (EDA), ¢len TNF rodiny, je zapojen do procesti regulace indukce,
morfogeneze a udrzovani riznych tkani jako jsou napiiklad zuby, vlasy a potni zlazy [36].
Béhem morfogeneze molard je EDA signalni draha nezbytnd pro udrZovani a rlst
dentalnich plakod. Déle chrani sklovinné uzly pted pied¢asnou apoptéozou a v konecném
dasledku se podili 1 na tvorbé molarovych hrbolkt. Mutace v genech proteinti u¢astnicich
se signalni kaskady mohou zptisobit aberace v poctu zubti a jejich deformaci [17], [38].

Proteinovy produkt Eda genu EDA-A1 (Ectodysplasin-Al) se vaze k trimernimu
receptoru EDAR (Ectodysplasin A receptor), jehoz struktura zahrnuje signalni peptid, tti
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domény bohaté na cystein, transmembranovou doménu a tzv. death doménu, ktera je
umisténa v intracelularnim tUseku proteinu [55]. Prostfedni z ,cysteinovych® domén
zodpovidd za vazbu ligandu, death doména pak za transdukci signalu [36]. Navazanim
ligandu dochazi k aktivaci receptoru a k interakci jeho death domény s death doménou
adaptérového proteinu EDARADD (EDAR-associated death domain) [56]. Tento protein
nasledn¢ interaguje s pfenasecCi signdlu TRAFs (TNF receptor associated factors),
konkrétné s TRAF6 (TNF receptor associated factor 6), ktery zprostredkovava aktivaci
transkripniho faktoru NF-kB (Nuclear factor kappa B) (viz Obrdzek 5) [57].

TRAF6 je E3 ubikvitinova ligaza, kterd je schopna katalyzovat syntézu
polyubikvitinovych fetézcl (pojici se s Lys63) skrz vazbu s dimernim E2 komplexem
UBCI13/UEV1A (Ubiquitin conjugating enzyme 13/Ubiquitin conjugating enzyme variant
1A) [58]. Takovato polyubikvitinace v odpovéd’ na rtizné podnéty je zde pomérné Castym
jevem [59]. TRAF6 interaguje s proteinem EDARADD, a tim aktivuje komponenty
proteinkindzového komplexu, ktery obsahuje TAK 1 (TGF-B activated kinase 1; ¢len
MAP3K* rodiny proteint)) a TAB proteiny (TAK 1-binding proteins), konkrétné¢ TAB
1/2/3 (TAK 1-binding protein 1/2/3) [60]. Struktura proteinu TAB 2 vsobé ukryva
evoluéné konzervovany proteinovy motiv tzv. zinkovy prst, ktery umoziuje navazani
ubikvitinu [1], [61]. Ustfedni komponentou celého procesu je IKK komplex tvofeny dvéma
katalytickymi podjednotkami IKKa (Inhibitor of kappaB kinase alpha; IKK1) a IKKf
(Inhibitor of kappaB kinase beta; IKK?2) a jednou regula¢ni podjednotkou NEMO/IKKYy
(Nuclear factor kappaB essential modulator/Inhibitor of kappaB kinase gamma) [61].
Podjednotka NEMO dokaze specificky rozpoznavat polyubikvitinové fetézce pojici se
s Lys63 a nasledné vyvolat ubikvitinaci sebe sama [62]. Spoluplisobenim s TAK1 kinazou
dochazi k fosforylaci IKKP podjednotky, a tim k aktivaci IKK komplexu. Poté nastava
fosforylace IkBa (Nuclear factor kappaB inhibitor alpha) inhibi¢ni podjednotky NF-«xB.
Zasluhou B-Trcp E3 ubikvitinové ligazi, ktera generuje polyubikvitinové fetézce pojici se
s Lys48, podléha inhibitor IxBo proteazomalni degradaci a volny dimer NF-xB se

translokuje do bunécného jadra, kde spousti transkripci ptisluSnych genti [61].

4 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase
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Obrazek 5:
EDA

¥ Schématické znazornéni EDA signdlni
EDAR
drahy (n€které signdlni molekuly pro

zjednoduSeni nejsou uvedeny; upraveno dle

EDARADD Aj} [63])

4
Exprese EDA proteinu je omezena na

A
oblast oralniho epitelu a epitelu zubniho
g poharku. Oproti tomu jeho receptor EDAR je
w vyhradng exprimovéan ve tkanich dentalnich
plakod a sklovinnych uzli [45]. V pribéhu
Y o stadia CepiCky byla zaznamenana exprese
NF-xB ﬂ - proteinu EDARADD, stejné tak jako NF-«xB,
/" \ IxBa a IKKy, ve sklovinnych uzlech.
i V dentalnim epitelu pak dochazelo k expresi

IKKa a IKKB [17].

EDA signalni draha ma tusttedni pozici v regulacni siti genil, ktera zajiSt'uje spravné
fizeni a vyvoj odontogeneze. Jednotlivé signdlni dréhy, které se ucastni vyvoje chrupu
jsou navzajem provazany [63]. Wnt signalni drdha ovliviluje expresi proteinu EDA,
konkrétné Wnt6. Exprese receptoru EDAR je regulovdna pusobenim aktivinu BA [64].
Signalni funkce proteinu EDA ovliviiuje expresi Shh, Fgf20 (Fibroblast growth factor 20),
Dkk4 (Dickkopf 4), folistatinu a Lrp4 (Low-density lipoprotein receptor-related protein 4)
[45], [65]-[67].

2.3 EDA (ECTODYSPLASIN A)

Gen pro EDA (Ectodysplasin A) je lokalizovan na dlouhém raménku chromozému
X vpozici Xql2-q13.1 a jeho velikost odpovida zhruba 423 kb (URL4) [36], [68], [69].
Tento gen obsahuje 12 exond a koduje transmembranovy protein II. typu, ktery nalezi
k TNF (Tumor necrosis factor) rodiné ligandt (URLS) [69]. Struktura proteinu se sestava
ze sekvence 391 aminokyselin a zahrnuje kratkou intracelularni doménu (N-termindlni
¢ast), transmembranovou doménu a extraceluldrni doménu (C-terminalni cast), ktera je

tvofena tusekem sekvence aminokyselin s neznamou funkci, furinovou subdoménou,
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kratkou sekvenci aminokyselin nesouci pozitivni naboj, kolagenovou subdoménou a TNF

homologni subdoménou (viz Obradzek 6) [36].
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Obrazek 6: Struktura proteinu EDA (upraveno dle [36])

Pro ziskéni proteinu v aktivni formé je zapotiebi proteolytickych pochodi, které se
odehravaji v oblasti furinové subdomény [36]. Dochazi ke Sté€peni proteinu a uvolnéni
rozpustné signalni molekuly. TNF homologni subdoména je slozena z 10 antiparalelnich
B -listt, které jsou navzajem propojeny variabilnimi smyckami [70]. Jeji struktura zahrnuje
3 cysteinova rezidua v pozicich 332, 346 a 352 [71]. Funkce subdomény spociva v tvorbé
homotrimerta ligandi a vazbé proteinu k jeho receptoru [70]. Kolagenova subdoména
zvySuje schopnost proteinu stimulovat receptor udrzovanim dvou a vice homotrimer
proteinu ve vzdjemné blizkosti vramci jedné molekuly [36], [72], [73]. Struktura
subdomény je tvofena usekem 19 Gly-X-Y repetici s jednim pteruSenim [71]. Pozitivné

nabitd sekvence aminokyselin (vysoky obsah

argininovych a lysinovych rezidui) zabezpecCuje

kontakt s membranové vazanymi heparan sulfat

%,47

EDA navazany na heparan sulfat proteogykan

proteoglykany [36], [71], [74]. Tato interakce

Stépeni

reguluje difuzi odstépené Casti proteinu v tkéni

(viz Obrdzek 7) [73].

membranové
vazany EDA

Obrazek 7:

y
EE%AR Princip aktivace receptoru EDAR endogennim EDA

proteinem (upraveno dle [36])
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Gen pro EDA podléha alternativnimu sestithu, jehoz produktem jsou razné
izoformy proteinu [70]. Pouze nejdelsi dvé ze vzniklych izoforem, které obsahuji 8 exond,
jsou povazovany za biologicky aktivni, EDA-A1 (Ectodysplasin-Al) (viz Obrdzek 8)
a EDA-A2 (Ectodysplasin-A2) [71], [75].

1 2 3 4 5 6 7
5' — 3
637bp  105bp 23 bp 179bp 34 bp 51bp 130 bp 4113 bp
(242 + 395 bp) (252 + 3861 bp)

Obrazek 8: Schématické zndazornéni struktury genu pro EDA-AI (modra barva — netranslatujici
se oblasti genu tzv. UTR oblasti; zelena barva — kodujici sekvence exonit genu tzv. CDS; cerné
spojovniky — intronové sekvence)

(vizualizovano pomoci nastroje IGV 2.3.88 (Integrative Genomics Viewer) [76], [77])

TNF homologni doména izoformy EDA-Al obsahuje ve své struktufe dvé
aminokyselinova rezidua (Glu308 a Val309), kterd izoforma EDA-A2 postrada. Rozdil
ve strukturach obou izoforem zajiStuje vazebnou specifitu k danym receptoriim. [zoforma
EDA-ATI specificky interaguje s receptorem EDAR (Ectodysplasin A receptor) oproti tomu
izoforma EDA-A2 se vaze na receptor XEDAR (X-linked ectodysplasin A2 receptor) [78].

VétSina mutaci, které zasahuji do struktury TNF homologni subdomény, ma
zanasledek zménu kvartérni struktury proteinu, a tim podminénou ztratu schopnosti
komunikace ligandu s jeho receptorem [72], [79].

Signalni draha proteinu EDA je zahrnuta do ranych fazi vyvoje zubi, které se
vyznacuji ¢etnymi interakcemi mezi ordlnim a dentdlnim epitelem a mezenchymem [80].
VétSina analyz exprese EDA byla provedena metodou in situ hybridizace, pii které neni
mozné rozliSeni jednotlivych izoforem [79]. B&hem iniciacni fdze odontogeneze dochazi
k expresi EDA na povrchu bun¢k ordlniho epitelu. Ve stadiu poharku je EDA exprimovan
Jiz 1 na bunikach dentalniho epitelu. Pti pfechodu do stadia ¢epiky nastdva zména exprese
proteinu z bunék dentdlniho epitelu na bunky vnéjSiho sklovinného epitelu. Stadium
zvonku je doprovazeno zanikem exprese EDA na bunkéch oralniho epitelu a pretrvavanim
exprese EDA na povrchu bunék vnéjsiho sklovinného epitelu az do fdze pozdniho zvonku

(URL2).
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2.4 AGENEZE ZUBU

Poskozenim zubnich tkani béhem jejich vyvoje a rastu mize dojit k nenavratnym
porucham vyvoje dentice. Pokud je naruSen zubni vyvoj ve stadiu iniciace ¢i proliferace,
dochazi k anomaliim v poctu zubii. Postizeni zubni tkané ve fazi histodiferenciace
eventudln¢ apozice vede k odchylkdm ve strukture zubli. Obdobi morfodiferenciace je
kritické pro potencidlni vznik defekt ve velikosti a tvaru zubt [5], [10]. Anomalie
od normalniho vyvoje jednotlivych zubl 1 komplexniho chrupu mohou vzniknout do
Sestého tydne embryondlniho vyvoje organismu [9].

