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Abstrakt

Uvod: Dédi¢na onemocnéni sitnice jsou jednou z nejéastéjsich piicin nelégitelné slepoty
u déti a mladsich dospélych. V Ceské republice nebyla tato onemocnéni dosud
predmétem systematického vyzkumu. Cilem této prace bylo identifikovat, klinicky
charakterizovat a molekularné geneticky analyzovat pacienty s monogenné
podminénymi dédicnymi chorobami sitnice a nasledn¢ implementovat do klinické praxe
preventivni a lécebnd opatieni.

Material a metody: U pacientl s riznymi geneticky podminénymi chorobami sitnice
a jejich rodinnych piislusnikii jsme provedli komplexni klinické vySetfeni, genealogicky
rozbor a molekularné genetickou analyzu. Detailni o¢ni vySetieni zahrnovalo optickou
koherencni tomografii se spektralni doménou a fotodokumentaci vcetné
autofluorescence fundu. DNA byla izolovana ze vzorkl vendzni krve, popt. bunck
bukalni sliznice. Pfi¢inné varianty byly hledany pomoci Sangerova a masivné paralelniho
sekvenovani a jejich patogenita prokazovana v kontextu diive publikovanych poznatk,
pomoci bioinformatické analyzy a sledovanim segregace u rodinnych ptislusnik.
Vysledky: Ve form¢ publikacnich vystupi bylo charakterizovano 103 jedinct ze
76 ¢eskych rodin se zndmkami monogenné dédi¢nych dystrofii sitnice. Konkrétn¢ jsme
popsali klinické a molekularné genetické nalezy u pacientll s retinitis pigmentosa,
Usherovym syndromem, Danonovou chorobou, Stargardtovou chorobou, zavaznymi
dystrofiemi sitnice s ¢asnou manifestaci, dédi¢nou poruchou glykosylace typu Iq
a achromatopsii. Nejvyznamnéjsi byl popis o¢nich nalezi u dosud nejvétsi publikované
kohorty pacienti trpicich Danonovou chorobou.

Zavér: Nas vyzkum pomohl objasnit faktory podilejici se na etiopatogenezi riznych
dystrofii sitnice a upozornil na nutnost jejich detailni korelace genotypu s fenotypem, coz
je dulezité pro Casnou diagnostiku, vypracovani efektivniho screeningového postupu,
zlepSeni klinického poradenstvi a péce, zavedeni UCinnych preventivnich opatteni
avybér pacienti pro cilené terapie. Projekt zvySil informovanost o geneticky

podminénych onemocnénich sitnice jak mezi odborniky, tak i laickou vefejnosti.

Klicova slova: dédicna onemocnéni sitnice, oftalmologie, prevence, genova lécba



Abstract

Introduction: Inherited retinal diseases (IRDs) are one of the most common causes
of incurable blindness in children and young adults. In the Czech Republic, prior to the
start of our work, these disorders had not been the subject of a systematic research. The
aim of the study was to identify, clinically characterize and molecular genetically analyse
Czech patients with monogenic IRDs and based on the knowledge gained subsequently
implement preventive and therapeutic measures to clinical practice.

Material and methods: We have performed a comprehensive clinical examination,
genealogical analysis and molecular genetic investigation in patients with IRDs and their
family members. Detailed ocular examination included spectral domain optical
coherence tomography, high-resolution fundus photography and autofluorescence
imaging. DNA was isolated from venous blood samples or buccal cells. Causal variants
were searched for using Sanger and massively parallel sequencing, and their
pathogenicity was evaluated in the context of previously published data, bioinformatical
analysis and segregation in available family members.

Results: In total, 103 individuals from 76 Czech families diagnosed with IRDs were
characterized and their data published. Specifically, we have described clinical and
molecular genetic findings in patients with retinitis pigmentosa, Usher syndrome, Danon
disease, Stargardt disease, early-onset severe retinal dystrophies, congenital disorder
of glycosylation type Iq, and achromatopsia. The most significant was characterization
of ocular findings in the largest single-center cohort of patients suffering from Danon
disease.

