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ANOTACE

Hutchinsontiv-Gilfordiv syndrom patfi do skupiny onemocnéni nazyvajici se progerie.
Jedna se o syndrom pied¢asného starnuti, zpiisobeny mutaci genu pro lamin A,
tzv. laminopatii. Hutchinsontv-Gilfordiiv syndrom se projevuje u déti v prvnich dvou letech
zivota. S rostoucim vékem se u nich objevuji typické znaky a symptomy, jako je zpomaleny

rust, ztrata vlasi a podkozniho tuku, ztuhlost kloubi, defekty kosti nebo jiné abnormality.

KLiCOVA SLOVA

Hutchinsontiv-Gilfordiv syndrom, progerie, lamin, laminopatie
TITLE

Hutchinson-Gilford syndrome

ANNOTATION

Hutchinson-Gilford syndrome belongs to a group of diseases called progeria. This is a
premature aging syndrome caused by a mutation of the lamin A gene, called laminopathy.
Hutchinson-Gilford syndrome manifests in children in the first two years of life. With
increasing age, they develop typical signs and symptoms such as slow growth, hair, and

subcutaneous fat loss, joint stiffness, bone defects, or other abnormalities.

KEYWORDS

Hutchinson-Gilford syndrome, progeria, lamin, laminopathy
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ASO PCR
CAAX

ddNTP
DNA
dNTP
FDA

FTI

HGS
ICMT

PCR s alelové specifickymi oligonukleotidy

koncovy motiv u laminti, C je cystein, A je alifaticka aminokyselina, X je
variabilni aminokyselina

dideoxyribonukleosidtrifostat, z angl. dideoxyribonucleotide triphosphate
deoxyribonukleové kyselina, z angl. deoxyribonucleic acid
deoxyribonukleosidtrifosfat, z angl. deoxyribonucleotide triphosphate

urad pro kontrolu potravin a 1é€iv, z angl. Food and Drug Administration
inhibitory farnesyltransferazy

Hutchinsontiv-Gilfordiv syndrom

isoprenylcysteinkarboxylmethyltransferaza,  z angl. isoprenylcysteine

carboxyl methyltransferase

MLPA

MRA
MRI
mRNA
NGS
NLS
PCR
RNA
RTG

Taq DNA
TSC

ZMPSTE24

mnohonéasobna amplifikace zavislda na ligaci sond, zangl. multiplex
ligation-dependent probe amplification

magnetickd rezonance — angiografie

magneticka rezonance, z angl. magnetic resonance imaging
mediatorova RNA, z angl. messenger ribonucleic acid
sekvenovani nové generace, z angl. next-generation sequencing
jaderny lokalizacni signal, z angl. nuclear localization signal
polymerazova fetézova reakce, z angl. polymerase chain reaction
ribonukleova kyselina, z angl. ribonucleic acid

rentgen

DNA polymeraza izolovand z bakterie Thermus aquaticus
tuberdzni sklerdza, z angl. tuberous sclerosis

gen kodujici metalopeptidazu podilejici se na zpracovani laminu A, z angl.
zinc metallopeptidase STE24
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UvVOD

Hutchinsoniv-Gilfordiv syndrom (HGS) patii do skupiny onemocnéni znamych jako
progerie. Jedna se o vzacné genetické onemocnéni zplusobené mutaci genu LMNA
lokalizovaného na 21. chromozomu. HGPS je charakterizovan klinickymi rysy starnuti,
které se typicky rozvijeji v détstvi. VétSina déti s progerii se nedozije véku 13 let. Piestoze
timto onemocnénim trpi pfiblizné jen 150 déti na celém svété, je tato choroba intenzivné
zkoumana s cilem nalézt odpovidajici 1écbu pro toto jinak nevylécitelné onemocnéni.
Ve Spojenych statech byla schvalena prvni Ié¢ba pacientti s HGPS, a to v roce 2020. Lécivo,
které¢ je pacientim podavané, nevede k Uplnému vyléCeni, ale zpomali proces starnuti

a prodlouzi jejich zZivot v priméru o 2,5 roku.

Cilem této prace je poukazat na problematiku HGPS, jeho diagnostiku a podstatu

tohoto onemocnéni.
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1 HUTCHINSONUV-GILFORDUV SYNDROM

Hutchinsoniv-Gilfordiv (HGS) neboli progerie je vzacné genetické onemocnéni
charakterizované piedCasnym starnutim, vyskytujicim se u 1 z kazdych 4-8 miliont zivé
narozenych déti (Kieran et al., 2007). Postizené déti vypadaji po narozeni zcela normalng,
typické znaky pro HGS se za¢nou u pacientli projevovat kolem 1-2 let po narozeni. Vyvine
se u nich charakteristicky vzhled obliceje, véetné vystouplych o¢i, Spicatého nosu, tenkych
rt, malé brady a odstavajicich usi. Velmi Casté je vypadavani vlast neboli alopecie, starnuti
pleti, abnormality kloubii a ubytek podkozniho tuku. Tento stav nijak neovliviiuje
intelektualni vyvoj nebo rozvoj motorickych dovednosti, jako je sezeni, stani a chiize
(Gordon et al., 2003). U pacienti s HGS se objevuje i tézké kornaténi tepen (aterosklerdza).
Primérna doba zZivota s timto syndromem je kolem 13 let, pacienti ¢asto umiraji kvili dalSim

komplikacim, jako je tieba mrtvice nebo infarkt myokardu (Gordon et al., 2007).

1.1 Historie Hutchinsonova Gilfordova syndromu

Hutchinsontiv-Gilfordiv syndrom byl poprvé popsan vroce 1886 britskym Iékafem
Jonathanem Hutchinsonem, ktery objevil prvniho pacienta s touto chorobou. Pozd¢ji, v roce
1904, jej 1épe spravné pojmenoval britsky chirurg Hastings Gilford, ¢imz vytvofil termin
odrazejici rysy starnuti u tohoto syndromu. Nazev tohoto syndromu pochézi z feckého slova
geras, které v prekladu znamena ,,pfedCasné stary*“. Mezi dalsi progeroidni syndromy patii

naptiklad Wernerav syndrom, Cockaynetiv syndrom a dalsi (Pollex, 2004).

1.2 Klasifikace Hutchinsonova Gilfordova syndromu

VétSina pacientd s HGS ma klasické pfiznaky této nemoci a pacienti si jsou navzajem velmi
podobni. Existuje vSak skupina pacientt s HGS, u kterych prevladaji ptiznaky
mandibulo-akralni dysostozy (MAD). Jejich klinicky nalez se od klasického HGS lisi
v n¢kolika ohledech. Rust je mirné¢ zpomaleny, vysSka pacienti se pohybuje od 130
do 145 centimetrl, zatimco pii klasickém HGS ziidka ptesahuje 115 centimetrti. Pacienti
vétSinou netrpi alopecii, popfipad¢ jim vlasy vypadaji az v dospélosti. Osteolyza je
oblicejové casti, kde se osteolyza projevuje pouze mirné, a to vétSinou v détstvi. Pacienti

s HGS a ptiznaky MAD se obvykle dozivaji 20 let (Ackerman, 2002).
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1.3 Laminy

Laminy jsou proteiny nachézejici se v bunééném jadru. Vyskytuji se predev§im ve vnitini

vrstvé membrany jadra, kde vytvareji sit’ proteinii nazyvanou jaderna lamina. Ta ovliviiuje

déje v bunécném jadre jako je transkripce nebo replikace DNA a také se podili na organizaci

chromatinu (Goldberg, 2008). Stejn¢ jako dalsi intermedidlni filamenty, tak i laminy maji

svou typickou strukturu. Obsahuji a-Sroubovicovou doménu, N-termindlni doménu

a globularni C-termindlni doménu (Fisher, 1986). V blizkosti koncovych domén se nachézi

jaderny lokaliza¢ni signal (NLS), ktery je nezbytny pro jejich aktivni transport v jadte.