Nejcastéjsi poruchou vyvoje zubil je dentdlni ageneze, ktera je definovéana jako
vrozené nevyvinuti zubu [1], [38]. Nasledkem této poruchy je zastaveni vyvoje zubniho
zarodku, ke kterému doslo z diivodu naruSeni ¢innosti dentogingivalni liSty béhem stadia
morfogeneze zubu [81]. S danou poruchou jsou také spojovany anomalie vyvoje, tvaru,
velikosti a doby profezdvani zbyvajicich zubl. Z tohoto divodu by se k dentdlni agenezi
nem¢élo piistupovat pouze jako k izolované anomalii [81], [82].

Miru aberace od fyziologického poctu zubl charakterizuji ¢tyfi pojmy. Hypodoncie
je stav, ktery je charakterizovan neptitomnosti az Sesti zubll (vyjma ttetich molard) (viz
Obrazek 9) (URL6) [19]. Pojem oligodoncie vyjadiuje agenezi Sesti a vice zubl riiznych
skupin (toto se netyka ttetich molart) (viz Obrazek 10). Vzécnou anomalii je anodoncie,
kdy neni zaloZen ani jeden zarodek zaddného zubu [8], [81], [83]. Zvlastnim jevem je

hyperodoncie, pro kterou je typicky zvySeny pocet zubt [83].

Obrazek 9 a 10: Panoramatické rentgenové snimky chrupu jedincii postienych

hypodoncii (vlevo; absence zarodkii druhych premolari, retardace provezavani rezdkit)

a oligodoncii (vpravo; absence vice zubii odliSnych skupin) (upraveno dle [83])

Pti¢ina vzniku ageneze zubi je ve vétSin¢ piipadi genetického charakteru, ageneze
vzniklé pisobenim zevniho prostfedi se vyskytuji ojedinéle. Na viné mohou byt somaticka
onemocnéni jako je naptiklad rubeola, spala, syfilis, rachitis nebo nutri¢ni poskozeni plodu

béhem intrauterinniho vyvoje. Mezi dalsi vlivy, které mohou negativné ovlivnit vyvoj
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zubll, patfi ozafovani organismu v obdobi jeho raného vyvoje poptipadé ozafovani
matetfského organismu, uCinek rtznych chemickych latek a 1é¢iv napf. thalidomidu.
Z mistnich pfi€in je prokazan negativni vliv riiznych druhli traumat, zanét a nadora [38],
[82], [84]-[89].

S vyskytem dentalni ageneze se setkavame Castéji u zubt trvalé dentice nez u zubi
chrupu docasného [84]. Podle Larmoura a kol. se s nasledky ageneze zubu trvalého chrupu
(vyjma tfetich molari) potykd zhruba 2,6 % az 11,3 % obecné populace [90]. Pro agenezi

zubu docasné dentice se uvadi procentualni zastoupeni od 0,5 % do 0,9 % [84].

2.4.1 Hypodoncie

Hypodoncie je definovana jako komplexni jednotka, pod kterou spadaji jak
anomalie v poC¢tu zubl (ageneze), tak pfidruzené poruchy vyvoje chrupu, anomadlie tvaru,
velikosti a doby erupce ostatnich zubi [19].

Pokud se hypodoncie objevi jako izolovand vyvojova vada, oznaCujeme ji jako
nesyndromickou hypodoncii. V opaéném ptipadé se jednd o hypodoncii syndromickou,
ktera je podminéna soubéZnou piitomnosti komplexnich syndromit, kdy dochazi
k vyvojovym defektiim 1 v jinych tkanich ektodermalniho piivodu [31], [38]. Krejci a kol.
ve svém cClanku uvadi spojitost hypodoncie s anhidrotickou ektodermalni dysplazii,
Riegrovym syndromem a Witkopovym syndromem [31].

Nesyndromickéd hypodoncie se déale déli na sporadickou a familidrni. U familiarni
ageneze zubl se uvazuje o tfech zpusobech dédiCnosti, a to autozomalné¢ dominantné,
autozomalné recesivné nebo gonozomaln¢ (vazba na chromozém X). Tento typ ageneze se
vyskytuje 1 u dalSich ptibuznych. Pfi¢inou sporadické hypodoncie je nejpravdépodobnéji
spoluptisobeni vice faktorli, mezi které patii kombinace Gi¢inku vice genti a vlivy prostiedi
(uvedeno vyse) [19], [38].

Nesyndromicka hypodoncie je do zna¢né miry geneticky a fenotypove riaznorodou
poruchou. Mutace v riznych genech zplsobuji odlisné manifestace fenotypu [38], [91],
[92]. V databazi OMIM (URL6) jsou uvedeny mutace v genech PAX9, MSXI1, EDA,
AXIN2 (Axis inhibitor 2) a WNTI0A (Wingless-type MMTV integration site family,
Member 10A), které¢ vykazuji pfi€innou souvislost s nesyndromickou hypodoncii [38],
[92]-[100]. Mutace v genech EDA (Ectodysplasin-Al), EDAR, EDARADD, NEMO,
PITX2 a dalsi udajné stoji za vznikem syndromickych forem ageneze zubu [31], [38].

Dalsi moznou alternativou je 1 role epigenetickych faktorti, jejichz plisobenim muze
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dochazet ke snizeni genové davky, zméné interakci gend a dalSich post-transkripénich
modulacnich nastrojt [38], [101].

Odontogeneze je velmi slozity proces, na jehoz fizeni se podili exprese mnoha
genll. Znacna Cast téchto genlt dodnes nebyla analyzovana, proto mozna spojitost dentalni
ageneze s dosud neidentifikovanymi geny je velmi pravdépodobna. UrCity potencial pro
selekci genit odpovédnych za nesyndromickou formu hypodoncie se skryva v identifikaci
gentl asociovanych se syndromickou hypodoncii [38].

Diagnostika dentalni ageneze probihd na zdkladé rentgenového a klinického
vySetteni probandi. Pacientiim je zhotoven panoramaticky rentgenovy snimek celisti, ktery
je nasledné analyzovan, a je pristoupeno ke klinickému intraoralnimu vySetfeni [19].

V soucasné dobé existuje n€kolik terapeutickych ptistupii, které nabizi feSeni, jak
se s nasledky ageneze zubt vyporadat [13]. Jednim takovym pfistupem je vyuziti zubnich
implantatli, které mohou nahradit jednotlivé zuby, jejich ¢asti nebo zubni oblouky [102].
autotransplantace, alotransplantace a xenotransplantace [103]-[106]. V poslednich letech
je hodné diskutovanym tématem vytvoifeni zcela nového zubu za pomoci kmenovych

bunék [13], [107], [108].

2.4.1.1 Hypodoncie a gen pro EDA

Gen pro EDA je spojovan jak se syndromickou tak i1 nesyndromickou formou
hypodoncie. Mutace v genu pro EDA vyustujici v syndromickou formu hypodoncie jsou
pti¢inou hypohidrotické ektodermalni dysplazie vazané na chromozom X (X-linked HED)
[109], [110]. VétSina téchto mutaci se nachazi v tsecich genu kddujicich tii hlavni funkéni
subdomény proteinu (furinovd subdoména, kolagenova subdoména a TNF homologni
subdoména) [75]. HED (také znama jako Christiiv-Siemensiiv-Tourainetiv syndrom)
postihuje piedevsim jedince muzského pohlavi, Zeny jsou vétSinou pienasecky, popiipade
trpi mirnymi projevy poruchy. Klinické ptiznaky zahrnuji absenci potnich 71az, defekty
slznych a slinnych Zlaz, hypotrichozu, protidlé vlasy, dentdlni defekty apod. [1]. Dentice
osob trpicich HED vykazuje znamky hypodoncie nebo kompletni anodoncie, jednotlivé
zuby zaumaji konicky nebo ,kolickovity* tvar a doba erupce trvalého chrupu je
prodlouzena. Nékdy mize byt HED asociovéna s projevy imunodeficience [111].

Nejcastéjsim piipadem jsou substitu¢ni bodové mutace, konkrétné tzv. missense
mutace (missense mutations), které zplisobuji zménu smyslu kodonu. Dale byly objeveny

v souvislosti s genem pro EDA substitu¢ni bodové mutace ,nonsense“ (nonsense
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mutations), které vytvari terminacni kodony, a inzeréné-delecni posunové mutace
(frameshift mutations), které vedou ke zméné ¢teciho ramce. Je znamo 1 nékolik delecnich
mutaci, které nezptisobuji posun ¢teciho ramce (in-frame mutations) nebo zplisobuji deleci
celého exonu. Pokusy o odhaleni korela¢nich vztahli mezi typem mutace a/nebo jeji
lokalizaci a zavaznosti fenotypového projevu byly neuspésné [75].

Schneider a kol. [72] zkoumali vliv nékolika ,,missense* mutaci genu pro EDA
a zjistili, Ze dané mutace mohou neptiznivé ovliviiovat vazbu ligandu k jeho receptoru,

multimerizaci a proteolytické Stépeni proteinu.
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3 CIL PRACE

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace bylo shrnuti dosavadnich poznatka o vyvoji
lidské dentice a moznych poruchach, které jsou sprocesem odontogeneze spojeny.

Pozornost byla zaméfena primarné na gen pro EDA a jeho roli v patogenezi hypodoncie.

Cilem praktické casti bylo nalezeni mutaci v exonovych sekvencich DNA genu pro
EDA souvisejicich s hypodoncii na souboru 31 osob. Z krevnich vzorkll pacient bylo
cilem vyizolovat genomickou DNA, a pomoci sekvenatoru na bazi NGS (Next-Generation
Sequencing) ziskat exonové sekvence genu pro EDA u studovanych osob. Dil¢im cilem
bylo srovnani ziskanych sekvenci se standardnimi sekvencemi a identifikace
polymorfizml a mutaci v genu pro EDA souvisejicich s hypodoncii. Kone¢nym cilem této
prace bylo porovnani ziskanych dat sudaji z predeslych studii zabyvajicich se danym

tématem.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 POPIS SOUBORU

Pfedmétem studie bylo hledani souvislosti mezi sekvenci DNA genu pro EDA
a hypodoncii. Do vyzkumu bylo zapojeno celkem 31 osob. Ugastnici studie byly déti
pfedskolniho a Skolniho véku, z nichz 18 bylo Zenského pohlavi a 13 muzského pohlavi.
Jednalo se o osoby Ceské narodnosti. VSechny osoby byly podrobeny rentgenovému
vySetteni chrupu a klinickému vySetfeni. Na zikladé¢ vysledkli ziskanych
z panoramatického rentgenového snimku celisti a intraoralniho vysSetteni byla stanovena
diagnoza a zjiSténa pritomnost dentdlni ageneze. Zminéna vySetfeni byla provedena na

Klinice zubniho 1ékafstvi Fakulni nemocnice v Olomouci.