Conclusions: Our research helped to elucidate factors involved in the etiopathogenesis
of various retinal dystrophies and highlighted the need for detailed genotype-phenotype
correlations, which is important for early diagnosis, development of effective screening
procedure, improvement of clinical counseling and care, implementation of preventive
measures and selection of patients for targeted therapies. The project has raised

awareness of IRDs among both professionals and the general public.

Key words: inherited retinal diseases, ophthalmology, preventive measures, gene

therapy
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1. UVOD

Vzacna onemocnéni jsou v ramci Evropské unie definovana jako choroby postihujici
méné nez 5 pacientd na 10 000 obyvatel. Pocet zndmych o¢nich chorob oka s genetickou
komponentou v etiologii je nesrovnatelny s jinymi organy. Odhaduje se, ze existuje
pfiblizné¢ 900 vzacnych onemocnéni oka, pficemz kolem 80 % z nich vznikd na
genetickém podkladé (Richter T. et al, 2015). Jejich velka klinickd a geneticka
rozmanitost znamend obrovskou zatéz pro pacienty, jejich rodiny a spole¢nost.

Genetické testovani o¢nich chorob se béhem poslednich let velmi zménilo. Dfive bylo
dostupné pouze na vyzkumné bazi pro dosti omezené mnozstvi pacientl, zatimco
v soucasné dobé je mnoha akreditovanymi laboratofemi nabizena tada testl. Pfesny
pocet pacientd se vzacnymi genetickymi chorobami oka, jejich diagndzy ani molekularné
genetické piiciny nejsou v Ceské republice pfesné znamy, nebot’ tato onemocnéni zacala
byt pfedmétem systematického sledovani az v nedavné dob¢.

Moznosti terapie této skupiny chorob jsou v soucasné dobe v bézné klinické praxi
vétSinou omezeny na lécbu vybranych doprovodnych ptiznakt. Diky pokroktim na poli
molekularni biologie ale zapocal v poslednich dvou desetiletich i vyvoj cilenych terapii.
Testované terapie jsou zaloZené na znalosti genetické pfi¢iny onemocnéni a predstavuji
zcela novy piistup. V soucasné dob€ nejdéle pokrocily klinické zkousky testujici terapie
vzacnych onemocnéni sitnice, které patii mezi nejcastéjsi pficiny slepoty u mladSich
jedinct (Ziccardi L. et al., 2019). Prvni a v soucasné dob¢ jedinou farmakologickou
1écbou povolenou pro jakékoliv geneticky podminéné onemocnéni sitnice je voretigen
neparvovek urceny k 1é¢bé pacientli s potvrzenymi bialelickymi mutacemi v genu RPE65
(retinoid isomerohydrolase RPE65) (Ciulla TA. et al., 2020).

Oko je parovy smyslovy organ slouzici k pfijimani svételnych podnéti a jejich
transformaci na nervové impulsy, které jsou dale vedeny do mozku. Paprsky svétla
vstupuji do oka a jsou ldmany rohovkou, prostupuji pfedni komorou o¢ni a skrz zornici
do ¢ocky, kde jsou déle zaostfeny a po prichodu sklivecem dopadaji na sitnici.

Sitnice je ulozena uvnitf o¢ni koule a je zodpovédna za vnimani svétla. Na sitnici
rozliSujeme vrstvu vnitini lokalizovanou mezi vnitini a zevni limitujici membranou
a vrstvu vn&j8i zahrnujici zevni casti fotoreceptorti a vrstvy pftiléhajici k cévnatce.
Histologicky lze v sitnici popsat deset vrstev (Obr. 1), zevné je pak uloZena cévnatka.
Fotoreceptory prevadéji svételné signaly na signaly elektrochemické, které pak putuji

ke zpracovani do mozku. Fotoreceptory délime na tyCinky a ¢ipky. Ty€inky nevnimaji
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barvy, ale jsou velmi citlivé na svétlo. Tti druhy ¢ipklh maji za ukol vnimat tfi zakladni
barvy a podileji se na vzniku ostrého barevného obrazu. Uprostied sitnice je umisténa
makula, zluta skvrna, kterd je mistem nejostiejsiho vidéni (Obr. 1, 2). V centru jsou

ulozeny ¢ipky, jejich hustota pak do periferie vyrazné klesd. Naopak nejvyssi hustota

tyCinek je 5-6 mm od centra sitnice a do periferie pak jejich hustota klesa jen pozvolna.