VétSina lamint (u savei, vSechny kromé laminu C a laminu C2) obsahuje CAAX motiv,

ktery iniciuje fadu enzymatickych reakci. Na rozdil od intermedialnich filament cytoplazmy,

obsahuji laminy shodnd mista pro proteinkindzy mitoticky aktivnich bunék, fosforylaci se

behem mitdzy laminy jadra rozpadaji (Loewinger, 1988).

globuldrni zacateéni

doména

u-sroubovicova doména

™~
1B ™

2A

=
N

2B

globularni koncova

doména

5 =

Cytoplazmatické intermedilni

filamenty

flexiblini spojovaci
oblast

globuldrni zadateéni

doména

Opakujici se strukturalni

motiv

n
1B ™

2A

N

2B

globularni koncova
doména

) CaaX

G

o-sroubovicova doména

NLS

Obrazek 1 - Schéma struktury intermedialnich filament

Zdroj: Cambridge University Hospitals, 2021

Obecné se laminy rozdéluji na typ A a typ B, v zavislosti na jejich strukturni

podobnosti a izoelektrickych bodech (Stick, 1992).

U savct jsou laminy koédovany tfemi geny. U lidi gen LMNBI na chromozomu 5

koduje lamin B1, ktery je exprimovan ve vSech nebo ve vétSiné somatickych bun¢k. Gen
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LMNB?2 na chromozomu 19 koduje lamin B2, ktery je také exprimovan ve vSech nebo
vétsiné somatickych bunék, a lamin B3, specifickou izoformu zarodeénych bunék, ktera
vznika alternativnim sestfihem RNA. Gen LMNA na chromozomu 1 koduje laminy typu A,
pricemz lamin A a lamin C jsou hlavni izoformy vznikajici alternativnim sestfihem RNA,
které jsou exprimovany ve vétsin€ terminalné diferencovanych bunék (Lin, 1995). Laminy
A a C jsou identické, pficemz koncova doména laminu C je o 98 aminokyselin krat$i nez
u laminu A. Jelikoz lamin C neobsahuje CAAX koncovy motiv, nedochéazi tedy k jeho

posttranslacni upraveé (Denecke et al., 2006).

prelamin A CaaX

lamin A

- >

b) o oG lamun A 47

Obrazek 2 — Posttransalacni Gprava laminu A
(FTase, farnesyltransferaza; ZMPSTE24, gen kodujici zinkovou metalopeptidazu; RCE1,
gen kodujici integralni membranovy protein ze skupiny metaloproteinaz; ICMT,
isoprenylcysteinkarboxylmethyltransferaza)

Zdroj: https://citeseerx.ist.psu.edu/, 2006

v/I/vE

1.4 Pricina onemocnéni

Hutchinsontiv-Gilfordiv syndrom je zptisoben mutaci genu na chromozomu 1, ktery koduje
lamin A, protein, ktery je kliCovou slozkou jaderné membrany. Abnormalni lamin A
produkovany pti HGS se nazyva progerin. Gen LMNA koduje Ctyfi laminy (A, C, CAI10
a C2) alternativnim sestfihem, z nichz lamin A a C jsou nejvice zastoupené. Lamin A

(646 aminokyselin) vznika z prekurzoru prelaminu A (664 aminokyselin) posttranslacni
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tpravou. Uprava prelaminu A pro jeho spojeni sjadernou membranou spodiva ve
farnesylaci C-konce, $tépeni poslednich tii aminokyselinovych zbytkli a karboxymetylaci
terminalniho cysteinu. Nasledné¢ endoproteaza ZMPSTE24 katalyzuje odStépeni
C-terminalniho motivu. K dne$nimu dni bylo identifikovano vice nez 400 mutaci v genu

LMNA, které jsou spojeny s onemocnénim (Eriksson et al., 2003).

Ackoli existuje mnoho mutaci, které zpisobuji HGS, piiblizné 90 % ptipadd je
zpusobeno de novo substituci aminokyselin na pozici ¢.1824C>T, G608G (zaména glycinu
GGC za glycin GGT, oznacovany jako G608G) genu LMNA. Tato mutace se nachdzi
v exonu 11 genu LMNA a vede ke zvySené aktivaci kryptického mista sestfihu. Mutované
mRNA, kterd je prelozena do proteinu progerin, chybi 50 aminokyselinovych zbytkl
z C-koncové¢ oblasti. Za normalnich podminek je zraly lamin A produkovan z prekurzoru
pre-laminu A, prostfednictvim fady posttranslatnich  krokl, které zacCinaji
v C-koncové oblasti. Nejprve je farnesylovan cystein na CAAX koncovém motivu
za katalyzy farnesyltransferazy (FTéza), nasledné jsou posledni til
aminokyseliny (AAX) Stépeny za katalyzy metaloprotézy obsahujici v aktivhim misté
ion zinku.  Pot¢ je farnesylovany C-terminalni  konec  metylovan za  katalyzy
isoprenylcysteinkarboxylmethyltransferazy (ICMT). V poslednim kroku je 15 zbytka
aminokyselin proteinu odstranéno za katalyzy metalopeptidazy kodované genem
ZMPSTE24, vzniké lamin A. Pfi onemocnéni HGS prvni tfi kroky (tj. farnesylace, $tépeni a
metylace) probihaji normalné, zatimco ctvrty krok neni dokoncen, protoze mutace G608G
eliminuje druhé misto Stépeni pre-laminu A rozpoznané ZMPSTE24, coz vede ke vzniku
trvale farnesylované formy progerinu. Prave tato forma progerinu je zakladem onemocnéni,
protoZze progerin, na rozdil od zralého laminu A, mé vysokou afinitu k jaderné membrang,

coz zpusobuje naruseni integrity membrany (Moulson et al., 2007, Wentzell et al., 2012).
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2 KLINICKE PROJEVY HUTCHINSONOVA
GILFORDOVA SYNDROMU

Zavaznost HGS je riizna a pacienty postihuje celou fadou pfiznakl. Ranym symptomem je
obecné neprospivani ditéte, dochazi ke zpomaleni az zastaveni vyvoje. Typické znaky
zahrnuji hypoplazii obliceje, osteoporozu, lipodystrofii, alopecii atd. VSechny projevy
uvedené nize byly u pacienti sHGS identifikovany a jsou velmi dilezité

pro diagnézu (Hamczyk, 2018).

2.1 Osteolyza

U kazdého pacienta s HGS je vzdy ptitomna urcitd forma osteolyzy (ibytek kostni tkan¢), a
to na distalnich ¢lancich prsta, kliéni kosti, kosti pazni, dolni Celisti, v oblasti mozkové
a oblicejové. Ve vyjimecnych piipadech ji Ize nalézt i v oblasti Zeber. VSechny tyto kosti
jsou tvofeny membranovou osifikaci, v€éetné sttedni ¢asti distalnich ¢lankd prstd (Gordon
etal., 2011). Pti klasickém typu HGS je osteolyza pfedevSim omezena na tyto kosti.
tvofeny enchodrélni osifikaci, coz je osifikace uvnitt chrupavky. Patii sem proximalni ¢asti
distalnich ¢lank prstd, sttedni ¢ast kli¢ni kosti a dlouhé kosti hornich koncetin. Ve vzacnych
piipadech se mlize objevit osteolyza loketni a vietenni kosti anebo resorpce krénich obratla.
U neklasického typu HGS se zlomeniny objevuji kolem 2. roku zivota a nejcastéji se jedna
o zlomeniny Zeber a pazni kosti. U klasického typu HGS se zlomeniny vyskytuji az

v posledni fazi onemocnéni, a to vétSinou v oblasti lebky (Mandera et al., 2003).