4.2 IZOLACE GENOMICKE DNA

Osobam zapojenym do vyzkumu byl na zdklad¢ predeSlého vysetfeni vykonaného
na diive zminé&né klinice proveden odbér kapilarni krve z prstu. Do zkumavek Microvette®
200 K3E (Sarstedt, Némecko) s pfidavkem protisrazlivé latky tri-kalium EDTA bylo
odebrano 200 pl krve. Izolace DNA z krevnich vzork byla realizovana na pfistroji
Chemagic Prepito (Chemagen, Némecko). Pouzitd metoda izolace nukleovych kyselin je
zaloZena na vyuziti vlastnosti paramagnetickych castic. K izolaci DNA byl pouzit izola¢ni
kit Chemagic Prepito DNA Blood250 Kit (Chemagen, Némecko), ktery obsahuje
magnetické Castice, lyzacni roztok, vazebny roztok, sadu promyvacich roztokt, elu¢ni

roztok, proteindzu, desticku, reak¢ni zkumavky (0,75 ml) a jednorazové Spicky.

4.2.1 Stanoveni Cistoty a koncentrace vzorku

Po izolaci DNA nasledovalo stanoveni Cistoty a koncentrace vyizolovanych vzorkl
metodou UV spektrofotometrie. Méféni bylo provedeno na fotometru GENESYS 10S Bio
(Thermo Scientific, USA). U jednotlivych vzorkii byla zjiSténa absorbance pii riznych
vinovych délkach (Az30, A2e0, A280) a analyzovana mira zneCiSténi balastnimi latkami.
Hodnota absorbance pti vinové délce 260 nm vypovida o koncentraci nukleové kyseliny ve

vzorku, kterd byla stanovena v ng/pl. Zne€isténi vzorku organickymi latkami se projevi
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zvySenou hodnotou Az3o oproti Azso. Pomér hodnot Azeo a Asgo reflektuje miru Cistoty
vzorku respektive miru znec€iSténi proteiny. Hodnota poméru Azeo/A230 by se méla
pohybovat v rozmezi 1,8 — 2,0. Hodnota poméru niz$i nez 1,8 znaci pfitomnost proteinti

a vyssi nez 2,0 pritomnost RNA.

4.3 SEKVENACE GENOMU

Spole¢nost Illumina v roce 2007 piedstavila svétu prvni sekvendator, ktery pracoval
na principu sekvenace syntézou ve spojeni stzv. mustkovou amplifikaci (bridge
amplification) (viz Obrdzek 11) [112], [113].

Pocatecnim krokem je ptiprava DNA knihovny, pii niZ je provedeno nékolik
dalezitych ukonl. Nejprve je DNA podrobena fragmentaci a nasledné jsou konce
vzniklych fragmentli dale upravovany. Tyto Upravy zahrnuji zarovnani konci fragmentt,
jejich fosforylaci a adenylaci (na 3’-konci). Na zavér jsou k obéma koncim pridany
specifické adaptérové sekvence [112].

Po denaturaci knihovny probih4 hybridizace upravenych fragmentti DNA k reakéni
komirce. Adaptéry DNA fragmentd se paruji skomplementarnimi adaptéry
imobilizovanymi na povrchu reakéni komurky, které slouzi jako primery pro naslednou
syntézu dvouvlaknové DNA (amplifikace pomoci PCR) [112]. V dal§i fazi dochazi
k denaturaci a odmyti ptivodnich templatovych vldken DNA. Novée syntetizovana vlakna
DNA se ohybaji a svym volnym koncem hybridizuji k primertiim (adaptériim) navazanym
na povrchu reakéni komurky. Je spuStén dalsi PCR cyklus, jehoz produktem je
dvouvldknovy most (bridge amplification). Po cyklickém opakovani celého procesu je
piikro¢eno k denaturaci dvouvlaknovych mosti a odmyti reverznich fetézci DNA.
Vysledkem je vznik shlukt (tzv. klastr(), z nichz kazdy sestava z mnoha identickych kopii
templatovych DNA fragmentt [112].

Pii samotné sekvenaci jsou k adaptérovym sekvencim ptfipojeny sekvenaéni
primery. Do reakéni komitirky (s klastry) je vpravena smés polymerazy a Ctyt nukleotidd,
které jsou odliSn¢ fluorescencné oznaceny a jejich 3-OH skupina je chemicky
inaktivovana. Timto je zajiSténo zaclenéni vyhradné jednoho nukleotidu do fetézce DNA
v ramci jednoho cyklu [112]. Po inkorporaci nukleotidu fluorescencni znacka vysle signal
snimany CCD kamerou, ktery uddva pozici a typ piislusného nukleotidu. Poté je

termina¢ni skupina i fluorescencni znacka odstranéna a cyklus je opakovan. Sekvence
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jednotlivych klastrii jsou ziskany na zékladé specidlnich algoritmut, které konkrétnim
bazim ptifazuji urc¢itou hodnotu. Sekvence s nizkou kvalitou jsou tak eliminovany [112].
Analyza dat probihd za vyuziti prislusnych softwarovych nastroji uvedenych

v Kapitole 4.4, které umozni mapovani sekvenacnich readd na referen¢ni sekvenci, filtraci

a vizualizaci ziskanych dat.

A) PRIPRAVA KNIHOVNY

B) AMPLIFIKACE KLASTRU

gDNA
l fragmentace :
l reakéni cela
. | | —
adaptéry ___ —
— mustkova
amplifikace
l ligace l
I
knihovna ——
. ] 4
T — ”j '\3,\.:" @j (:1:
klastry
C) SEKVENACE D) ANALYZA DAT
s T *
ol o lONR .
@ = O f ATGGCATTGCAATTTGACAT
AGATGGTATTG e
sekvena':dm sekvenéni CATGGCATTGCAA
cykly ready GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

Zaznam

export dat l

Cluster 1 = Read 1: GAGT...

Cluster 2 > Read 2: TTGA... r
Cluster 3 = Read 3: CTAG... tE)ltOVY
Cluster 4 = Read 4: ATAC...  soubor

referencni  \ ATGGTATTGCAATTTGACAT

sekvence

Obrazek 11: Schématické znazornéni postupu sekvenovdini DNA (ptevzato dle URL7)
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4.3.1 Priprava genomové knihovny

Technika cileného sekvenovani (targeted sequencing) dovoluje sekvenovani
vybranych genli nebo definovanych oblasti genomu. Pro pfipravu genomové knihovny
byla vybrana metoda cilené¢ho ,,zachytu* tzv. targeted capture s ndslednou multiplex PCR,
ktera vyuziva specifickych sond navrZzenych pro zachyt danych oblasti a pozdé¢jSiho
obohaceni vzorku (enrichment) o tyto oblasti prostfednictvim metody PCR [112].

Pro ucely této studie byla pro ptipravu knihovny pouzita technologie SeqCap EZ
System od spolec¢nosti Roche NimbleGen. Pti ptipravé knihovny bylo postupovano dle
protokolu poskytnutého vyrobcem’. Pro zjednoduseni byly n&které notoricky znamé kroky
jako je ptipravné rozmrazeni chemikalii, resuspendace, vortexace nebo centrifugace
reagencii €1 vzorkl, zpracovani paramagnetickych ¢astic na magnetickém kolektoru,
piepipetovani do jiné zkumavky, odstranéni supernatantu, opakované promyvani
vynechany. Postup v kapitolach 4.3.1.3 — 4.3.1.4 je koncipovan pro pfipravu individudlni
knihovny vzorku (Sample Library). V nasem ptipadé¢ bylo pii jednom experimentu
zpracovano az 24 vzorkl, jejichz knihovny byly zkombinovany dle postupu v kapitole

4.3.1.5 bod 2) Multiplexovani knihoven vzorkti DNA.

4.3.1.1 Pristroje a pomiicky

Covaris S220 Ultra-Sonicator (Covaris, USA) - sonikator

2200 TapeStation System (Agilent, USA) - bioanalyzér

Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA) - termocyklér
GENESYS 10S Bio (Thermo Scientific, USA) - spektrofotometr
LightCycler® 480 Instrument II (Roche Diagnostics, USA) - termocyklér
Thermo-Shaker TS-100 (Biosan, LotySsko) — termoblok

Mikrocentrifuga (16 000 x g)

Vortex mixer

Chemagic Stand 2x12 (Chemagen, Némecko) — magneticky separator

Automatické pipety

5 Roche (2015): SeqCap EZ Library SR User’s Guide v5.1, Roche NimbleGen: Madison, USA
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4.3.1.2 PouZité kity a material

KAPA Library Preparation Kit Illumina (50 reakci) (KK8251) (Kapa Biosystems, USA):

10X End-Repair Buffer 500 pl End-Repair Enzyme Mix
10X A-Tailing Buffer 250 pl A-Tailing Enzyme
5X Ligation Buffer 500 pl T4 DNA Ligase

20% PEG 8000/2,5 M NaCl 20 ml

SeqCap Adapter Kit A (96 reakci) (Roche NimbleGen, USA):
SeqCap Index Adapter 2/4/5... 0,5 nmol

(12 zkumavek - A2,A4,A5,A6,A7,A12,A13,A14,A15,A16,A18,A19)
Pre-LM-PCR Oligos 1 & 2 2,75 nmol

SeqCap Adapter Kit B (96 reakci) (Roche NimbleGen, USA):
SeqCap Index Adapter 1/3/8... 0,5 nmol

(12 zkumavek - A1,A3,A8,A9,A10,A11,A20,A21,A22,A23,A25,A27)
Pre-LM-PCR Oligos 1 & 2 2,75 nmol

SeqCap EZ Accessory Kit v2 (24 reakci) (Roche NimbleGen, Némecko):
COT-1 Human DNA 120 pl

2X KAPA HiFi HotStart ReadyMix 1,25 ml

Post-LM-PCR Oligos 1 & 2 2,4 nmol

SeqCap EZ Probe Pool (Roche NimbleGen, Némecko)

SeqCap Hybridization and Wash Kit (24 reakci) (Roche NimbleGen, Némecko):

2,5X Bead Wash Buffer 5 ml 10X Stringent Wash Buffer 1000 pl
10X Wash Buffer I 750 ul 2X Hybridization Buffer (tetramethylammonium chloride) 190 ul
10X Wash Buffer II 500 pl Hybridization Component A (formamide) 75 ul

10X Wash Buffer III 500 pl

SeqCap HE Oligo Kit A (96 reakci) (Roche NimbleGen, Némecko):
SeqCap HE Index 2/4/5... Oligo 10 nmol

(12 zkumavek - B2,B4,B5,B6,B7,B12,B13,B14,B15,B16,B18,B19)
SeqCap HE Universal Oligo 120 nmol

SeqCap HE Oligo Kit B (96 reakci) (Roche NimbleGen, Némecko):
SeqCap HE Index 1/3/8... Oligo 10 nmol

(12 zkumavek - B1,B3,B8,B9,B10,B11,B20,B21,B22,B23,B25,B27)
SeqCap HE Universal Oligo 120 nmol
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D1000 ScreenTape Kit (Agilent, Némecko):
D1000 ScreenTape (7 pieces)

D1000 Ladder 10 ul

D1000 Sample Buffer 400 pl

KAPA Library Quantification Kit (KK4854) (Kapa Biosystems, USA):
2X KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix (SYBR® Green I dye) 5 ml
10X Primer Premix 1 ml

DNA Standard 1 — 6 (20 pM, 2 pM, 0,2 pM, 0,02 pM, 0,002 pM, 0,0002 pM) 80 pl

Agencourt Ampure XP Kit (60ml) (Beckman Coulter, USA):
Agencourt AMPure XP Reagent

SeqCap Pure Capture Bead Kit (24 reakci) (Roche NimbleGen, Némecko):
SeqCap Capture Beads 2,4 ml

1X TE pufr (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA; pH 8.0)

Elucni pufr (10 mM Tris-HCI; pH 8.0)

Redici pufr (10 mM Tris-HCI + 0,05% Tween® 20; pH 8,0)

80 % ethanol

PCR voda

MicroTUBE AFA Fiber Pre-Slit Snap-Cap 6x16 mm (Covaris, USA)
PCR zkumavky (0,2 ml)

Mikrocentrifuga¢ni zkumavky (1,5 ml)

4.3.1.3 Piiprava knihovny vzorku

Tato kapitola popisuje ptipravu knihovny vzorku (Sample Library) a hodnoceni jeji

kvality pfed samotnou amplifikaci.