S : fovea (1500 ym) J

_— vnitni limitujici membrdna
avaskularni oblast (450-500 pm)
— vrstva nervovych vidken

gangliovd b. ;
| vrstva gangliovych bunék

foveola (350 um)

amakrinnib. __|

—— vnitini plexiformni vrstva
vrstva bipoldrnich bunék
~ (vnitfnf jadrovd)

» & ——— zevni plexlformm vrstva

bipolarnib. —__

Miillerova b . —

horizontaini b .~

Q ‘
Einky— ( 4€) ]
sy \zevnl limitujici membrana

T zewni segmenty tycinek a Cipku
o retindIni pigmentovy epitel

pigmentovy Bruchova membrana

epitel (RPE)

Obr. 1. Vlevo jednotlivé vrstvy sitnice a vpravo detailni struktura makuly (b. — burika). Pfevzato

z Heissigerova J. et al. (2018).

TERMINY TERMINY
KLINICKE ANATOMICKE

‘ area centralis
; horni temporalni arkida

horni nazaIni

centraIni retina arkada

(zadni pél) a. centralis
retinae

papila
zrakového nervu
makula

dolni nazalni
arkdda

fovea

foveola - -
dolni tempordini

arkdda

Obr. 2. Vlevo klinicka a anatomicka terminologie sitnice. Pfevzato z Heissigerova J. et al. (2018).

Vpravo barevna fotografie normaini sitnice pravého oka.
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Retinalni pigmentovy epitel (RPE) ma zasadni ulohu ve vyzivé a zpracovani
odpadnich latek fotoreceptorti, fagocytoze jejich pouzitych a odloucenych zevnich ¢asti,
znovuvyuziti zrakového pigmentu a zabraniuje zpétnému odrazu svétla. Pfi degeneraci
pigmentovych bunék dochazi sekunddrné k naruseni funkci a snizeni poctu
zivotaschopnych fotoreceptort.

U dédi¢nych onemocnéni sitnice mohou byt postizeny vSechny z vySe uvedenych
vrstev a podle pocatecniho mista vzniku poruchy se pak vyviji klinicky a funkéni nalez.
Zmény se projevi zhorSenim zrakovych funket, které je vysledkem poruchy metabolismu

vysoce citlivych fotoreceptort sitnice a strukturdlnich zmén zejména zadniho p6lu oka.

2. SPEKTRUM DEDICNYCH ONEMOCNENI SITNICE

Spektmm chorob sitnice je neb}'lvale éiroké, popsano bylo vice nez 120 klinickych
kongenitélni amaur6za (Obr. 3). V této praci pfedklédéme seznam nemoci sitnice,
se kterymi se v nasi klinické praxi setkdvame nejcastéji, a jsou také predmétem naseho
vyzkumu. U zkoumanych jednotek uvadime jejich €islo v databdzi OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man, https://www.omim.org/), kterd je pribézné

aktualizovanym katalogem lidskych gentl a geneticky podminénych onemocnéni.

=

Progrese

15 let

A

LCA a EOSRD

5 let

4m Postizeni cipka Postizeni tyéinek mp

Obr. 3. Kiinické jednotky dédiénych onemocnéni sitnice a souvislost nastupu pfiznakud

a degenerace bunék (CRD - dystrofie Cipkl a tyCinek, CSNB — kongenitalni stacionarni nocni
slepota, ACHM — achromatopsie, LCA — Leberova kongenitalni amauréza, EOSRD — zavazné
dystrofie sitnice s ¢asnou manifestaci, MD — makularni dystrofie, RP — retinitis pigmentosa).
Upraveno podle den Hollander Al. et al. (2010).
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2.1 Retinitis pigmentosa

Pod pojmem retinitis pigmentosa (OMIM #268000) je zahrnovana celd fada
riznorodych onemocnéni sitnice, jejichz spoleénym znakem je primarni postizeni
ty¢inek. V pozdéjsich fazich mize dojit také k odumirani ¢ipkd zadniho polu, coz
v kone¢ném duisledku vede k Uplné slepoté. Retinitis pigmentosa se vyskytuje bud’ jako
samostatné onemocnéni, nebo jako soucast fady syndromd, tj. krome o¢niho postizeni
jsou pfitomny i jiné pfiznaky, napf. hluchota.