2.1.1 OKrajové casti téla (akra)

Osteolyza distalnich ¢lankt prsta obvykle zac¢ind mezi 1 a 2 roky véku, ale mize se projevit
jiz v prvnich mésicich Zivota. Proces zacina v ukazovacku a mali¢ku a postupné se rozsituje.
Prstenicek je obvykle zasazen nejméné. Klze ¢lankl prstd je Cervend a otekld, nehty jsou
dystrofické, to znamend, Ze jsou malé, kratké, nepravideln¢ tvarované, casto velmi zesilené.
Zmény na nehtu mohou byt nasledovany resorpci kosti v akralnich ¢astech, coz miize vést

az k Gplné destrukci prstu (Gordon et al., 2011).
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Obrazek 3 — Vlevo rentgen chodidel zobrazujici resorpci kosti v akralnich ¢astech

tarzalnich kosti, vpravo rentgen chodidel zdravého jedince

Zdroj: Indian Dermatol Online, 2014

2.1.2 Hrudnik
Horni ¢ast hrudniku se s postupujici osteolyzou kli¢ni kosti a hornich Zeber zuzuje, coz

zpusobuje charakteristickd uzka ramena (Domingo et al., 2009).

2.1.3 Oblicejova cast lebky

Oblicejova cast lebky (splanchnocranium) se s vékem zmensuje a ztencuje. Radiologicky
lze osteolyzu oblicejové casti lebky tézko prokazat, ale srostoucim veékem mulzeme
u pacient pozorovat pokles oblicejovych kosti. Zmenseni velikosti horni a dolni Celisti

zpusobuje malokluzi (st€ésnané zuby) (Domingo et al., 2009).

2.1.4 Mozkova cast lebky

Nedostatecnd osifikace mozkové casti lebky (neurocranium) zplisobuje, ze predni
fontanela (vazivovy lupinek) se neuzavie a ziistava oteviend az do puberty. Lebecni klenba
je tenka a v zahlavi jsou vidét intrasuturdlni kosti. Zmenseni oblicejovych kosti zptsobuje,
ze se klenba v porovnani s obliCejem jevi relativné velkd. Obvod lebky cCasto méfi

asi 25 centimetrd, jen velmi ziidka je obvod lebky vétsi nez 50 centimetrti (Gonzales, 2011).
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Obrazek 4 — Vlevo 3D projekce lebky pacienta s HGS, vpravo lebka zdravého jedince

Zdroj: American Journal of Neuroradiology, 2012

2.2 Poruchy tukové tkané

Porucha tukové tkané (lipodystrofie) se projevuje nejprve v koncetinach, nasledné hrudniku,
mozkové Casti lebky, a nakonec v oblic¢eji. Intraabdominalni tuk zistava nedotcen, coz
zpusobuje téméi u véch deti charakteristicky vyrazné biicho. Vymizeni podkozniho tuku
a ztenCovani kiize zplisobuje, ze jsou cévy a zily mnohem viditelnéjsi. NejcasnéjSim
ptiznakem HGS je pravé charakteristicky viditelnd zila pfes nosni mistek. Zmizeni
intra-orbitalniho tuku zpiisobuje, Ze o¢i jsou lehce vystouplé, 1 kdyz se obvykle zadny pravy

exoftalmus nediagnostikuje (Saint-Marc et al., 2000).

Obrazek 5 — Lipodystrofie
Zdroj: Indian Dermatol Online, 2014
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2.3 Kiize

Sklerodermie je u HGS ptechodnym ptiznakem. Obvykle se projevuje kolem druhého
mésice zivota. Kuze je silna, otekla, vznika dilkovy edém a na nékterych mistech je mirné
erytematdzni (zacervenald). Sklerodermie vymizi vétSinou po 6 mésicich az 2 letech,
bez ohledu na to, zda se aplikuji steroidy, ¢i nikoli. Klize se pak stdva tenkou, suchou, je
atrofickd, se zmensenym turgorem, n¢kdy s jemnym Supinaténim nebo hyperkeratdzou.
U obou typti HGS se objevuji na kiizi malé, svétle hnédé skvrny, a to na krku a v horni ¢asti
hrudniku. Pozd¢ji 1ze podobné hyperpigmentace pozorovat i na pokozce hlavy a koncetinach

(Erdem, 1994).

Obrazek 6 — Sklerodermie a hyperpigmentace u pacienta s HGS
Zdroj: Indian Dermatol Online, 2014

2.4 Vlasy
AZ na vzéacné vyjimky se pacienti rodi s normalni strukturou a zbarvenim vlasi. Pfiblizné
kolem 2. roku Zivota vlasy postupné svétlaji a vypadéavaji. Postupné zmizi oboci i fasy,

ochlupeni téla je fidké anebo zcela chybi (Gillar, 1991).

2.5 Pohyblivost

Pohyblivost kloubii je ptfi narozeni zcela normalni, ale klesa od druhého do tfetiho roku,
zpocatku v kolenou nasledovanych lokty a prsty. U déti se rozvine Siroce pojata Sourava
chiize, zptisobena kombinaci ,,coxa valga “, coz je deformita ky¢le a ztuhlosti kloubti. Casem
se zmenSuje svalovd hmota, mnoha pacientim pak vy¢nivaji klouby, zejména kolena.
Pohyblivost kloubti se zhorSuje a v pozdni fazi onemocnéni mize dojit az ke ztrat€¢ mobility.
Dalsi problémy s pohyblivosti jsou spojené s vyskytem akutni artritidy kycli, skolidozy
a avaskularni nekrozy hlavice femuru, a to vétSinou v raném détstvi (De Paula Rodrigues
etal, 2002). Nedavno byl dokonce diagnostikovan pacient s klasickym typem HGS,
ale ptiznaky odpovidaly myopatii, a to z divodu netypické mutace genu LMNA (Kirschner
etal., 2005).
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2.6 Dosazeni pohlavni dospélosti

Postizeni jedinci pohlavné nedospivaji. Zeny dosahnou dle Tannerovy stupnice, coZ je
stupnice té€lesného vyvoje, prvniho stupné v 78 % ptipadit a druhého stupné ve 22 %,
u pfiblizné 60 % Zen prob&hne zalatek menstruacniho cyklu, tzv. menarcha. Zenské vn&jsi
a vnitini genitalie jsou zcela normalni, s vyjimkou hypoplastickych stydkych pysk a cyst
na vajecnicich s riznou velikosti. Prsa jsou nevyvinuta, chybi pubické ochlupeni. VSechny
zeny s HGS jsou neplodné. Muzské genitalie jsou zcela normalni, varlata jsou obvykle
sestoupld. U vétSiny muzii nedochazi k spermatogenezi, stejné jako zeny, tak také muzi

s HGS jsou neplodni (Greer et al., 2018).

2.7 Kardiovaskularni projevy

Zpocatku se u pacientti s HGS neobjevuji zadné kardiovaskularni problémy, krevni tlak je
normalni. V raném véku se mtizou objevit Selesty a tepova frekvence spolu s krevnim tlakem
stoupaji. Pfi sonografickém vySetieni je srdce Casto zvétSené, EKG vykazuje zndmky
zhorSené funkce véncitych cév a zvétSeni levé komory, a to jak v klidu, tak 1 pfi ndmaze.
Postupné se u pacientll s HGS muize rozvinout tézk4 ateroskler6za, obvykle bez zjevnych
abnormalit. Obecné plati, ze hladiny celkového cholesterolu, LDL cholesterolu a
triacylglyceroli v séru jsou v norm¢ a hladiny HDL cholesterolu mohou s vékem klesat

(Gordon et al., 2005).

Casnou srde¢ni abnormalitou je diastolicka dysfunkce, ktera se obvykle projevi
v raném veku. Mezi kardiovaskuldrni projevy dale patii zhorSend relaxace srde¢niho svalu,
nasledovand hypertrofii srde¢ni komory. Ktomu mtize dochdzet pii ztluSténi srdecni
chlopné a stendzy, nebo spolu s hypertenzi. Abnormality mitralni a aortalni chlopné, v€etné
kalcifikace, stendzy a regurgitace se obvykle objevuji v druhé poloviné Zivota pacientti.
Systolicka dysfunkce se obvykle objevuje az v pokrocilejsi fazi onemocnéni, a to i spolu
anebo bez identifikované nedostate¢né funkce koronarnich cév. Pozdnimi néalezy v prubéhu
nemoci jsou klinické ptiznaky angina pectoris, dusnost pii ndmaze a zjevné srde¢ni selhani.
Vzacnymi projevy jsou ischemické zachvaty, ticha nebo symptomaticka mrtvice. Mrtvice
muze zasahnou jakoukoliv oblast mozku, a proto mize vést k riznym fyzickym omezenim
nebo omezeni kognitivnich funkci. U malé skupiny pacienti se mulze vyskytnout
1 tzv. Raynaudiv fenomén, coz je ztiZzeni cév, nejCasteji hornich koncetin, vlivem stresu nebo

chladu (Silvera et al., 2013).