1) Resuspendace indexovanych adaptéra — do kazdé z 24 zkumavek (SeqCap Adapter Kit
A/B — 2 x 12 zkumavek) bylo piidano po 50 pl chlazené PCR vody, po vortexaci
a stoCeni byly zkumavky uskladnény v chladu pii teploté -15 °C az -25 °C.

2) Fragmentace gDNA pomoci ultrasonikatoru Covaris S220 — pouzité mnozstvi vstupni

gDNA bylo 130 pl (¢ = 3 ng/ pl). PoZzadovana primérnd délka fragmentl méla byt
zhruba 180 — 220 bp. Fragmentace probihala pti vykonu 175 W po dobu 180 s.
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3) Velikost vzniklych fragmentii byla ovéfena na pfistroji 2200 TapeStation System
(Agilent, USA), ktery pracuje na principu gelové elektroforézy s vyuZzitim ,,platicek*
ScreenTape. Pro tuto analyzu bylo smiseno po 3 pul D1000 Sample Buffer s 1 pl D1000
Ladder a 1 pl vzorku DNA, a jednotlivé zkumavky s roztoky byly vlozeny do pfistroje
na urcené¢ misto. Cely proces vcetné naneseni vzorkii, elektroforetické separace

1 vizualizace vysledku je zcela automatizovany.

4) Zarovnani koncll fragmentt

e Byl vytvofen End Repair Master Mix (viz Tabulka II) o objemu 20 ul, ktery byl
smichan s 50 pl fragmentované DNA (cpna = 3 ng/ul). Smés byla inkubovéna pfti
20 °C po dobu 30 min.

Tabulka II: SloZeni End Repair Master Mixu

End Repair Master Mix Pro individudlni Sample Library
PCR voda 8 ul
10X KAPA End Repair Buffer 7 pl
KAPA End Repair Enzyme Mix Sul
Celkovy objem 20 pl

e Nasledovalo pfecisténi pomoci paramagnetickych castic Agencourt AMPure XP
Beads. K 70 ul diive vytvofené smési bylo pfidano 120 pl ¢astic. Pii inkubovani
smési pii pokojové teploté po dobu 15 min se DNA navéazala na povrch ¢astic.
Nasledovalo dvojnasobné promyvani 200 pl 80 % ethanolu . Na zavér byly Castice

s navazanou DNA vysuSeny pii pokojové teploté.

5) Adenylace konctl fragmentii

e Do zkumavky s ¢asticemi a navdzanou DNA bylo pfipipetovdno 50 pl A-Tailing

Master Mixu (viz Tabulka I1I). Smés byla inkubovana 30 min pii 30 °C.

Tabulka III: SloZeni A-Tailing Master Mixu

A-Tailing Master Mix Pro individudlni Sample Library
PCR voda 42 ul
10X KAPA A-Tailing Buffer S5pul
KAPA A-Tailing Enzyme 3l
Celkovy objem 50 ul
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e PieCiSténi smési probihalo za ptfidavku 90 pl PEG/NaCl SPRI (Solid Phase
Reversible Immobilisation beads) vazebného pufru. Inkubace smési pti pokojové
teploté trvala 15 min, poté bylo ptfikroceno k dvojnasobnému promyvani 200 pl 80 %

ethanolu. Nakonec byly ¢astice s navazanou DNA opét vysuSeny.

6) Ligace adaptért

o Castice s DNA byly smichany se 47 pl Ligation Master Mix (viz Tabulka IV).
Nasledné byly do zkumavky ptipipetovany 3 pl diive ptipravené¢ho roztoku adaptért

s vybranym znacenim (indexem). Reakéni smés byla inkubovana 15 min pti 20 °C.

Tabulka IV: SloZeni Ligation Master Mixu

Ligation Master Mix Pro individudlni Sample Library
PCR voda 32 ul
5X KAPA Ligation Buffer 10 pl
KAPA T4 DNA Ligase Sul
Celkovy objem 47 ul

e K preciSténi byl opét pouzit vazebny pufr PEG/NaCl SPRI o objemu 50 pl. Inkubace
probihala 15 min pii pokojové teploté. Promyvani 200 pl 80 % ethanolu bylo
provedeno 2x. Po vysuSeni byly Castice s navazanou DNA resuspendovany ve 100 pl

elu¢niho pufru a inkubovany 2 min pii pokojové teploté.

7) Selekce fragmentl s navdzanymi adaptérovymi sekvencemi dle velikosti

e Ke 100 pl resuspendované DNA s ¢asticemi bylo ptfidano 60 pul PEG/NaCl SPRI
vazebného pufru. Inkubace pii pokojové teploté po dobu 15 min umoznila vazbu
fragmentii > 450 bp k paramagnetickym ¢asticim. Ziskany supernatant o objemu

155 pl obsahoval fragmenty < 450 bp.

e Pfiddnim 20 pl novych paramagnetickych castic Agencourt AMPure XP Beads
k supernatantu a inkubaci 15 min pii pokojové teploté se selektivné zachytily
fragmenty > 250 bp na casticich. Nasledovalo 2x promyvani 200 pl 80 % ethanolu a

vysuseni Castic pi1 pokojové teplote.
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e VysuSené Castice byly resuspendovany v 25 ul PCR vody a inkubovany 2 min pfi
pokojové teploté. Odsaty supernatant obsahoval vyeluovanou DNA o velikosti

fragmentt 250 — 450 bp.

4.3.1.4 Amplifikace knihovny vzorku

Kapitola vysvétluje, jak amplifikovat knihovnu vzorku (Sample Library) za vyuZiti
metody LM-PCR (Ligation-Mediated PCR), jejiz nazev vyjadiuje, ze pro PCR jsou

vyuZity primery komplementarni k sekvencim adaptéra.

1) Resuspendace primerit — k resuspendovani primert (Pre-LM-PCR Oligos 1 & 2;
1 zkumavka) bylo pouzito 550 ul PCR vody. Zkumavka byla uloZena na chladném

misté pi1-15 °C az -25 °C az do doby zpracovani.

2) Amplifikace knihovny vzorku (Pre-Capture LM-PCR Amplification)

e 20 pl knithovny vzorku (pfipravené v predchozi kapitole) bylo smichdno s 30 pl Pre-
Capture LM-PCR Master Mixu (viz Tabulka V). Reakce byla provedena na ledu,
protoze uvedeny Master Mix je teplotné¢ senzitivni. Jako negativni kontrola byla

pouzita PCR voda, kterd byla zpracovana analogickym zptsobem.

Tabulka V: SloZeni Pre-Capture LM-PCR Master Mixu

Pro individudlni Sample Library
Pre-Capture LM-PCR Master Mix
(negativni kontrolu)

2X KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 ul
Pre LM-PCR Oligos 1 & 2, 5 uM Sul
Celkovy objem 30 ul

o Amplifikace fragmenti DNA (a negativni kontroly) byla provedena na termocykléru
Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA) dle piislusného
teplotniho profilu reakce (viz Tabulka VI). Teplota vyhiivané¢ho vika termocykléru

byla nastavena na +10 °C oproti inkuba¢nim teplotam.
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Tabulka VI: Teplotni profil Pre-Capture LM-PCR Amplifikace

Teplotni profil PCR reakce
98 °C 45s
98 °C (denaturace) 15s
60 °C (annealing) 30s 9x
72 °C (extenze) 30s
72 °C 1 min
4°C hold

e Purifikace amplifikované knihovny vzorku probihala za pomoci paramagnetickych
castic Agencourt AMPure XP Beads. K50 pl knihovny vzorku (a negativni
kontroly) bylo pfipipetovano 90 pl Castic. Inkubaci 15 min pfi pokojové teploté se
navazaly fragmenty DNA k ¢asticim. K dvojnasobnému promyvani knihovny bylo
vyuzito 200 pl 80 % ethanolu. Nasledné byly ¢astice s DNA vysuSeny pii pokojové

teploté po dobu cca 15 min.

e Na zavér byla DNA resuspendovana v 52 ul PCR vody. Po inkubaci 2 min pfi
pokojové teploté byl odstranén supernatant o objemu 50 pl, ktery obsahoval

amplifikovanou knihovnu vzorku.

3) Kvalita amplifikované knihovny vzorku byla ovéfena pomoci spektrofotometru

GENESYS 10S Bio (Thermo Scientific, USA) (vyhodnoceni viz kapitola 4.2.1).

4.3.1.5 Hybridizace knihoven vzorkit a hybridizacénich sond

Kapitola se zabyva hybridizaci amplifikovanych knihoven vzorka a hybridizacnich
sond. Pojem ,hybridizacni sondy“ zahrnuje kompletni soupravu biotinylovanych
oligonukleotidovych sond, které zprostiedkovavaji zachyt cilovych oblasti (Targeted
Capture) (viz uvod kapitoly 4.3.1).

1) Resuspendace primerti — primery SeqCap HE Universal Oligo byly resuspendovany ve
120 pul PCR vody (Croztoku = 1000 uM). Primery SeqCap HE Index Oligo byly
resuspendovany v 10 pl PCR vody (Crostoku = 1000 pM) (SeqCap HE Oligo Kit A/B —
2 x 12 zkumavek). Zkumavky s primery byly uchovany v chladu pti -15 az -25 °C az do

jejich pouziti.
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2) Multiplexovani knihoven vzorkiit DNA — pokud bylo v pfedchozich krocich zpracovano
vice vzorkli DNA respektive vytvofeno vice knihoven vzorklt DNA (Sample Libraries),
pak vtomto kroku tyto indexované amplifikované knihovny byly smiseny
v ekvivalentnim poméru jejich hmotnosti, tak aby celkova hmotnost smési byla

minimalné 1,25 pg.

3) Multiplexovani primertt — pro vytvoieni poolu primert bylo zkombinovano 50 %
SeqCap HE Universal Oligo primerti a 50 % smési piislusnych SeqCap HE Index Oligo

primerd, tak aby celkové latkové mnozstvi poolu odpovidalo 2000 pmol.