Onemocnéni se typicky projevuje nejprve Serosleposti, poté ubytkem zorného pole,
jehoz centrum, a tim i zrakovad ostrost, muze zustat dlouho zachované. Retinitis
pigmentosa vykazuje pfi klinickém vysetfeni velkou variabilitu, a to 1 mezi pfislu$niky
jedné rodiny. Za typicky znak je pfi vySetfeni o¢niho pozadi povazovan nélez shluki
pigmentu tvarem pifipominajici kostni buiiky (Obr. 4). Déle byva pfitomno zGzeni tepen
na sitnici, voskové atrofie ter¢e zrakového nervu, zdkaly ¢ocky a nedetekovatelné nebo

snizené amplitudy pfti elektroretinografickém (ERG) vySetteni.

Obr. 4. Retinitis pigmentosa. Sirokouhl& barevna fotografie oéniho pozadi pravého (A) a levého

(B) oka 30leté pacientky s pokrocilym stadiem dokumentujici typické shluky pigmentu ve tvaru

kostnich bunék v periferii sitnice, zdzené cévy a bledsi teré zrakového nervu.
Onemocnéni se prenasi vSemi znamymi typy dédicnosti, tj. recesivné, dominantng,

svazbou na pohlavni chromozom a existuji i digenické a syndromové formy

s mitochondrialni dédi¢nosti.
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2.1.1 Nesyndromova retinitis pigmentosa

Nesyndromova retinitis pigmentosa, tj. vykazujici pouze nélez na oku, postihuje
priblizn¢ 1 ze 4 000 obyvatel (Hamel C., 2006), v praxi to tedy znamena, Ze jenom
v Ceské republice trpi timto onemocnénim asi 2 700 lidi. Nesyndromovy vyskyt zahrnuje
65 % vSech ptipadi retinitis pigmentosa (Daiger SP. et al., 2007).

Dosud bylo identifikovano minimalné¢ 102 gend pro nesyndromovou retinitis
pigmentosa (https://sph.uth.edu/retnet/) kodujici jak struktudlni a funkéni proteiny ve
fotoreceptorech a RPE, tak i rizné transkripcni faktory uplatiiujici se pfi vyvoji sitnice
(Ferrari S. et al., 2011). Samostatnou skupinou jsou pak vybrané splicingové faktory.
Prestoze se ucastni sesttihu ribonukleové kyseliny (RNA) v kazdé buiice, jejich mutace

vedou ke vzniku pouze onemocnéni sitnice (Korir PK. et al., 2014; Xiao X. et al., 2017).

2.1.2 Syndromova retinitis pigmentosa

U syndromové retinitis pigmentosa je degenerace sitnice spojend s dal§imi symptomy
zpusobenymi onemocnénimi jinych systému. NejcastéjSimi formami jsou Usheriv
syndrom charakterizovany pfidruzenou hluchotou (Keats BJ., Savas S., 2004) a dédicné
poruchy metabolismu, napt. Kearnstiv-Sayretiv syndrom (OMIM #530000) s progresivni
zevni oftalmoplegii, pigmentovou degeneraci sitnice a nékterym z dalSich ptiznakt
(Khambatta S. et al., 2014), deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem (LCHAD, long-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase,
OMIM #609016) provazeny v batolecim véku letargii, odmitanim stravy, hypoglykemii,
hypotonii a hepatopatii (Schrijver-Wieling 1. et al., 1997), Bardetiv-Biedliv syndrom
(OMIM #209900), ktery kromé& postiZzeni stinice zahrnuje polydaktylii, obezitu,
nefropatii, hypogonadismus a variabilné¢ 1 mentalni retardaci (Katsanis N., 2004) ¢i
Danonova choroba (OMIM #300257) manifestujici se kardiomyopatii, myopatii
kosterniho svalu, mentalni retardaci a variabilnim o¢nim nalezem (Prall FR. et al., 2006).