21



Smrt obvykle nastava v disledku komplikaci srde¢nich nebo cerebrovaskularnich
onemocnéni. Vice nez 80 % umrti je zpisobeno srdecnim selhdnim anebo infarktem

myokardu, a to ve véku od 6 do 20 let (Gordon et al., 2014).

2.8 Ostatni abnormality

Castym problémem je neschopnost jedince plné zaviit odi béhem spanku. V disledku toho
muze dojit k vysuSeni a zakaleni rohovky. U nékterych pacientli mize dochdzet k ulceraci
rohovky v dusledku keratitidy (Mantagos et al., 2017). DalSim cCastym problémem je
opozdéné profezavani mléénych zubl a jejich nasledna ztrata. Protfezavani sekundéarnich
zubi je velmi vzacné a ve vétSin€ pripadl dochazi jen k ¢asteCnému profezani. Rozsifenou
abnormalitou je =ztrata sluchu, pfi¢emz nizkofrekvencni ztrata sluchu je castéjsi
nez vysokofrekvenéni. Téméf vsichni pacienti maji také velmi vysoky hlas (Guardiani et al.,
2011). Motoricky a dusevni vyvoj je normalni. Jiné zmény spojené s normalnim procesem
starnuti, jako je kratkozrakost nebo dalekozrakost, senilni zmény osobnosti nebo
Alzheimerova choroba nebyly zdokumentovany. Pacienti s HGS maji normalné vyvinuty
imunitni systém. Vzacné jsou opakujici se infekce dychacich cest, které se vyskytuji
v terminalni fazi poruchy a mohou hrét Glohu pfi srde¢nim selhani. Funkce jater, ledvin,
a gastrointestinalniho traktu, stejné¢ jako neurologické a kognitivni funkce jsou zcela

normalni (Gordon et al., 2011).
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3 PRENATALNI DIAGNOSTIKA
HUTCHINSON-GILFORDOVA SYNDROMU

Prenatalni diagnostika zahrnuje celou fadu postupti a metod, podle kterych je mozné odhalit
dédicné nebo spontanni genetické poruchy plodu. Prenatalni diagnostika HGS se rutinné
neprovadi. V ptipadé, Ze je u postizeného Clena rodiny identifikovana alela zplisobujici toto
onemocnéni, je nutné prenatalni vysetieni podstoupit (Mazereeuw-Hautier et al., 2007).
DNA pro analyzu je ziskdna z plodové vody aminocentézou. Odbér plodové vody je
provadén v 15.-18. tydnu tchotenstvi. Dal$i moznosti je odbér choriovych klki
v 10.-12. tydnu  téhotenstvi. DNA je extrahovdna zbunck plodu a analyzovana

polymeréazovou fetézovou reakci (PCR) a hybridizaci se sondou ASO (Gray et al., 1997).

Vzhledem k tomu, ze dosud nebylo zjisténo, Ze by se HGS v rodinach vyskytoval
opakovang, je prenatalni testovani provadéno pouze kviili moznosti mozaicismu u jednoho
z rodict. Bohuzel vétSina ptipadit HGS ziistava neodhalena, a to kviili skutecnosti, Ze vétSina
je zpusobena mutaci de novo. K dispozici jsou 1 jiné metody genetické analyzy, naptiklad
sekvenéni analyza nebo cilend mutacni analyza, pouzivaji se vSak jen jako potvrzujici testy.
Kvili vzacnosti tohoto onemocnéni jsou tyto testy provadény jen n€kolika laboratofemi na

svete (Mazereeuw-Hautier et al., 2007).
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4 DIAGNOSTIKA HUTCHINSON-GILFORDOVA
SYNDROMU

PrestoZe snaha o nalezeni uc¢inné 1é€by HGS pokracuje, stale neexistuje klinicky schvaleny

test pro diagnostiku progerie. VétSina pripadi HGS se objevuje v disledku de novo bodové

mutace (Rastogi, 2008). V soucasné dob¢ muiize byt diagnoza stanovena na zéklade¢:

charakteristickych klinickych rysti,

tenkého, vysokého hlasu,

radiografie lebky (kraniofacialni disproporce, abnormalni chrup),

radiografie rukou (radiolucentni ¢lanky prsti),

analyzy vzorku moce (nadmérné vylucovani glykosaminoglykanu, kyseliny
hyaluronové),

arteridlni biopsie (pfedCasna aterosklerdza a subintimalni fibréza).

Pro urCeni rozsahu samotného onemocnéni a potfeb pacienta s diagnézou HGS se

doporucuje nésledujici hodnoceni:

hmotnost a vyska vykreslend na standardnich rGstovych grafech pro vyhodnoceni
rustu v prabehu Casu,

elektrokardiogram a echokardiogram,

MRI/MRA mozku a krku,

RTG  wvySetteni celé  kostry pro  vyhodnoceni  charakteristickych
nalezli (akroosteolyza, klavikularni resorpce, coxa valga a extraskeletalni kalcifikace
mékkych tkéni),

dvouenergiovd rentgenova absorpciometrie (DXA) pro prosouzeni hustoty
kosti (Cleveland et al., 2012),

fyzioterapie, vcetn¢ Sestiminutového testu chlze, goniometrie k posouzeni
pohyblivosti kloubli a hodnoceni ¢innosti kazdodenniho Zivota,

nutri¢ni hodnoceni,

audiologicka a oftalmologicka vysSetteni,

konzultace s klinickym genetikem (Gordon et al., 2011).

Abychom mohli 1épe definovat poruchy souvisejici s LMNA genem, existuje 5 hlavnich

kategorii, z toho 1. a 2. kategorie definuji HGS a kategorie 3. —5. se nepovazuji za HGS, ale
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vyuzivaji se pii diferencidlni diagnostice (Barthélémy et al., 2015):

1. progerin produkujici klasicky genotyp HGS;
2. progerin produkujici neklasicky genotyp HGS;
3. progeroidni laminopatie neprodukujici progerin;
e heterozygotni patogenni varianta LMNA genu, kterd nevede k produkci
progerinu,
e patogenni varianta v jinych genech, napt. ZMPSTE24,
4. neprogeroidni laminopatie;

5. progeroidni syndromy nesouvisejici s laminopatii.

Diagnoza klasického genotypu HGS je urcena u probandil s vyse uvedenymi sugestivnimi
nalezy a heterozygotni c./824C>T patogenni variantou. Diagnoza neklasického genotypu
HGS je urcena u probandi se sugestivnimi nalezy podobnymi klasickému genotypu HGS a
patologickym progerinem, ktery se tvoii bud’ v sestfihovém spojeni exonu 11, nebo v intronu
11 LMNA genu identifikovaném pii molekuldrné biologickych a genetickych testech
(Brown, 1985). K urceni diagnézy se vyuzivaji molekularn¢€ biologické a genetické testy,
které¢ zahrnuji kombinaci cileného testovani genu (testovani jednoho genu, multigenovy
panel) a komplexniho testovani genomu (sekvenovani exomdi, genomové sekvenovani)

(Barthéléemy et al., 2015).

4.1 Testovanijednoho genu

Cilend analyza patogenni varianty LMNA genu, c.1824C>T, identifikované u 90 % pacientli
s HGS, muze byt provedena u pacientl se sugestivnimi nalezy HGS. Nasledn¢ 1ze provést
sekvencni analyzu, pokud pfi cilené analyze neni nalezena patogenni varianta. Sekvencni
analyza intronu 11 by méla byt zahrnuta jen v ptipadé, pokud jiz nebyla dokonc¢ena cilenou
analyzou. Delece anebo duplikace LMNA genu u pacienti s HGS prozatim nebyly
objeveny (Barthélémy et al., 2015).