Napft.: Kdyby se pracovalo se 4 knihovnami vzorki DNA (4 Sample Libraries),
které byly ptipravovany s adaptérovymi indexy 2, 4, 6, 8, pak by pool primert
zahrnoval (viz Tabulka VII):

Tabulka VII: Ukdzkové sloZeni poolu primerii

Slozka MnoZstvi
SeqCap HE Universal Oligo 1000 pmol (1 pl z 1000 uM)
SeqCap HE Index 2 Oligo 250 pmol (0,25 pl z 1000 uM)
SeqCap HE Index 4 Oligo 250 pmol (0,25 pl z 1000 uM)
SeqCap HE Index 6 Oligo 250 pmol (0,25 pl z 1000 uM)
SeqCap HE Index 8 Oligo 250 pmol (0,25 pl z 1000 uM)
Celkové mnozstvi 2000 pmol (2 pl z 1000 uM)

4) Hybridizace

e Byla pfipravena hybridiza¢ni smés sestavajici z5 pul COT-1 Human DNA (¢ =
1 mg/ml; DNA z lidské placenty — potlaceni nespecifickych hybridiza¢nich reakci),
1 pg multiplexovanych knihoven vzorkt (viz bod 2)), 2 ul poolu primera (1 pl
SeqCap HE Universal Oligo o n = 1000 pmol a 1 ul SeqCap HE Index Oligo Poolu
o n= 1000 pmol).

e Do zkumavky s hybridizacni smési byl pfidan 2x vétsi objem paramagnetickych

castic Agencourt AMPure XP Beads oproti smési. Po inkubaci 5 min pii pokojoveé

teploté se smés promyvala 200 pl 80 % ethanolu.
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e Po vysuSeni pelety se khybridiza¢ni smési pfipipetovala smés 7,5 pl
2X Hybridization Buffer (pfidavek tetramethylamonium chloridu) a 3 pl
Hybridization Component A (pfidavek formamidu) a zkumavka byla inkubovédna
2 min pti pokojové teploté. Odsaty supernatant byl umistén na 10 min do termobloku

pti teploté 95 °C, kde dochdzelo k denaturaci DNA.

e Nasledné byl supernatant smisen se 4,5 pl poolu hybridiza¢nich sond (SeqCap EZ
Probe Pool) a vznikla smés (viz Tabulka VIII) byla inkubovana 16 — 20 hod
v termocykléru pti 47 °C (teplota vyhiivaného vika byla nastavena na 57 °C).

Tabulka VIII: Vysledna hybridizacni smés

SloZka MnoZstvi

COT Human DNA 5pug
Multiplexované knihovny vzorkt 1 ug
Pool primert 2000 pmol*
2X Hybridization Buffer 7,5 ul
Hybridization Component A 3l
Pool hybridizacnich sond 4,5 ul
Celkovy objem 15 ul

*50 % SeqCap HE Universal Oligo (1000 pmol)
a 50 % smés SeqCap HE Index Oligos (1000 pmol)

4.3.1.6 Promyti a ,,obnoveni“ knihoven vzorkii

Kapitola popisuje promyti (odstranéni nenavazanych fragmentl) a obnoveni

»zachycené* multiplexované DNA po hybridizaci.

1) Ptiprava pufri — pufry 10X Wash Buffers (I, II, III a Stringent) a 2,5X Bead Wash
Buffer byly zfedény PCR vodou na koncentraci 1X (viz Tabulka [X). 400 pl
1X Stringent Wash Buffer a 100 pl 1X Wash Buffer I bylo ptedehfdto na 47 °C

ve vodni lazni.
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Tabulka IX: Redéni promyvacich pufri

Pufr Objem pufiru 10X | Objem PCR vody | Objem pufru 1X
10X Stringent Wash Buffer 40 pl 360 ul 400 wl
10X Wash Buffer I 30 ul 270 Wl 300 ul
10X Wash Buffer II 20 ul 180 wl 200 wl
10X Wash Buffer III 20 ul 180 wl 200 wl
2,5X Bead Wash Buffer 200 wl 300 ul 500 pl

*uvedené objemy jsou pro 1 experiment (1 capture = 24 vzorki)

2) Ptiprava streptavidinovych Capture Beads — 100 pl Castic bylo 2x promyto v 200 ul
pufru 1X Bead Wash Buffer a nasledné¢ rozsuspendovano ve 100 pl tohoto pufru.

Po vyceteni roztoku byla odstranéna tekuté slozka a ¢astice byly ptipraveny k pouziti.

3) Vazba DNA — hybridizaéni smés (viz predchozi kapitola) byla pirenesena do zkumavky
s Capture Beads, ktera byla poté umisténa na 45 min do termocykléru pfti teploté 47 °C
(teplota vyhtivaného vika byla 57 °C). Béhem inkubace byla zkumavka s roztokem

kratce vortexovana kazdych 15 min, aby byl zaru€en suspenzni stav Castic.

4) Promyti ¢astic s navazanou DNA — po inkubaci bylo 15 pl ¢astic s DNA 1x promyto
100 pl predehiatého 1X Wash Buffer I a 2x 200 pl pfedehratého 1X Stringent Wash
Buffer (inkubace 5 min pii 47 °C). Poté byly Castice s DNA postupné vortexovany pii
pokojové teploté nejdiive 2 min v 200 pl 1X Wash Buffer I, nasledné 1 min v 200 pl
1X Wash Buffer II a nakonec 30 sv200 pul 1X Wash Buffer III. Na zavér bylo
k ¢asticim s navdzanou DNA ptidano 50 ul PCR vody (pro dalsi kroky nebylo zapotiebi
eluace DNA).

4.3.1.7 Amplifikace knihoven vzorki

Kapitola popisuje amplifikaci ,,zachycené* multiplexované DNA navazané na
castice (Capture Beads) za vyuziti metody LM-PCR (Ligation-Mediated PCR). Celkové
jsou provedeny dvé PCR reakce na zkumavku knihoven vzork, které jsou zkombinovéany

za Ucelem minimalizace odchylek pii PCR.

1) Ptiprava smési pro amplifikaci — do dvou PCR zkumavek bylo napipetovano po 30 ul
Post-Capture LM-PCR Master Mixu (viz Tabulka X) a 20 pl Castic s navazanou DNA.
Pro negativni kontrolu bylo pouzito 20 ul PCR vody misto ¢astic s DNA.
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Tabulka X: SloZeni Post-Capture LM-PCR Master Mixu

Post-Capture LM-PCR Master Mix | Pro individualni PCR reakci
2X KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 ul
Post-LM-PCR Oligos 1 & 2, 5 uM Sul
Celkovy objem 30 ul

2) Amplifikace  multiplexovanych  knithoven  vzorkli  (Post-Capture = LM-PCR
Amplification) — PCR zkumavky s vytvofenou smési byly umistény do termocykléru,
na kterém se nastavil ptisluSny teplotni profil PCR reakce (viz Tabulka XI). Teplota

vyhtivaného vika byla setizena na +10 °C oproti jednotlivym inkuba¢nim kroktm.

Tabulka XI: Teplotni profil Post-Capture LM-PCR Amplifikace

Teplotni profil PCR reakce
98 °C 45s
98 °C (denaturace) 15s
60 °C (annealing) 30s 14 x
72 °C (extenze) 30s
72 °C 1 min
4°C hold

3) Purifikace amplifikované ,,zachycené* multiplexované DNA — ob& zkumavky s DNA
vzorky byly smichany (celkovy objem 100 pl) a ke vzniklému roztoku bylo ptidano
180 pl paramagnetickych ¢astic Agencourt AMPure XP Beads (negativni kontrola byla
zpracovavana obdobnym zplisobem). Po inkubaci 15 min pii pokojové teploté byla
smés 2x promyvana 200 pl 80 % ethanolu. Nasledné¢ po vysuSeni byly ¢astice s DNA
rozsuspendovany v 52 pl PCR vody a inkubovany 2 min pfi pokojové teploté. Bylo
odpipetovano 50 pul supernatantu obsahujiciho amplifikovanou ,,zachycenou*

multiplexovanou DNA.
4) Urceni velikosti fragmentd DNA - pomoci bioanalyzéru 2200 TapeStation System

(Agilent, USA) byla zkontrolovana délka fragmentlh DNA, kterd méla spadat ptiblizné
do rozmezi hodnot 150 — 500 bp.
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4.3.1.8 Ovéieni miry ,,obohaceni“ vzorku (qPCR)

Pti kvantitativni PCR nebo-li Real-Time PCR je vkazdém cyklu reakce
kvantifikovano pfibyvajici mnozZstvi produktu. Princip detekce amplifikovaného produktu
spoCiva v zaznamenavani zmény intenzity fluorescencniho zateni v pribéhu PCR, ktera je
piimoumérnd mnozstvi nové vytvofené DNA. Dany fluorescencni signal je obvykle
zajistén pouzitim interkala¢niho barviva nebo specifickych sond (URLS).

Zhodnoceni miry kvantifikace se provadi na zakladé¢ vypoctu amplifikacni kiivky
a hodnoty C; (Cycle Threshold), pfi niZ dochazi k narGstu fluorescence nad prahovou
hodnotu pozadi. Pro zpracovani vysledkii Real-Time PCR se vyuzivd metody absolutni
nebo relativni kvantifikace (URLS). V této studii byla aplikovdna metoda absolutni
kvantifikace, kterd umozZiuje stanoveni vychoziho poctu kopii danych molekul. Princip
metody je zaloZen na sestrojeni kalibracni kiivky pro fadu standardi, ze které se nasledné
odvozuje koncentrace neznadmého vzorku.

Pti realizaci qPCR bylo postupovéano dle pokyni uvedenych v protokolu dodaném

vyrobcem®.

1) 1 ml 10X Primer Premix byl smichan s 5 ml 2X KAPA SYBR® FAST qPCR Master
Mix, ktery obsahuje interkala¢ni barvivo SYBR® Green I dye.

2) Redéni — vzorek DNA knihoven byl pro kvantifikaci vyfedén 10 000x a 50 000x.
Pro fedéni byl vyuzit fedici pufr (10 mM Tris-HCI + 0,05% Tween® 20; pH 8,0).

3) Ke 4 ul kazdého DNA Standardu 1 — 6, jednotlivych fedéni vzorku DNA knihoven
a PCR vody (negativni kontrola) bylo ptfiddno po 6 pl Master Mixu s Primer Premixem
a vysledné smési byly naneseny na PCR desticku. VSechny DNA standardy, fedéni

knihoven 1 negativni kontrola byly zpracovavany v duplikatech.

4) Metoda qPCR byla provedena pomoci piistroje LightCycler® 480 Instrument II (Roche
Diagnostics, USA) dle ptisluSného teplotniho protokolu (viz Tabulka XII).

¢ Kapa Biosystems (2014): KAPA Library Quantification Kit Illumina® platforms v6.14,
Kapa Biosystems: USA
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Tabulka XII: Teplotni profil gPCR reakce

Teplotni profil reakce
95°C 5 min
95 °C (denaturace) 30s

35x

60 °C (annealing, extenze) 45 s

65-95°C analyza kiivky tani

5) Analyza dat probihala za vyuZiti analyza¢niho modulu absolutni kvantifikace a metody
hledani maxima druhé derivace. Hodnota C; je tak urcCena jako bod (odpovidajici
maximu druhé derivace kiivky), ve kterém se méni pribéh amplifikacni kiivky.
Pro ovéfeni, zda-li nespecifické amplifikacni produkty, dimery primera a jiné artefakty
neovlivituji C; hodnoty vzorktli, byla provedena analyza kiivky tani. VSe je zcela

automaticky tizeno ptisluSnym softwarem bez nutnosti uzivatelského zasahu.