Ushertiv syndrom je nejcastéjSi pri¢inou vrozené hluchoslepoty s prevalenci
1 postizeny na 25 000 obyvatel (Kimberling W1J. et al., 2010). Onemocnéni se projevuje
jako kongenitalni ¢i v détstvi vznikla hluchota nasledovana vétsinou ve 2. a 3. dekad¢
zivota progresivni degeneraci sitnice typu retinitis pigmentosa (Obr. 5). Dle stupné
hluchoty a vertiga klinicky rozliSujeme tfi formy tohoto syndromu (Tabulka 1).
Nejzavazngjsi je kongenitalni typ I, u n€hoz jsou znaky degenerace sitnice pfitomny jiz
v 1. dekadé zivota (Mathur P., Yang J., 2015; Bonnet C. et al., 2016; Testa F. et al., 2017),
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variabiln¢ se pfidava 1 postizeni vestibularni funkce ucha. Nejcastéjsi je mirnéjsi typ 11
bez poruchy rovnovéhy. Typ III se 1i$i od typu II rychlosti progrese a mozZnosti
pozd¢jsiho rozvoje vestibularnich ptiznakd. Jeho odhadované zastoupeni je ale velmi

nizké (Tabulka 1) (Bonnet C. et al., 2016).

Obr. 5. Usherav syndrom. Sirokouhla barevna fotografie sitnice pravého (A) a levého (B) oka

18leté pacientky s Usherovym syndromem typu Il, s profidnutim a ojedinélymi shluky pigmentu

ve tvaru kostnich bunék v periferii a pigmentaci podél cév.

Tabulka 1. Pfiznaky jednotlivych typd Usherova syndromu

Typ | (~40 %) Typ Il (~60 %) Typ I (<3 %)
Sluch Vrozena tézka Vrozena stfedni az P;nz:iii?l 2?;’::;”\'/’ d&tstyi
hluchota tézka nedoslychavost prog P

nebo ¢asné dospélosti

Seroslepost od

Seroslepost pied RuUzna zavaznost, Seroslepost

Zrak zdniho détstvi
a 10. rokem véku p? d ? Sje,tSt obvykle od dospivani
az dospivani
o, Problémy Normaini nebo subnormaini,
Vestibularni g - . s .
s rovhovahou Normaini moznost pozdéjSiho rozvoje
funkce . i
od narozeni obtizi

Ushertiv syndrom je geneticky heterogenni onemocnéni s autozomalné recesivnim
typem dédi¢nosti zpisobené mutacemi minimaln€ v 11 genech (Millan JM. et al., 2011).
Produkty téchto gend tvofi vzijemné se ovlivijici sit’ (Kremer H. et al., 2006).
Nejcastéji jsou detekovany patogenni varianty v genu USH2A (usherin) (McGee TL.
et al., 2010; Bonnet C. et al., 2016). Jeho produkt protein usherin je soucasti bazalnich
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membran a ma vliv na homeostdzu fotoreceptorti sitnice a vyvoj vlaskovych buné¢k
vnitiniho ucha.

Jako dalsi ptiklad syndromové retinitis pigmentosa muize slouzit ocni ndlez
u Danonovy choroby (Majer F. et al., 2020). Jde o vzacné X-vazané onemocnéni
zpusobené mutacemi v genu LAMP?2 (lysosomal associated membrane protein 2). Mezi
typické klinick¢é symptomy patii hypertrofickd kardiomyopatie s Casnou progresi
do pokrocilého srde¢niho selhdni, myopatie kosterniho svalu a mentalni retardace.
Soucasti je 1 variabilni o¢ni nalez, zejména charakteru pigmentové retinopatie spojené
s generalizovanou ztratou funkci Cipki a tyCinek (Schorderet DF. et al., 2007). Obcas

mohou byt pozorovany jemné opacity ¢ocky (Prall FR. et al., 2006).

2.2 Bestova choroba

Bestova choroba (OMIM #153700) je oboustrannd makularni dystrofie s prevalenci
1 postizeny na 10 000 obyvatel (Mohler CW., Fine SL., 1981).