4.2 Multigenovy panel

Multigenovy panel, ktery zahrnuje LMNA, ZMPSTE24 a dalsi geny, identifikuje genetickou
pfic¢inu stavu za co nejrozumnéj$i cenu a zaroven omezuje identifikaci variant nejistého
vyznamu a patogennich variant v genech, které¢ nevysvétluji zékladni fenotyp (Barthélémy

et al., 2015). Geny zahrnuté do panelu a citlivost testovani pouzitého pro kazdy gen se lisi
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podle laboratote a je pravdépodobné, ze se budou v prubéhu casu menit. Metody pouzivané
v panelu mohou zahrnovat sekven¢ni analyzu, delecni/duplikacni analyzu anebo jiné testy,

které nejsou zalozeny na sekvenovani (Cao, 2003).

4.3 Stanoveni kyseliny hyaluronové v moci

U pacienti s HGS mzeme pozorovat zvySenou hladinu kyseliny hyaluronové (HA) v moci.
Hladina HA ve vzorcich mocCe je stanovena metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). U pacientd s progerii se hladiny HA pohybuji od 169 ug HA/g
kreatininu do 1440 ug HA/g kreatininu (Tokunaga et al., 1978). Podle novéjsich studii, kdy
byla porovnavana hladina HA v séru a moci, se zjistilo, ze hladiny HA u pacienti s HGS se
vyznamné neliSily od hladin kontrolni skupiny. Proto se metoda stanoveni HA v moci
nedoporucuje pro primarni diagnostiku, ale spiSe jenom pro potvrzeni nemoci (Gordon et al.,

2007).

4.4 Imunofluorescen¢ni mikroskopie

U vsech typii laminopatii byly hldSeny aberace morfologie jadra. U tfi bunécénych linii
fibroblastli byly nalezeny nové mutace LMNA gent (AG00989, AG00990, AG04110). Tyto
mutované geny vedou k abnormité jadra a nepravidelné tvarovanému jadernému obalu. Mezi
témito tfemi bun&énymi liniemi existuji rozdily v zdvaznosti aberace jadra. Rada fibroblasti
AGO00989 ma mirn¢ nepravidelnd jadra, AG00990 ma velmi abnormalni jadra a posledni
fada fibroblasti AG04110 vykazovala nepravidelnosti v jadie. V bunécné linii mélo mnoho
bun¢k abnormalni lobulaci jader, pfipominajici tvar hroznu. Tyto mutace probihaji jak u
laminu A, tak 1 C, a to v N-termindlni doméné. Tato metoda neni prozatim oficiadlné

schvalena pro klinickou diagnostiku (Csoka et al., 2004).
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5 MOLEKULARNE-BIOLOGICKA ANALYZA

Molekularné-biologické metody piedchazi vySetfeni na zakladé diagnostickych kritérii.
Pokud je v rodiné€ pacienta detegovana alela zplsobujici onemocnéni, popfipadée je pacient
diagnostikovan na zdklad¢ charakteristickych znaktli, pak nasleduje genetické vySetieni.
Mezi nejcastéji pouzivané metody patii polymerazova fetézova reakce (PCR), sekvenovani

nové generace (NGS) a mnohondsobnd amplifikace zavisla na ligaci sond (MLPA)

(Barthéléemy et al., 2015).

5.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce je metoda, kterd se pouziva k amplifikaci neboli pomnoZeni
urcitého useku DNA in vitro. Jednotlivé tseky DNA jsou syntetizovany za katalyzy Tag-
DNA-polymerazou principem komplementarity bazi (Nussbaum et al., 2004).

Klicovymi slozkami PCR smési jsou Taq-DNA-polymeraza, primery, templatova
DNA a nukleotidy. Reakce probihd v zafizeni zvaném termocykler, ve kterém je mozna

rychla zména teploty podle nastaveného programu. Zakladni kroky jsou:

1. denaturace (96 °C), vlivem teploty dochazi v molekule DNA k rozruseni vodikovych
mustkl a rozpleteni dvousroubovice na dvé jednovlaknové DNA;

2. nasednuti primeril, hybridizace (50-56 °C), musi dojit k ochlazeni smési, aby se
primery mohly vazat na cilové sekvence na jednovlaknové DNA;

3. syntéza DNA, probiha za katalyzy Taq-DNA-polymerazy ve sméru 5'— 3" konci, ta
nasedd na primery a spojuje volné nukleotidy. Teplota vyuzivéana v této fazi zavisi

na pouzité DNA polymeraze.

Namnozené useky DNA jsou obvykle separovany gelovou elektroforézou,
k vizualizaci se vyuziva barvivo, které se vaze k DNA, jako napt. etidiumbromid (Smarda,

2005).
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5.2 ASO polymerazova retézova reakce

Metoda PCR vyuzivajici alelové specifické oligonukleotidy (ASO) je alternativni metoda
pro detekci mutaci, ve kterych je dokonale sladény oligonukleotid schopen piisobit jako
primer pro amplifikaci. Vyhodou ASO PCR je, ze se jednd o rychlou, jednoduchou
a neradioaktivni metodu. U této metody jsou oligonukleotidové primery navrzeny tak, aby

dopliovaly bud’ normélni nebo mutantni sekvenci (Putkonen et al.,2010).

Alelove specifickd PCR umoziiuje pitimou detekci jakékoli bodové mutace v lidské
DNA analyzou produkti PCR na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu obarveném
ethidiumbromidem. K reakci je potfebnd sada tfi primerit ve dvou reakcich PCR, dva
primery maji odliSnou sekvenci na 3’-koncich, jeden slouzi k detekci standardni alely
a druhy primer k detekci mutantni alely. Reakce neprobéhne, pokud misto na templatové
DNA neni komplementarni k 3"-konci primeru, protoze DNA-polymeraza vyzaduje uplnou
hybridizaci primeru na 3’-konci. Produkty PCR reakce se nejprve separuji elektroforézou.
Dalsim krokem je denaturace a dvojité blotovani z gelu, ktery je umistén mezi dvé nylonové
membrany. Denatura¢ni roztok slouzi také jako pufr k transferu. Fixace DNA k membrané
se provadi UV svétlem. Poslednim krokem je hybridizace s alelové specifickymi
oligonukleotidy, které jsou oznaceny. Za danych podminek nastane situace, kdy jeden jediny

chybny par bazi mezi sondou a DNA zabrani hybridizaci. Naopak komplementarni tiseky
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spolu hybridizuji. Nakonec se prouzky promyji a deteguji (Pastordkova, Petrovic,; 2016).

~ - e ————
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normalni DNA s vzniki produkt _ mutaam DNA = nevzniki produkt
| e = : 5 g YR — &5
& =b | L R
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normiini DNA =3 peveniki produkt mutantni DNA =3 vzmki produki
| = TR L R SR R Y 1
L = L

Obrazek 8 — Pribeh metody polymerazové fetézové reakce vyuzivajici alelové specifické
oligonukleotidy

(n, ,,normalni primer; m, ,,mutantni* primer; s, ,,spolecny primer*)

Zdroj: http://www.1f2.cuni.cz/projekty/prusa-dna/newlook/defa6.htm, 2019

5.3 Real-time polymerazova retézcova reakce (qPCR)

Metoda real-time PCR neboli kvantitativni PCR, umoziuje vizualizaci a kvantifikaci
amplifikace DNA v realném Case. Pfi této reakci se vyuzivaji fluorescenéni barviva, jejichz
emitujici zafeni zaznamenava opticky systém. V soucasné dob¢ se vyuzivaji dva typy barviv,
a to barviva, které se vazou pfimo na DNA anebo fluorescenéné znacené sondy. Graficky

prubéh real-time PCR znazornuje amplifikacni kiivka, ktera ma 4 faze:

1. Féze I —dochazi ke zdvojndsobeni mnozstvi amplikonu po kazdém cyklu, ale nartst
fluorescence je pod detekénim limitem.