4.3.2 Sekvenovani

Vzorek DNA knihoven byl sekvenovan pomoci sekvenatoru MiSeq V2 (300 cykli,
2x151 bp) (Illumina, USA), ktery funguje na bazi NGS (Next-Generation Sequencing)
aumoznuje masivn¢ paralelni sekvenovani vybranych tUsekit DNA. Princip této
technologie je zminén vySe (viz uvod kapitoly 4.3). Pfed samotnym procesem sekvenovani
bylo nutné knihovny vzork® upravit denaturaci a zfedénim. Navic byla pro vyrovnani
nedostatku sekvencni diverzity ptipravena kontrolni knihovna PhiX (Illumina, USA), ktera
byla nésledné¢ zkombinovédna s knihovnami vzorkli. Vysledna smés byla pienesena
do reak¢ni kazety a bylo pfistoupeno k sekvenaci provedené dle doporuceni vyrobce,
vnasem piipadé¢ pro 15 pM knihovny. Jednotlivé ukony byly provedeny v souladu
s protokoly poskytnutymi vyrobcem’.® Cely proces sekvenovani je pln& automatizovany

bez nutnosti uzivatelského zasahu.

Pouzity kit (viz Tabulka XIII), reagencie a pomucky:

Tabulka XIII: SloZeni kitu na sekvenaci
MiSeq® v2 Reagent Kit (300 cycles) (Box 1 & 2) (Illumina, USA)
Box 1 Box 2

Reagent Cartridge PR2 Bottle - Incorporation Buffer 500ml
HT1 Hybridization Buffer 4,5ml | PE MiSeq® Flow Cell

7 Illumina (2013): Preparing Libraries for Sequencing on the MiSeq®, Illumina: USA
8 Illumina (2015): MiSeq® System Guide, Illumina: USA

52



[lumina PhiX Control v3 (Illumina, USA) Minicentrifuga

1,0 N NaOH Vortex mixer
10 mM Tris-ClI (pH 8,5 + 0,1% Tween 20) Mikropipety se $pickami
Voda (laboratoni kvalita) Zkumavky 0,5 ml

1) Ptiprava roztoku NaOH — k ptipravé 1 ml 0,2 N NaOH bylo pouzito 800 ul PCR vody
a 200 ul 1,0 N NaOH.

2) Denaturace a ziedéni DNA — vtomto kroku bylo postupovano dle protokolu

pro denaturaci a fedéni 4 nM knihoven.

e K denaturaci DNA bylo smiseno 5 pl 4 nM roztoku knihoven vzorkii s5 pl
0,2 N NaOH a sm¢s byla inkubovana 5 min pti pokojové teploté. Poté bylo ke smési
piipipetovano 990 pl predchlazeného HT1 pufru, vznikla nam tak 20 pM
denaturovana knihovna (roztok knihoven vzorki) v 1 mM NAOH.

e K ziskdni 600 pl 15 pM knihovny (roztok knihoven vzorki) bylo 450 ul 20 pM
denaturované knihovny nafedéno 150 pl ptfedchlazeného HT1 pufru.

3) Priprava PhiX kontrolni knihovny — k pfipravé 4 nM PhiX knihovny byly pouZity
2 pl roztoku 10 nM PhiX knihovny a 3 pl 10 mM Tris-Cl (pH 8,5 + 0,1 % Tween 20).

e Denaturace PhiX knihovny — smés 5 pl 4 nM PhiX knihovny a 5 pl 0,2 N NaOH
byla inkubovédna 5 min pti1 pokojové teploté. Nasledné bylo ke smési ptidano 990 pl

ptedchlazeného HT1 pufru, aby vznikla 20 pM PhiX knihovna.

e Redéni denaturované PhiX knihovny — 375 pl 20 pM PhiX knihovny bylo ziedéno
225 pl predchlazeného HT1 pufru k dosazeni findlni koncentrace 12,5 pM.

4) Zkombinovani knihoven vzorki s PhiX knihovnou — upravené knihovny byly spojeny

v tomto mnozstvi 570 pl roztoku knihoven vzorkli a 30 ul PhiX knihovny.

5) Priprava na sekvenaci — na sekvenatoru byl spustén pfislusny promyvaci program

romyvaci kazeta). Reakéni kazeta (Reagent Cartridge) byla rozmrazena ponofenim
promyv g g Yy p
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po rysku do vodni lazné¢ pokojové teploty. Pritokova cela (Flow Cell) byla omyta
vodou, osuSena a umisténa na nalezité misto do sekvenatoru. Stejné tak byla vloZena
do sekvenatoru na konkrétni misto lahev s inkorporaénim pufrem (PR2 Bottle). 600 pl
smési knihoven vzorkl a Phix kontroly bylo naneseno do jamky ¢islo 17 sekvenacni
kazety (viz Obrazek 12), ktera byla nésledné vlozena do sekvenatoru vyménou
za promyvaci kazetu. Na pfristroji byl nastaven ptislusny protokol sekvenace (Sample
Sheet) dle doporuceni vyrobce. Po kontrole pratoku reagencii byl spustén sekvenacni
beh. Po skonCeni sekvenace byl opét spustén piislusny promyvaci program a pouzita

sekvenacni kazeta byla zlikvidovana.

1 IMS Incorporation Mix
2 SRE Scan Mix
4 CMS Cleavage Mix
5 AMSI1 Amplification Mix, Read 1
6 AMS2 Amplification Mix, Read 2
7 LPM Linearization Premix
8 LDR Formamide
9 LMX1 Linearization Mix
10 LMX2 Read 2 Linearization Mix
11 RMF Resynthesis Mix
12 HP10 Read 1 Primer Mix
13 HP12 Index Primer Mix

@ @ 14 HP11 Read 2 Primer Mix

1 2 4 15 PW1 Laboratory-grade water
16 PW1 Laboratory-grade water
17 Empty Load Samples (Reserved for sample libraries)

i 18 Empty Optional use for custom Read 1 primer
e 19 Empty Optional use for custom Index Read primer
20 Empty Optional use for custom Read 2 primer
21 PW1 Laboratory-grade water
L S22 Empty Empty

Obrazek 12: Predplnéna reakcni kazeta s popisem umisténi jednotlivych reagencii

(upraveno dle ° )

? Illumina (2012): MiSeq Reagent Kit Reagent Preparation Guide, Illumina: USA
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4.4 ANALYZA DAT

Vysledna NGS data byla podrobena analyze, ktera byla provedena v souladu
s doporu¢enimi poskytnutymi vyrobcem Roche NimbleGen'® (Roche Diagnostics, 2015).
Jako referencni genom byla pouzita verze hg38. Pro mapovani na referencni genom byl
vyzit software BWA 0.7.13 (Burrows-Wheeler Aligner) a pomocny algoritmus
Burrowsova-Wheelerova transformace, které umoznily indexovani referenéniho genomu
a zarovnani sekvenacnich readd [114]. Nasledné¢ pomoci programu Trimmomatic 0.32
[115] byly odstranény adaptéry a prostfednictvim softwaru Picard Tools 1.110 byly
eliminovany PCR duplikaty (URL9). Odhaleni pfitomnosti mutaci tzv. variant calling
a jejich filtrovani bylo zajisténo vyuzitim programtit SAMtools 1.3 a BCFtools 1.3 [116],
[117]. Softwarem R (R Core Team 2016) (URL10) byla ur¢ena hloubka pokryti (depth
of coverage) pro kazdou pozici na referenénim genomu, kterd odpovida genu pro EDA.
Tento parametr vyjadfuje pramérny pocet kopii vzorku DNA, které obdrzime
sekvenovanim [118]. Vizualizace sekvenac¢nich dat byla provedena pomoci nastroje

IGV 2.3.88 (Integrative Genomics Viewer) [76], [77].

10 Roche (2015): Sequencing Solutions Technical Note: How To... Evaluate NimbleGen SeqCap EZ Target
Enrichment Data, Roche Diagnostics: Némecko
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5 VYSLEDKY

5.1 ANALYZA KVALITY FRAGMENTACE DNA
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Obrazek 13: Ukazka vysledki ovéieni kvality fragmentace DNA: A - Obrazek gelu s vyznacenou

priumérnou délkou fragmentii DNA jednotlivych vzorkii a délkou fragmentii DNA standardii

(25 bp, 1500 bp), B — Legenda ke grafu C, C — Graf fragmentacnich profilu jednotlivych vzorki
(piky v oblasti 25 bp a 1500 bp znaci standardy)

Na Obrazku 13 jsou zobrazeny vysledky méfeni kvality fragmentace na piistroji

2200 TapeStation System (Agilent, USA) pro 12 vzorka. V grafu C je zaznamenano

rozlozeni délek fragmenti DNA v ramci jednotlivych vzorki. Vysledky analyzy dokladaji

uspesnost fragmentace DNA.
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5.2 KVANTITATIVNI PCR

Amplification Curves
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Obrazek 14: Ukazka vysledkit ovéieni miry ,,obohaceni“ vzorkii
A - Amplifikacni kiivky, B - Kfivky tani

(hnédé kiivky - standardy, Cervené kiivky - Fedéni vzorku, zelend kiivka - negativni kontrola)

Na Obrdzku 14 je zobrazena ukazka amplifikacnich kiivek (4) a kiivek tani (B) pro
duplikaty 6 standardii, 2 fedéni vzorku (10000x a 50000x) a negativni kontrolu.

Z amplifika¢nich kiivek jsou odecteny C; hodnoty, jejichz rozptyl v ramci duplikata
by mél byt nizsi nez 0,3 cyklu. C; hodnoty jsou ndsledné zpriimérovany pro kazdy duplikat.
Je vypocten rozdil primérné C; hodnoty pro dané¢ fedéni vzorku a pfislusny standard.
Nasledné je Gc¢innost reakce umocnéna na hodnotu vypocteného rozdilu a vysledek udava
nasobek obohaceni vzorku.

Kiivka tani vyuziva odliSnych teplot tani riznych PCR produktii. Ukazuje jak se
méni intenzita fluorescence v zavislosti na teploté. Pokud ma kiivka tani vice nez jeden
vrchol, vznikaji pti reakci 1 produkty nespecifické. V uvedeném ptikladu vznikaji pouze
produkty specifické, ztoho vyplyva, ze Ci hodnoty vzorka z tohoto hlediska nejsou nijak

negativn€ ovlivnény.
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V Tabulce X1V jsou zaznamenany absence jednotlivych zubii u konkrétnich osob
spolu se zhodnocenim miry dentalni ageneze. Ze souboru 31 osob tedy celkem 992 zubu
bylo 267 zubi absentujicich (26,92 %). Z tohoto poctu 39,33 % tvofila ageneze molara
(105 zubt; véetné tfetich molarit), 30,33 % ageneze premolart (81 zubtr), 20,97 % ageneze
fezak (56 zubu) a 9,36 % ageneze Spicaku (25 zubt). U 19 osob (61,29 %) byla
diagnostikovana hypodoncie a u zbylych 12 osob (38,71 %) oligodoncie. U dvou pacientli
byly nalezeny anomalie i u do€asného chrupu (vzorek €. 6 a 16). U jednoho pacienta byl

navic diagnostikovan syndrom ektodermalni dysplazie (vzorek €. 25).