Zpocatku je vzhled makuly normalni, v dalsi fazi, zatim bez funk¢nich projevi, jsou
pfitomny jemné zmény RPE (Obr. 6A). Bestova choroba se typicky projevuje mezi 10. az
30. rokem véku vznikem oranzovozlutého loziska s ukladanim toxickych prekurzort
a derivatii lipofuscinu v makule, které svym vzhledem pifipomind vajecny Zloutek
(viteliformni 1éze) (Obr. 6B). V dalSim vyvoji se muze lozisko Castecné vstiebavat
(Obr. 6C). V posledni fazi onemocnéni, ktera je provazena Casto vyraznéjSim poklesem
zrakové ostrosti, mize dojit ke vzniku jizvy (Obr. 6D) nebo neovaskularizace pod nebo
kolem jizvy. Ne vSichni pacienti prochédzeji vSemi fdzemi onemocnéni a Casto maji
rozdilny pritbéh na kazdém oku (Marmorstein AD. et al., 2009; Mohler CW., Fine SL.,
1981; Querques G. et al., 2009). Obtize ve smyslu zkreslené¢ho a rozostien¢ho vidéni
a snizeni centralni zrakové ostrosti mohou vznikat jiz v détstvi, ale i o n€kolik desetileti
pozdéji. V dlouhodobéjSim ¢asovém horizontu dochazi u vétSiny pacientll k poklesu
centralni zrakové ostrosti pii zachovaném perifernim vidéni (Mohler CW., Fine SL.,
1981).

Onemocnéni se prendsi autozomalné dominantné a je podminéno piitomnosti mutaci
v genu BESTI (bestrophin 1) kodujicim protein bestrofin, o kterém je znamo, Ze je
lokalizovany v bazolateralni membrané bunék RPE, kde tvofi chloridové kanaly. Tyto se

aktivuji zmé&nami intraceluldrni koncentrace Ca*".

17



Obr. 6. Bestova choroba. Barevné fotografie ocniho pozadi levého oka C¢&tyf pacientd

dokumentujici vyvojové faze onemocnéni v oblasti makuly. Jemné zmény retinalniho
pigmentového epitelu (A), viteliformni léze (B), nepravidelné Zlutavé shluky lipofuscinu (C),

pigmentovana jizva (D).

2.3 Stargardtova choroba

Stargardtova choroba (OMIM #248200) zahrnuje Siroké spektrum degeneraci
s postizenim makuly vcetné Cipko-tyCinkové dystrofie. Charakteristickym klinickym
nalezem je pfitomnost Zlutych skvrn lipofuscinovych depozit v makule spolu s jejim
ztenCenim a zménou architektoniky. PostiZzeny jsou nejprve RPE a fotoreceptory,
v pozdéjsich stadiich mtize dojit az k celkovému rozpadu vSech vrstev sitnice. Prevalence
je ptiblizné 1 ptipad na 10 000 obyvatel (Burke TR. et al., 2012).

Stargardtova choroba se projevuje oboustrannym snizenim centralni zrakové ostrosti,
které typicky vznikad jiz v détstvi nebo v ¢asné dospélosti, zndmky onemocnéni se ale
mohou dostavit i pozdé&ji (Zernant J. et al., 2011). Zpocatku mize mit makula normalni
vzhled, nasledné¢ zacne pfipominat tepany kov a postupné vznika jizva se zlutymi
skvrnami pii okrajich (Obr. 7A) nebo i po celém oc¢nim pozadi (Rivera A. et al., 2000;
Lois N. et al., 2001). V ramci klinického obrazu ¢ipko-tyCinkové dystrofie je priibéh
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arozsah postizeni sitnice natolik rychly a zavazny, ze ke vzniku zlutavych depozit
nedojde. Za nejspolehlivéjsi metodu, jak rozpoznat Stargardtovu chorobu, a zv1asté
velikost patologickych zmén, je dnes povazovana autofluorescence fundu (Obr. 7B)
(Tanna P. et al., 2017).