2. Féze Il — nazyva se exponencialni faze, kdy se fluorescence zvysi na uroven detekce.
Exponencialni faze je dulezita pro urCeni kvantity vstupniho mnozstvi templatové
DNA, nazyva se prahovy cyklus (Ct, z angl. treshold cycle) nebo také cyklus
kvantifikace (Cq, z angl. quantification cycle). Cim niZsi je hodnota Ct, tim vétsi
pocet kopii templatové DNA bylo v reakci. Fluorescence v této fazi se nazyva
prahovou fluorescenci.

3. Faze Il — lineéarni faze, dochézi k postupnému spotfebovavani komponenti reakce
a dochazi ke strmému nartstu fluorescence.

4. Faze IV — faze platd, mnozstvi templatové DNA se v disledku vyCerpani slozek

reakce nezvysuje (Smarda, 2005).
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5.4 Polymerazova retézova reakce dlouhého dosahu

Polymerazova fetézova reakce dlouhého dosahu (long range PCR) se provadi se smési Taq
DNA-polymerdazy v kombinaci s malym mnozstvim enzymii majici reparacni aktivitu,
piipadné bez nich. Enzymy s reparacni aktivitou opravuji neshody DNA zaclenéné na
3" konci rostouciho fetézce, coz umoznuje Taq polymeraze pokracovat v elongaci DNA
mnohem déle, nez by tomu bylo bez moznosti oprav. Vyhodou je, ze se jedna o flexibilni,

rychlou a velmi efektivni metodu (Smarda, 2005).

5.5 Metoda mnohonasobné amplifikace zavislé na ligaci sond

Metoda mnohonasobné amplifikace zavislé na ligaci sond (MLPA) je schopné v jedné
reakci (jedné zkumavce s jednim vzorkem) detekovat zmény v poctu az 50 nukleotidovych
sekvenci. Metodu MLPA je mozné vyuzit k diagnostice genetickych onemocnéni, jejichz
patogenita souvisi s duplikaci anebo deleci specifického genu nebo jeho ¢asti (Stuppia et al.,

2012).

Princip MLPA spociva v multiplexni amplifikaci 50 specifickych nukleotidovych
sekvenci pouzitim jednoho péru primerd, pti¢emz jeden primer je fluorescenné oznacen.
Vysledné PCR produkty jsou separované kapilarni elektroforézou. Jedinecnost této reakce
spo¢iva v tom, ze nedochéazi k amplifikaci sekvence DNA, ale MLPA sond, které jsou
pridané ke vzorku. Kazdd MLPA sonda se sklada ze dvou oligonukleotidi, pticemz kazdy
oligonukleotid obsahuje jednu ze sekvenci rozpoznavanou primerem. Sonda vznikne jediné
za predpokladu hybridizace dvou oligonukleotidl k cilové sekvenci a po ligaci za katalyzy
ligdzou. Pouze ligované sondy jsou exponencialn¢ amplifikované jednim parem primert.

Mnozstvi ligovanych sond zavisi na mnozstvi cilovych sekvenci ve vzorku (Kozlowski et al.,

2008).
MLPA reakce muze byt rozdélena do 5 krok:

1. denaturace DNA a hybridizace MLPA sond,
ligace,
PCR amplifikace sond parem primert,

separace PCR produktt kapilarni elektroforézou a

A

analyza dat.

Pii analyze MLPA je dilezit¢ kromé amplifikace vzorki provést také amplifikaci
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referencnich vzorkl. Po separaci produktd kapilarni elektroforézou se provede porovnani
vzorku pacienta s referenénim vzorkem a uréi se relativni pocet kopii ve vzorku (Stuppia

etal., 2012).

1. Denaturace a hybridizace

PCR primer X PCR primer Y

Identifikabn sekvence

Hybridizaéni sekvence (leva) Hybridizacni sekvence (pravia)
2. Ligace

3. PCR s univerzalnimi primery XaY
exponencidini amplifikace pouze ligovanych sond

b
=<

4, Fragmentacéni analyza

H“””'l” ||J1_|"],'g|l'. i__.lll".- _l

Obrazek 9: Princip metody mnohondsobné amplifikace zavislé na ligaci sond

Zdroj: https://bitesizebio.com/41396/mlpa/, 2018

5.6 Sekvenovani nové generace

Technologie sekvenovani nové generace (NGS) se pouziva k urCeni potadi nukleotidii
v celych genomech nebo cilovych oblastech DNA nebo RNA. Metodou NGS muze byt cely
lidsky genom sekvenovan béhem jedin¢ho dne a s minimalnimi naklady. (Yohe et al., 2017).
NGS probiha ve 4 krocich, izolaci nukleovych kyselin, piipravou knihovny, klonalni

amplifikaci a sekvenovanim a analyzou dat.

1. Extrakce a izolace nukleovych kyselin je prvnim krokem v metodé NGS, a to
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bez ohledu na to, zda se sekvenuje celkovd RNA, genomova DNA nebo rizné typy
RNA. Pouzitd metoda extrakce zavisi na vychozim materidlu. Pii tomto kroku je
dualezité zvolit vhodny protokol extrakce, aby se z ptisluSného typu vzorku ziskalo
aintegrita izolovanych nukleovych kyselin jsou rozhodujici pro uspé$né
sekvenovani.

2. Ptiprava knihovny zahrnuje ptipravu vzorki DNA nebo RNA tak, aby mohly byt
zpracovany a piecteny sekvenatory. Knihovna piedstavuje soubor molekul, které Ize
sekvenovat. Presny postup piipravy knihovny se mize lisit v zavislosti na pouzitych
¢inidlech a metodach. Bez ohledu na pouZity postup musi findlni knihovny NGS
obsahovat fragmenty DNA pozadované délky s adaptéry na obou koncich.

3. Klonélni amplifikace zahrnuje amplifikaci fragmenti DNA, které maji byt
sekvenovany. V tomto kroku je knihovna na¢tena do sekvenatoru, ktery pak detekuje
nukleotidy jeden po druhém.

4. Posledni krok zahrnuje tii faze, zpracovani, analyzu a interpretaci ziskanych dat.
Pouzité nastroje, zptisob zpracovani a analyza dat zavisi na aplikacich a cilech test

NGS.
Samotnou analyzu lze rozd¢lit na primarni, sekundérni a terciarni analyzu.

e Primérni analyzou se rozumi zpracovani signdlu z pfistroje do digitalni
podoby. Tato data jsou shromazd’ovana béhem kazdého cyklu sekvenace.
Vystupem primarni analyzy jsou soubory obsahujici zékladni signaly
sestavené¢ do FASTQ souborti.

e Sekundarni analyza zahrnuje filtrovani nukleotidd na zakladé kvality.
Vystupem je soubor, ktery se oznacuje jako BAM.

o 24

vysledki a zisk smysluplnych informaci z naméfenych dat (Harris et al.,

2013).
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Obrazek 10 - Schéma sekvenovani nové generace

Zdroj: https://microbenotes.com/next-generation-sequencing-ngs/, 2022

5.7 Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani, znamé také jako ,,metoda ukonceni fetézce®, je metoda pro urceni
sekvence nukleotidit DNA. Tuto metodu lze provadét manudlng nebo Castéji automatizované
sekvendtorem. Sangerova metoda vyuzivd proces replikace DNA. Na DNA naseda
radioaktivné znaCeny primer, ktery je komplementarni k zacatku sekvenovaného mista.
Vjedné  zkumavce  probiha  syntéza ~ DNA v pfitomnosti  vSech  Ctyf
deoxyribonukleosidtrifosfati (ANTP) a jednoho dideoxyribonukleosidtrifosfatu (ddNTP),
proto je reakce provadéna ve Ctyfech zkumavkidch. Do  syntetizovaného
fet¢zce DNA se ndhodné zacleniuji ddNTP misto pfislusného dNTP, a jelikoz ddNTP
postradaji —OH skupinu, syntéza se po jejich zacleni do fetézce zastavi. V reakcei tak vznika
smés razné¢ dlouhych fragmentl, které jsou separovany v polyakrylamidovém gelu.
Modifikovand Sangerova metoda vyuziva fluorescencné znacené ddNTP (kazdy jinou
fluorescencni znackou), proto mize byt reakce provedena v jediné zkumavce. Produkty jsou
separovany kapilarni elektroforézou a detegovany fluorescenénim detektorem. (Stipek,

1998).
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6 DIFERENCIALNI DIAGNOZA

Rada poruch ma stejné klinické projevy anebo je zplisobena podobnou mutaci na LMNA
genu jako HGS. Patfi sem napf. Werneriv syndrom, Cockayniv syndrom,
Hallermanniiv-Streiffiiv syndrom, Gottroniv sydrom, Wiedemanniiv-Rautenstrauchiiv

syndrom anebo Nestor-Guillermtiv syndrom.