Tabulka XV: Ageneze konkrétnich zubit u muzi (13 vzorkit)

Ageneze | 9 1 1 7 3 5 7 0 0 4 5 3 7 1 2 9

Cislovani | 18 | 17 | 16 | 15 | 14 | 13 | 12 | 11 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28

zubii 48 | 47 | 46 | 45 | 44 | 43 | 42 | 41 | 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38

Ageneze | 10 | 2 1 7 2 3 4 6 6 4 4 2 8 1 2 11

Tabulka XVI: Ageneze konkrétnich zubii u Zen (18 vzorkii)

Ageneze | 8 3 0 6 5 4 9 0 0 6 4 5 5 0 4 9

Cislovani | 18 | 17 | 16 | 15 | 14 | 13 | 12 | 11 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28

zubii 48 | 47 | 46 | 45 | 44 | 43 | 42 | 41 | 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38

Ageneze | 9 6 1 9 2 0 1 4 4 1 0 1 9 1 5 9

Procentualni ageneze
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Obrazek 15: Graf procentudlni ageneze jednotlivych zubii vitaZené na pohlavi
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V Tabulce XV a XVI jsou uvedeny pocCty agenezi jednotlivych zubl vztazenych na
pohlavi. Procentudlni srovnani miry absence konkrétnich zubi u muZi a Zen je pak
znazornéno v grafu (viz Obrdzek 15). Ze ziskanych udaji vyplyva, Ze nejCastéji
chybéjicimi zuby jsou tieti molary, a to u obou pohlavi a ve vét§i mife u muzi. Druhym
nejcastéji absentujicim typem zubu jsou premolary, jejichz procentualni zastoupeni
ageneze u muzu je ekvivalentni pro horni 1 dolni ¢elist. Oproti tomu u Zen pievazuje
absence premolart dolni Celisti. Dale je patrnd ageneze horniho postranniho fezaku €. 12 u

obou pohlavi a dolnich stfednich fezakd u muza.

Dentalni ageneze

Vzdélenost spoje

31412313324234443343 36462111 261624 1437 4727 173545 251522123848 2818

Cislovéni zubd

Obrazek 16: Graf shlukové analyzy dentdlnich agenezi znazorniujici souvislosti mezi absencemi

jednotlivych zubii (Euklidovy vzddlenosti, metoda Uplné spojeni)

V programu Statistica 13 (StatSoft, USA) byl vytvoten graf (viz Obrazek 16)
vyhodnocujici vzdjemné vztahy mezi absencemi jednotlivych zubti u zkoumaného souboru
pacientil. Z grafu je zfejma bilateralni soumérnost, kdy dochazi k agenezi urc¢itého zubu a
zaroven jeho protilehlého partnera v jedné z Celistnich kosti. Za zminku stoji 1 souvislost
mezi absencemi tietich molard, postrannich premolari a hornich postrannich fezdkl. Tato

data potvrzuji platnost predeslych vysledk.
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5.4 SEKVENACE VZORKU DNA

Tabulka XVII: Prehled identifikovanych mutaci a jejich specifikaci

Pozice mutace na
Vzorek | Exon Reference | Alterace | Genotyp Rs ¢islo
chromozomu [bp]
exon 4 70027876 * *ok *A* 1s397516665
1 exon 4 70027912 A T TT -
exon 8 70038665 T G GG 1$3795170%****
exon 8 70038665 T G GG 1s3795170
3 - - - - - -
4 exon 8 70037013 C T TT rs41310621
exon 8 70038665 T G GG 1s3795170
5 exon 8 70038665 T G GG 1s3795170
6 - - - - - -
7 - - - - - -
8 exon 8 70038665 T G TG rs3795170
9 exon 8 70038665 T G GG 1s3795170
10 exon 8 70038665 T G GG 1s3795170
11 exon 8 70037013 C T CT rs41310621
exon 8 70038665 T G GG 1s3795170
12 - - - - - -
13 exon 8 70038665 T G GG 1s3795170
14 - - - - - -
15 - - - - - -
16 - - - - - -
17 exon 8 70038665 T G TG 1s3795170
18 exon 8 70037013 C T CT rs41310621
exon 8 70038665 T G TG rs3795170
19 - - - - - -
20 exon 8 70037030 C T CT rs138107904
exon 8 70038665 T G TG rs3795170
21 exon 8 70038665 T G TG 1s3795170
22 - - - - - -
23 exon 8 70038665 T G GG 1s3795170
24 - - - - - -
25 exon 8 70038665 T G TG 1s3795170
26 exon 8 70037349 G A AA rs41305407
27 - - - - - -
28 - - - - - -
29 exon 8 70038665 T G GG 1s3795170
30 exon 8 70037030 C T CT rs138107904
exon 8 70038665 T G TG rs3795170
31 exon 8 70037013 C T TT rs41310621
exon 8 70038665 T G GG 1s3795170

*tggacccaatggecctccaggacccecaggacctecaggacee/** tggacee/***homozygotni stav inzeréné-dele¢ni
mutace (I/D)/ ****rs3795170 = rs17264783
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V Tabulce XVII je uveden piehled identifikovanych mutaci nalezenych v exonech
genu pro EDA. Dulezitym kritériem pro selekci dat byla hloubka pokryti (depth
of coverage), pro kterou byla zvolena minimalni hodnota priméru 20. Jednotlivé genotypy
byly wureny pomoci programu IGV 2.3.88 (Integrative Genomics Viewer).
K identifikovanym mutacim byla ptifazena rs Cisla, kterd byla dohledana v databazi NCBI
(The National Center for Biotechnology Information) (URL11). Pouze v jednom ptipadé
umutace g.70027912A>T nebylo nalezeno rs Cislo. U pacientd, u kterych nebyla
identifikovana zaddna mutace v exonech genu pro EDA, ackoli u nich byla diagnostikovana
dentalni ageneze, jsou v buiikdch Tabulky XVII uvedeny pomlcky. Tento fakt miize byt

zpusoben piitomnosti ur¢ité mutace v sekvencich jinych genti, které se podili na procesu

odontogeneze.
Tabulka XVIII: Souhrn identifikovanych mutaci
Mutace
Pocet Zastoupeni mutace ve
Gen | Exon Oblast
ID Rs dislo pacientd | zkoumaném souboru [%]
genu*
£.70027876-
rs397516665 CDS 1 3,23
Exon 4 70027918
c.A581T - CDS 1 3,23
2.70037349G>A | rs41305407 | 3’-UTR 1 3,23
EDA
Exon 8 2.70037030C>T | rs138107904 | 3’-UTR 2 6,45
xon
2.70037013C>T | rs41310621 3’-UTR 4 12,90
£.70038665T>G rs3795170 3’-UTR 18 58,06
Neidentifikovana mutace 13 41,94

*CDS = coding sequence/UTR = untranslated region

Dle Tabulky XVIII bylo ve zkoumaném souboru nalezeno celkem 6 mutaci. Dvé z nich
byly lokalizovany v kodujici sekvenci exonu 4 genu pro EDA pouze u jednoho pacienta.
Prvni byl homozygotni inzer¢né-dele¢ni polymorfismus v pozici g.70027876-70027918
s rizikovou dele¢ni alelou D (rs397516665), kterd je asociovana se ztratou 36 nukleotida
v pozici 546-581 (c.546 581del36) respektive 185. (Asn) az 196. (Pro) aminokyseliny
bez posunu ¢teciho ramce (URL12). Druhou pak potencidlni homozygotni zdména adeninu
za thymin v pozici 581 cDNA studovaného genu (bez rs Cisla), kterd nijak neovliviiuje
koédovani aminokyselin (jako 196. aminokyselina je zachovan prolin).

Zbylé 4 mutace byly identifikovany v nekodujici 3’-UTR oblasti exonu 8§ genu
pro EDA. Nejvét§i zastoupeni zde méla mutace (rs3795170), u které se opakované

vyskytoval heterozygotni stav nebo homozygotni zdména T/G v pozici 70038665.
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nukleotidu gDNA. Druhou nejcastéji pfitomnou mutaci v daném souboru byla mutace
(rs41310621), kterd byla analyzovdna jako heterozygotni i1 homozygotni substituce
cytosinu za thymin v mist¢ 70037013. nukleotidu gDNA. Dale byl v 3’-UTR oblasti
identifikovan heterozygotni stav C/T 70037030. baze (rs138107904) a homozygotni
zaména G/A 70037349. baze (rs41305407) gDNA.

Z diivodu malého poctu Ucastniki studie a velké rozmanitosti kombinaci nebylo
mozné asociovat zjisténé dentalni ageneze s jednotlivymi mutacemi. Za timto ucelem byl
proveden Mann-Whitneylv test (pro mutaci rs3795170 s ohledem na pohlavi) v programu
Statistica 13 (StatSoft, USA), jehoz vysledné p-hodnoty (p > 0,05) nepotvrdily Zadné

statisticky vyznamné souvislosti mezi analyzovanymi daty.
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6 DISKUZE

V poslednich letech piibyva pocet odbornych publikaci a védeckych clankt
zabyvajicich se tématem dentalnich agenezi. Tato studie byla provedena za ucelem
odhaleni role exonti genu pro ectodysplasin A (EDA) v patologii hypodoncie zubi trvalého
chrupu. Ackoli zkoumany vzorek ceské populace neni velmi pocetny, jeho ve&kova
rozmanitost a ekvivalence zastoupeni obou pohlavi jsou pomérné slusné.

Podle Larmoura a kol. (2005) se s nasledky ageneze zubu trval¢ho chrupu (vyjma
tfetich molarl) potykd zhruba 2,6 % az 11,3 % obecné populace [90]. Prevalence
oligodoncie se ve vSeobecné populaci pohybuje v rozmezi od 0,14 % do 0,25 % [82], [84],
[119].

Drivéjsi studie se shoduji, Zze nejb€znéjSim piipadem je ageneze ttetiho molaru,
nasledovand agenezi druhého dolniho premolaru, a tfetim nejCastéji chybéjicim zubem je
horni postranni fezak [82], [84], [119], [120]. V Ceské republice je agenezi tfetiho molaru
postizeno 22,5 % obyvatelstva [121]. Tyto udaje koresponduji vramci ageneze
jednotlivych typt zubi se ziskanymi vysledky této studie, avSak pro potvrzeni konecné
platnosti vysledkl pro absenci konkrétnich zubii by bylo vhodné provést Setieni na vétSim
a raznorod¢jSim vzorku populace.

Dle mnoha studii realizovanych napii¢ riznymi populacemi k jednostrannému
vyskytu ageneze zubu dochdzi v mensi mife, pomérné typickym ptipadem je bilateralni
vyskyt dentalni ageneze [122]-[124]. Tuto hypotézu podporuji i vysledky vyzkumu z nasi
studie.

Dalsimi faktory, které hraji roli v prevalenci ageneze zubll jsou pohlavi
a kontinenty [84]. Zeny oproti muziim jsou nachylngjsi ke vzniku dentalni ageneze [82],
[90], [119]. V Evropé a Australii trpi ptisluSnici obou pohlavi touto poruchou cCastéji nez
belosi v Severni Americe [84], [119], [125]. Z naseho vyzkumu vyplyva, Ze muzi maji
vetsi sklony k projeviim dentalni ageneze v porovnani s zenami. Pficinou by mohla byt
nedostatec¢na rozsahlost studovaného souboru pacienti.

Jednim z mnoha genli =zapojenych do procesu odontogeneze je gen
pro ectodysplasin A (EDA). V databazi NCBI je v soucasné dobé uvedeno 291 vyskytl
spojenych mutacemi identifikovanymi v sekvenci lidského genu pro EDA, které vykazuji
klinickou signifikanci (URL13).