Onemocnéni se dédi autozomalné recesivné a je podminéné mutacemi v genu ABCA4
(ATP binding cassette subfamily A member 4), ktery koduje transportni protein
odstranujici pouzité ¢asti fotoreceptort v ty€inkach a ¢ipcich smérem do RPE. Naruseni
funkce proteinu ABCA4 zptisobi jejich nahromadéni v sitnici ve form¢ toxickych
slouc¢enin a vede k néslednému odumirani fotoreceptori (Weng J. et al., 1999).
Klinickym obrazem spojovanym s mutacemi v genu ABCA4 je i klasicka retinitis
pigmentosa (tj. s primarnim postizenim ty¢inek). Vzacné mohou klinicky obraz
Stargardtovy choroby vyvolat mutace v genech ELOVL4 (ELOVL fatty acid elongase 4)
(Vasireddy V. et al., 2010) a PROM1 (prominin 1) (Yang Z. et al., 2008).

Obr. 7. Stargardtova choroba. Barevna fotografie fundu 18leté pacientky dokumentujici Zlutava

loZiska a atrofii retinalniho pigmentového epitelu v makule pravého oka (A), autofluorescence
fundu stejného oka s nepravidelné zrnitou distribuci, v mistech hromadéni lipofuscinovych

depozit je autofluorescence zvySenad, v oblastech atrofie autofluorescence chybi (B).

2.4 Choroideremie

Choroideremie (OMIM #303100) je onemocnéni sitnice s dédi¢nosti vazanou na
chromozom X, které postihuje piiblizn€ 1 z 50 000 obyvatel (Aleman TS. et al., 2017).

Pacienti trpi degeneraci choriokapilaris, RPE a fotoreceptorti (Obr. 8) s vyraznym
snizenim zrakové ostrosti, postupné az uplnou slepotou, ktera vznika typicky v 5. az

7. dekade zivota (Mitsios A. et al., 2018).
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Chorobu zpusobuji mutace v genu CHM (CHM Rab escort protein 1), jehoz produkt
reguluje transport vezikul v procesech endocytozy a exocytdzy (Strunnikova NV. et al.,
2009). Pacienti s choroideremii maji snizené nebo nulové mnozstvi tohoto enzymu, coz
vede k poruchdm transportu opsinu (proteinové slozky zrakového pigmentu) do zevnich
segmentl fotoreceptori, k poruchdm migrace melanozomu v butikdch RPE a ke snizené

fagocytoze zevnich segmentil fotoreceptort buitkami RPE. I pfes intenzivni vyzkum neni

dosud jasné, ktera ¢ast sitnice je u choroideremie primarné postizend (Dimopoulos IS.

et al., 2015).

Obr. 8. Choroideremie. Barevna fotografie fundu pravého oka 26letého pacienta s rozsahlou
chorioretinalni atrofii s viditelnymi cévami cévnatky a zbytkem sitnice na zadnim polu (A),

generalizované snizeni autofluorescence fundu stejného oka (B).

2.5 X-vazand juvenilni retinoschiza

X-vazana retinoschiza (OMIM #312700) je vzacna vitreoretinalni dystrofie, ktera se
nejcastéji manifestuje v prvni dekade zivota. Jeji prevalence je udavana 1 postizeny na
5-25 000 obyvatel (YiJ. et al., 2012).

U pacienti muzského pohlavi vede k roz$tépu vnitinich vrstev sitnice obvykle
v makulédrni oblasti (Obr. 9), coz je provazeno poklesem zrakové ostrosti (Prenner JL.
et al., 2006). Jedna az dv¢ tietiny pacientll maji také retinoschizu periferni (Hinds AM.
et al., 2018). X-vdzand retinoschiza muize byt komplikovana odchlipenim sitnice
(az u pétiny pacientil) (Obr. 9F) a krvacenim do sklivce (az u tfetiny pacientl) (Prenner
JL. et al., 2006).

Choroba je zplisobena mutacemi v genu RS/ (retinoschisin 1). Produkt genu je

exprimovan ve fotoreceptorech a bipolarnich bunikéch sitnice. Jeho funkce neni tplné
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objasnéna, ale piredpoklada se, ze se podili na adhezi uvedenych bunck (Plossl K. et al.,

2018).