6.1 Werneriv syndrom

Werneritv syndrom, nazyvany také jako progerie, je dédicné onemocnéni spojené
s predCasnym starnutim a zvySenym rizikem rakoviny a dalSich nemoci. Pfiznaky
Wernerova syndromu jsou obvykle pozorovany v détstvi nebo dospivani. Zndmky starnuti,
vcetné€ vrasek, Sedych vlasu a vypaddvani vlasii, se mohou objevit u pacientd ve véku 20 let.
Ve véku 30 let se objevuji pfiznaky, jako jsou katarakta, zakaleni o¢ni Cocky, diabetes
typu 2, kozni viedy a osteopordza. Jednim z nejvyznamnéjSich zdravotnich problémd,
kterym celi pacienti s Wernerovym syndromem, je €asny vyvoj riznych typu rakoviny

a aterosklerdzy, coz muze vést k infarktu (Oshima, 2017).

6.2 Cockayniiv syndrom

Cockayntiv syndrom je vzacné onemocnéni charakterizované abnormalné malou velikosti
hlavy (mikrocefalie), neschopnosti pibrat na vaze, coz vede k neprospivani a opozdénému
vyvoji. Pfiznaky tohoto onemocnéni jsou obvykle patrné od détstvi a ¢asem se zhorSuji.
Vétsina postizenych jedincti ma zvysenou citlivost na slunecni zafeni, v nékterych ptipadech
1 malé mnozstvi slune¢niho zafeni muze zpusobit spaleni nebo puchyte. Jiné ptiznaky

zahrnuji ztratu sluchu, zraku, abnormality kosti a zmény na mozku (Nance, 1992).

6.3 Hallermann-Streifftiv syndrom

Hallermann-Streiffiv syndrom (HSS) je vzacna porucha, kterd je primarné charakterizovana
vyraznymi malformacemi lebky a oblicejové oblasti, zubni vadou, degenerativnimi koznimi
zménami a pomérné malym vzrGstem. Pacienti maji také zakalenou cocku nebo jiné
abnormality oka jako je glaukom nebo odchlipeni sitnice. HSS se vyskytuje nahodné

a sporadicky (Cohen, 1991).

6.4 Gottrontiv syndrom
Gottroniv syndrom neboli akrogerie, je mirnd, dédi¢na forma piedcasného starnuti,

charakterizovand abnormalné¢ malyma rukama a nohama stenkou a jemnou kuzi.
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Uz od raného détstvi pacienti s touto poruchou vykazuji vSechny znadmky piedCasného
starnuti. Kze je velmi tenké a ruce a nohy zlstavaji nedovyvinuté az do dospélosti (Gordon,

2010).

6.5 Wiedemanniiv-Rautenstrauchiv syndrom

Wiedemanntv-Rautenstrauchiv syndrom (WRS), také znamy jako neonatélni progeroidni
syndrom, je velmi vzacné genetické onemocnéni charakterizované pred¢asnym starnutim.
Postizeni jedinci maji prenatdlni a postnatalni opozdény rust a nepfitomnost vrstvy tuku

pod ktzi. WRS se fadi mezi autozomaln¢ recesivni onemocnéni (Gordon, 2010).

6.6 Nestor-Guillermtv syndrom

Nestor-Guillermtiv syndrom je vzacné, genetické onemocnéni charakterizované pred¢asnym
starnutim spojenym s tézkou formou osteolyzy a to zejména v oblasti dolni Celisti, kli¢ni
kosti, zeber, distalni falangy prsti ruky a dlouhych kosti. Mezi dal$i charakteristiky patfi
zpomaleni riistu, ztuhlost kloubti, dysmorfni rysy obliceje, osteopordza a generalizovana
lipoatrofie. Pacienti s timto syndromem nemaji zddné poruchy kardiovaskularniho systému
a metabolismu, coz vyznamné prodluzuje primérnou délku zivota. Nestor-Guillermtiv

syndrom se fadi mezi autozomaln¢ recesivni onemocnéni (Gordon, 2010).
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7 LECBA

Ackoli pti¢ina HGS byla objevena téméf pred 100 lety, zGstava stale nevylécitelnou nemoci.
Béhem Iékatské prohlidky se pravidelné kontroluje hmotnost a vyska pacienta. Rutinné se
vysetiuje srdce (elektrokardiogram a echokardiogram), pro vySetfeni zubt, zraku a sluchu
se pouzivaji zobrazovaci techniky, jako je RTG a MRI. Nedlouho po objevu mutace v genu
LMNA jako ptic¢iny HGS byla popsana prvni mozna lécba progerie. Cilem je prodlouzit
zivot pacientll stimto onemocnénim. Vysledky zakladniho vyzkumu naznacuji, Ze
akumulace progerinu miize byt kli¢em k patogenezi HGS. Vzhledem k tomu, ze progerin je
trvale farnesylovan, byla pozornost vénovana inhibitortim farnesyltransterazy (FTI), které
byly pivodné vyvinuty pro 1é¢bu rakoviny. V posledni dobé ziskala pozornost 1écba

rapamycinem, coz je supresivum schvalené FDA pro podavani pacientiim po transplantaci

7.1 Lécba inhibitory farnesyltransferazy
Inhibitory farnesyltransferazy se primarné pouzivaji pti 1é€bé rakoviny. Farnesylova skupina
udrzuje progerin trvale ukotveny kjaderné laminé, coz vede k abnormalit¢ tvaru

iadra (Bikkul et al., 2018).

Tyto deformace mohou zménit prostorovou organizaci chromatinu, a tim vyvolat
genetickou a epigenetickou dysfunkci. Dale bylo prokazéno, ze FTI zptisobuji redistribuci
progerimu a lamin® typu A. Uéinnost FTI byla poprvé zaznamenana ve fibroblastech embryi
mysi alidi s HGS. Kromé toho bylo prokazano, ze FTI zlepSuji prostorové umisténi
chromozomtl, ackoli nejsou ucinné pro snizeni poskozeni DNA. FTI tak inhibuji pouze jednu
z mnoha zmén zpusobenych progerinem. Bylo také prokazéano, Ze zlepSuji pohyblivost
telomer. FTI maji také Skodlivé ucinky, vedou naptiklad ke vzniku dvoujadernych bunék.

Dvoujaderné buiiky se méné dé€li, podobné jako buniky pacientt s HGS (Toth et al., 2005).

Bylo provedeno nékolik dalSich studii na mySich modelech. Mysi 1éceny FTI
neubyvaly na vaze, zlepsSila se u nich integrita kosti a snizil se tbytek svalovych bun¢k cév.
Vysledky studii podnitily zahajeni n€kolika klinickych studii na lidech. Prvni studie se
zucastnilo dvacet pét déti v primérném véku sedmi let, které dostavaly 1é¢ivo lonafarnib po
dobu minimalné dvou let. Vysledky byly povzbudivé, protoze piiblizné tietina pacientl
pfibrala na vaze a také doslo ke zlepSeni kondice kardiovaskuldrniho systému. V dalsi
klinické studii byla mySim poddvana léciva lonafarnib, pravastratin a zoledronat. Piidani

dvou posledn¢ jmenovanych 1é¢iv vychazi z poznatku, Ze pti chybéni farnesyltransferazy je
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progerin prenylovan za katalyzy geranylgeranyltransferazy. Mysi s mutaci genu pro lamin
A-G608G, které byly léCeny témito tfemi 1éCivy, vykazovaly na rozdil od 1écby pouze
lonafarnibem zlepSeni parametrti integrity kosti a chrupavky, na druhou stranu vSak u nich
bylo pozorovano zvySené mnozstvi dvoujadernych bunék. V soucasné dob¢ probihaji dalsi
klinické studie s kombinovanou 1écbou lonafarnibem a everolimem. Everolim cili
na podobné drdhy jako rapamycin. Podavani FTI pacientim s HGS vede k potlaceni
symptomu a snizeni mortality, mohou byt ale potencialn¢ kardiotoxické (Gordon L.B. et al.,

2012).