V této studii byla odhalena pouze jedna klinicky vyznamnd mutace (rs397516665)
z celkem 6 detekovanych mutaci v exonech studované¢ho genu. Dana mutace je inzeréné-
dele¢niho typu a nachazi se v sekvenci 4. exonu v pozici g.70027876-70027918. Tato
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oblast se podili na kodovani kolagenové subdomény proteinu, jejiz struktura zahrnuje
19 repetic Gly-X-Y motivu. Podle databaze NCBI (URL12) byla vyhodnocena jako
patogenni delecni alela D, kterd je asociovana se ztratou 36 nukleotidi v pozici 546-581
(c.546_581del36) respektive 185. (Asn) az 196. (Pro) aminokyseliny bez posunu cteciho
ramce. Genotypova manifestace alely D je spojovdna se syndromem hypohidrotické
ektodermalni dysplazie.

Vysledky studii Schneidera H. a kol. (2011), Schneidera P. a kol. (2001) a Lexnera
a kol. (2008) podporuji ziskana data [69], [72], [126]. Ve vSech tfech studiich byla
identifikovana dele¢ni mutace c¢.553 588del36 (p.Asnl85 Prol196del) vexonu 5 genu
pro EDA, ktera vykazuje napadnou podobnost s uvedenou inzeréné-dele¢ni mutaci. Nutno
podotknout, Ze autofi studii se fidili odliSnou nomenklaturou exond, vtomto piipadé
nejdelsi transkripéni varianta EDA-A1 genu pro EDA zahrnuje exony la, 3a a 4-9 [71],
kolagenové subdomény, které mlze mit za nasledek naruSeni multimerizace proteinu
a nasledné¢ jeho vazby k receptoru [71].

Schneider H. a kol. (2011), jehoZ vyzkum byl zaloZen na skupin€ 31 muzi ve véku
do 57 let s diagnostikovanymi ptiznaky dentalni ageneze a hypohidrotické ektodermalni
dysplazie vazané na chromozom X, ve své studii tuto hypotézu vyvraci a doklada,
ze mutace c¢.553 588del36 neovliviiuje vazbu ligandu k receptoru. Zarovent vSak autor
piipousti moznost absence vlastnosti multimerizace proteinu ectodysplasinu A, pokud je
deletovana sekvence DNA kodujici prvni polovinu kolagenové domény (bez posunu
cteciho ramce). Jako ptiklad uvadi dele¢ni mutaci ¢.659 676dell8 (p.Pro220 Pro225del)
nezplsobujici posun ¢teciho ramce a 2 ,missense” mutace c.G671T (p.Gly224Val)
a c.G643A (p.Gly215Arg) pozménujici glycinova rezidua, které pravdépodobné narusuji
strukturu Gly-X-Y repetic a snizuji soudrznost kolagenovych helixii [126]. Role
uvedenych delecnich mutaci (nezpiisobujicich posun ¢teciho rdmce) v patogenezi dentalni
ageneze neni zcela jasna.

Potencidlni patogenni mutaci by mohla byt nové objevend substituce adeninu
za thymin v pozici 581. nukleotidu cDNA pfislusného genu (c.A581T), ktera se naléza
rovnéz v sekvenci DNA kodujici kolagenovou doménu ectodysplasinu A. Mutace nema
vliv na kodovani prislusné aminokyseliny. Jako 196. aminokyselina zlistdva prolin, ktery je
dalezity pro udrZzovani stability kolagenového helixu [127]. Z uvedeného vyplyva,
7e mutace c.A581T ziejm€ nema negativni efekt na strukturu proteinu. JelikoZ se vyzkumu

neucastnila kontrolni skupina pacientti, neni mozna jednozna¢nd validace zjiSténé mutace.
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Zbylé 4 mutace byly identifikovany v nekodujici 3°’-UTR oblasti exonu 8 genu
pro EDA. Nejvétsi zastoupeni zde méla mutace g.70038665T>G (rs3795170), u které se
opakovan¢ vyskytoval heterozygotni stav nebo homozygotni zaména T/G v pozici
70038665. nukleotidu gDNA. Studie zaméfena na analyzu jednonukleotidovych mutaci
zodpovédnych za vznik malokluzi I. tfidy u 133 studentl Cinské narodnosti potvrdila
okrajové¢ signifikantni korelaci mezi mutaci rs3795170 a dentalni anomalii konkrétné
stésnanim zubt (p = 0,047) [128], kter¢ je z genetického hlediska zplisobené nepomérem
mezi velikosti zubl a velikosti Celisti [5]. Alela G vykazovala vySs§i hodnotu prevalence
u jedinci postizenych anomalii [128]. V kombinaci salelou G mutace rs3764746
(g.70038122G>C), pak dany haplotyp GG vykazoval vyznamnou asociaci se stésnanim
zubli (p = 0,004). Jedinci nesouci si ve své genetické vybavé tento haplotyp jsou
nachylngjsi ke vzniku poruchy [128]. Nadmérnad exprese EDA-A1 mize mit za nasledek
fenotypovy projev zahrnujici hyperodoncii a abnormalni velikost zubl [129].
Spoluptisobeni obou mutaci na gen pro EDA muze vést k odliSné expresi genu, kterad
zapti€ini vznik nadmérné velkych zubl potazmo stésnani zubt [128].

Druhou nej€astéji ptitomnou mutaci v daném souboru byla mutace g.70037013C>T
(rs41310621), kterd byla analyzovdna jako heterozygotni i1 homozygotni substituce
cytosinu za thymin v pozici g.70037013. Dale byl v 3’-UTR oblasti identifikovan
heterozygotni stav C/T 70037030. baze (rs138107904) a homozygotni zaména G/A
70037349. baze (rs41305407) gDNA. K poslednim tfem jmenovanym mutacim nejsou
dostupné Zzadné publikace, které by se zabyvaly jejich asociaci s problémem dentéalni
ageneze €1 jiné¢ anomalie.

Regulace genové exprese je zprostiedkovana piedev§Sim nekoddujicimi oblastmi
genomu [130]. 5> a 3> mRNA netranslatované oblasti se u€astni mnoha post-transkripénich
regulacnich pochodi, které kontroluji lokalizaci mRNA, jeji stabilitu a transla¢ni G¢innost.
Biologicka aktivita 3’-UTR je zavisla na jejim strukturnim slozeni. Regulace
zprostiedkovana 3’-UTR oblasti zahrnuje antisense RNA interakce, RNA-proteinové
interakce (zde patfi 1 multiproteinové komplexy), CPEs (cytoplasmic polyadenylation
elements) a poly-A konec [130]. K antisense RNA interakcim se fadi interakce zahrnujici
microRNA (miRNA), 19-25 nukleotidii dlouhé nekodujici jednovldknové RNA, které se
vazi do komplexu RISC (RNA-induced silecing complex) a komplementarnim navazanim
k 3°-UTR oblasti mRNA negativné reguluji expresi gent [131]. MiRNA jsou dilezité
regulacni komponenty, které se vyznamnou meérou podili na fizeni signdlnich drah
zapojenych do procesu odontogeneze [131]. Z uvedenych informaci vyplyva, ze vysSe

zminéné mutace identifikované ve 3’-UTR oblasti mRNA mohou narusenim struktury
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mRNA sehrat klicovou ulohu vregulaci exprese genu pro EDA a produkci proteinu
ectodysplasinu A.

Pro analyzu korelaci mezi zjiSténymi dentdlnimi agenezemi a nejcastéji
detekovanou mutaci rs3795170 s ohledem na pohlavi byl proveden Mann-Whitnetiv test,
jehoz vysledné p-hodnoty (p > 0,05) nepoukazaly na Zadnou statisticky signifikantni
souvislost mezi ziskanymi udaji. Interpretovat vysledky obdobnych analyz tykajicich se
problematiky dentdlni ageneze je pomérné sloZité. Procesu vzniku a vyvoje dentice u savcil
se ucastni obrovské mnozstvi genti, jejichZ pocetné mutace mohou byt potencialnimi
prekurzory poruchy. Napomocnym feSenim by mohlo byt obohaceni vyzkumu o kontrolni
skupinu proband.

Identifikace pouze 6 mutaci v genu pro EDA u zkoumaného souboru by mohla byt
zpusobena diisledkem zvolené relativné vysoké primérné hodnoty hloubky pokryti, ktera
nepochybné svéd¢i o kvalité ziskanych dat. Systematickd analyza relevantnich klinickych
vySetfeni a intenzivni screening mutaci genu pro EDA u rozsahlejSiho a rtiznorod¢jsiho
vzorku populace by mohly v budoucnu vyznamné ptispét k odliSeni funkéné dilezitych

mutaci zapojenych do patogeneze dentalnich anomalii.
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7 ZAVER

Hypodoncie a oligodoncie charakterizuji miru aberace od fyziologického poctu
zubll. Jedna se o dentdlni ageneze, které se fadi mezi poruchy vyvoje dentice. Tyto
odchylky maji geneticky pivod odvozeny od mutaci v genech, které se ucastni vzniku
a vyvoje zubnich zarodk.
ageneze trettho moldru, nasledovand agenezi druhého dolniho premolaru, a tfetim
nejcastéji chybejicim zubem je horni postranni fezdk. Dale bylo zjisténo, Ze bilateralni
vyskyt dentalni ageneze je pomérné obvykly jev. Prevalence dentalni ageneze v zavislosti
na pohlavi nekorelovala suvedenymi studiemi. MuZi byli vice nachylni ke vzniku
studované poruchy.

Vyzkum zahrnoval probadani vztahu mezi mutacemi exonli genu pro
ectodysplasin A a zjiSténymi poruchami vyvoje lidské dentice. Studovany soubor
zahrnoval 31 osob pfedskolniho a Skolniho v&€ku, z nichZ bylo 13 muzského a 18 Zenského
pohlavi. Vysledky sekvenacni analyzy potvrdily pfitomnost 6 mutaci, které byly
lokalizovany ve 4. a 8. exonu genu pro EDA.

Ve ¢tvrtém exonu genu pro EDA byla identifikovdna homozygotni inzeré¢né-delecni
mutace v pozici g.70027876-70027918 s patogenni dele¢ni alelou D, kterd nezptisobuje
posun Cteciho ramce. Jeji lokalizace v sekvenci DNA kodujici kolagenovou subdoménu,
mize mit za nasledek znemoZnéni vazby proteinu EDA k receptoru EDAR.

Déle se zde nachazela potencialni homozygotni zaména A/T v pozici 581, ktera
neovliviiuje kodovani aminokyselin a ziejm¢ nemd negativni efekt na strukturu proteinu.

Zbylé mutace byly nalezeny v nekddujici 3’-UTR oblasti osmého exonu genu
pro EDA. Nejcasté¢jSim vyskytem byl heterozygotni stav nebo homozygotni zaména T/G
vpozici 70038665. nukleotidu gDNA. V dané¢ oblasti byla také identifikovéna
heterozygotni 1 homozygotni substituce cytosinu za thymin na nukleotidové pozici
g.70037013, heterozygotni mutace g.70037030C>T a homozygotni zaména
g.70037349G>A. 3’-UTR oblast se ucastni mnoha post-transkripénich regulac¢nich
pochodt, které kontroluji lokalizaci mRNA, jeji stabilitu a translacni Gc¢innost. Uvedené
mutace mohou vyznamné ovlivnit regulaci exprese genu pro EDA. Analyza korelace mezi

genotypem a fenotypem nepiinesla Zadné signifikantni vysledky.
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