Obrazek 11 Imunofluorescenéni barveni bunék kuze

A, normalni bunka ktze; B, bunika klize s progerii (zelené tecky laminu); C, buiika kiize

s progerii pii 1é€b¢ inhibitory farnesyltransferazy.

Zdroj: https://www.intechopen.com/chapters/41856, 2012

7.2 Lécba autofagii

Autofagie zahrnuje rtizné cesty, které¢ buinky pouzivaji k dopraveni nepotiebnych nebo
nefunk¢nich proteinli z cytoplazmy do lysozomu, kde jsou odbourany. Nedostatecna
autofagie vede k rychlému starnuti. Proto je jednou z moznosti 1é€cby indukce autofagie,
kterd povede ke zvySenému odbouravani nefunkénich proteind. Byla identifikovana cela

fada induktort autofagie (Cao et al., 2011).

Rapamycin prostfednictvim autofagické drahy vede ke zvySenému odstranovani
progerinu z bun¢k. Rapamycin je 1é¢ivo pouzivané u pacientl po transplantaci a u déti se
syndromem TSC. Nicméné pii 1é€bé pacientd s HGS byly pozorovany vedlejsi ucinky.
Rapamycin vede ke gastrointestinalnim symptomim, edému, zvysené nachylnosti

k infekcim, zpomalenému hojeni ran, vysokym hladinam cholesterolu a triacylglycerolt

wevr

7.3 Ubikvitin-proteazomovy systém
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Ubikvitin-proteazomovy systém (UPS) ptispiva k udrzeni homeostazy v buiikach a kontrole
kvality proteinll. Funguje také jako regulator mnoha bunéénych procest, vcetné proliferace,
transkripce gend, apoptozy, antioxidacnich a imunitnich reakci. Proteazomy jsou komplexy
slozené z proteolytické (20S) a regulacni partikule (19S). Proteolyza je provadéna tfemi
podjednotkami s aktivitou podobnou kaspaze, trypsinu a chymotrypsinu. Odstrafiovani
defektnich proteint UPS zahrnuje nckolik krokt, pfi nichz se fetézec aktivovanych
monomera ubikvitinu kovalentné¢ vdze na lyzinové zbytky cilového proteinu. Proces je
zahajen pusobenim enzymu E1 (aktivujici enzym), ktery aktivuje ubikvitin. Aktivovany
ubikvitin je pfemistén na thiolovou skupinu konjuga¢niho enzymu E2. V dal$im stupni se
ubikvitin pfipoji na ubikvitinligdzu (E3), ta jiz specificky rozpozndva protein urceny
k degradaci. Na protein se musi napojit dalsi molekuly ubikvitinu, to katalyzuje elongacni
faktor (E4). Takovy protein je jiz rozpoznan proteazomem. UPS je atraktivnim cilem
pii lécbe rakoviny. NedostateCnost UPS piredstavuje bézny patologicky jev u onemocnéni
srdce. Aktivita UPS s vekem klesd. Predpoklada se, ze pokles funkce UPS koreluje
s procesem starnuti. Byly provedeny studie, které to prokézaly a mohou tak poskytnout novy

pristup k prevenci a 1é€b€ nemoci souvisejicich s vékem (Jianping Jin et al., 2007).

7.4 Inhibitory isoprenylcysteinkarboxylmethyltransferazy

Béhem posttranslacni upravy prelaminu A katalyzuje
isoprenylcysteinkarboxylmethyltransferaza (ICMT) pfidani karboxymethylové skupiny
na termindalni cystein. Cilena inhibice tohoto kroku muze vést ke zmirnéni symptomil
onemocnéni. U fibroblastl postizenych HGS byla pii snizené aktivité¢ nebo expresi ICMT
pozorovana zvySend proliferace bunck s lokalizaci progerinu uvnitf jadra bez zlepSeni
morfologie jadra. Tato studie byla provedena na mysich s deficitem ZMPSTE24. Ukazalo
se, ze u téchto mysi doslo ke zvyseni télesné hmotnosti, ke zlepSeni sily uchopu a zlepsil
se také pomeér svalové hmoty. Tato studie prokazala také pokles exprese progerinu ve vice
tkanich, vcetné¢ oblouku aorty. Ukézalo se, Ze inhibitory ICMT maji pfi 1é€bé HGS
mnohostranny uc¢inek. Inhibitory ICMT byly testovany pouze na mySich modelech a neni

znamo, jaké vysledky by byly dosazeny u pacientd s HGS (Chen et al., 2021).

7.5 Technologie CRISPR/Cas9 a editory adeninové baze
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U HGS vede bodova mutace v genu LMNA ke vzniku progerinu. Proto je dulezité zaméfit se
na gen LMNA a jeho vychozi produkty, aby se zabranilo expresi progerinu. Za timto ucelem
byly na mySich modelech a lidskych buiikach testovany dvé strategie, a to CRISPR/Cas9 a
editory adeninovych bazi (ABE). Preklinické studie ukézaly, Ze tyto strategie vedly ke
snizeni hladiny progerinu se sou¢asnym snizenim defektii jadra. Uinnost této 16¢by neni
v porovnani s jinymi studiemi nikterak lepsi, pokud jde o pfirtistek hmotnosti a ocekavanou

délku zivota pacientl. (Koblan et al., 2021).

7.6 Budouci moznosti léCby

Prestoze se ukazalo, ze vyse zminéné postupy 1éCby jsou Ucinné pii zmirfovani symptomut
HGS, stale se vSak nejedna o kauzdlni 1é¢bu. V budoucnosti se ocekavaji studie
s kombinovanou l1é¢bou, naptiklad kombinace ICMT s FTI, protoze ICMT nesnizuji defekty
jadra a FTI nejsou ucinné pii snizovani miry poskozeni DNA. Lze kombinovat podavani

1é¢iv s genovou terapii (Squarzoni et al., 2021).
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ZAVER

Hutchinsoniiv-Gilfordiv syndrom, také znamy jako progerie, je vzacné genetické
onemocnéni, které se projevuje zrychlenym starnutim. Progerie je zplUsobena mutaci
v genu LMNA. Gen LMNA produkuje protein lamin A, ktery je soucasti strukturalniho leSeni,
které¢ udrzuje jadro bunky pohromad¢. Abnormalni protein lamin A, ktery zpiisobuje
progerii, se nazyva progerin. Progerin zplsobuje nestabilitu bun¢k, coz vede k procesu
pfedcasného starnuti. Ke konci roku 2022 bylo na celém svété zaznamendno 140 piipadi
této nemoci. Od svého objeveni byl HGS detailn€ popsan, avSak stale neexistuje kauzalni
1éCba. V roce 1999 byla zaloZzena Nadace pro vyzkum progerie (PRF) jako reakce na
naprosty nedostatek pokroku v 1é¢bé déti s progerii. Klinické studie podporované touto
nadaci vedly k objevu léciva lonafarnib, ktery je prvnim a prozatim jedinym IéCivem
oficialn¢ schvalenym pro 1écbu progerie. Bez tohoto 1éCiva déti umiraji na aterosklerozu
nebo jiné komplikace. Pti 1é¢bé lonafarnibem je primérny vek doziti prodlouzen nejméné
0 2,5 roku. Dnes je PRF jedinou organizaci na svété, kterd se zabyva hledanim vhodné 1écby

progerie.
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