Obr. 9. X-vazana juvenilni retinoschiza. Sirokouhlé barevné fotografie fundu 35letého pacienta
s roz&tépem sitnice v oblasti makuly pravého (A) a levého (B) oka, kde je pfitomna i preretinalni
membrandzni opacita (oznaena Sipkou). Nalez po operaci odchlipeni sitnice u 15letého
pacienta (C), v centru odlesky silikonového oleje, svétlé demarkacni linie, dole trhlina sitnice
oSetfena laserovou barazi (oznacena Sipkou). Autofluorescence fundu levého oka 35letého
pacienta s typickym radialnim uspofadanim zmén v makule (D). SD-OCT makuly pravého oka
16letého pacienta s rozstépem vnitfni jaderné vrstvy sitnice a nékolika drobnymi cystami ve
vrstvé gangliovych bunék (oznaleny Sipkami) (E), SD-OCT makuly pravého oka 15letého

pacienta s komplikujicim odchlipenim sitnice (ozna&eno hvézdi¢kou) (F).
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2.6 Zavazne dystrofie sitnice s casnou manifestaci

Zavazné dystrofie sitnice s casnou manifestaci v détstvi se vyskytuji u 1 postizeného
na 80000 obyvatel (den Hollander Al et al., 2008). Pokud je onemocnéni
diagnostikovdno na zdklad€ klinickych znamek do 6 mésicl Zivota, oznacuje se jako
Leberova kongenitalni amaurdéza (OMIM #204000). V praxi se ale tento nazev Casto
pouziva i pti pozd¢jsim zacatku choroby (Weleber RG. et al., 2011).

Mezi hlavni projevy patii ¢asné vzniklé t€zké postizeni zraku, nystagmus, strabismus,
absence fixace, svétloplachost, chybéni fotoreakce zornic, bloudivé pohyby o¢i,
stlaCovani oc¢i prsty. Nalez na o€nim pozadi mize byt velmi variabilni, od zpocatku
normalniho vzhledu sitnice, pies pigmentovou retinopatii (Obr. 10), bild depozita
v urovni RPE, atrofii makuly, zGzeni cév, po pseudoedém, bledou ¢i druzovou papilu

zrakového nervu (Kumaran N. et al., 2017).

Obr. 10. Zavazna dystrofie sitnice s dasnou manifestaci. Sirokothla barevna fotografie fundu

pravého (A) a levého (B) oka 22letého pacienta, sitnice se zrnitym profidnutim retinalniho

pigmentového epitelu, v makule celofanové lesky, v periferii fidce shluky pigmentu a uzké cévy.

Dosud bylo zjisténo nejméné 25 gent, jejichz mutace zpusobuji zavazné dystrofie
sitnice u déti. VEtsina z téchto gentl je exprimovana ve fotoreceptorech nebo RPE, kde
kéduji funkeni proteiny (Kumaran N. et al., 2017). Nékteré podtypy zavaznych dystrofii
sitnice s Casnou manifestaci, napt. s mutacemi v genech /QCB/ (1Q motif containing B1),
IFT140 (intraflagellar transport 140) a CEP290 (centrosomal protein 290), jsou soucasti
o¢ni symptomatologie Seniorova-Lekenova syndromu (OMIM #266900) nebo
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Joubertova syndromu (OMIM #213300) (Kumaran N. et al., 2017). Také u dédi¢nych
poruch glykosylace byl popsan vyskyt zdvazné dystrofie sitnice s Casnou manifestaci
(Thompson DA. et al., 2013; Taylor RL. et al., 2017). Pokud tedy neni jasn¢ urcena
molekularné genetickd pticina, musi byt u déti s casné vzniklou dystrofi sitnice vzdy na

syndromové postizeni pomysleno.

2.7 Achromatopsie

Achromatopsie (OMIM #262300) je charakterizovana poruchou funkce Ccipki
a vyskytuje se s prevalenci 1 postizeny na 30-50 000 obyvatel (Thiadens AA. et al.,
2010).

Choroba je provazena uplnou barvosleposti nebo vzacné zbytky barvocitu,
svétloplachosti, malym centrdlnim vypadem zorného pole, nystagmem a excentrickou
fixaci. PostiZzeni maji prvni projevy onemocnéni jiz od velmi raného véku. O¢ni pozadi

se obvykle biomikroskopicky jevi jako normalni ¢i témét normalni (Obr. 11A), vzacné

Obr. 11. Achromatopsie. Barevna fotografie fundu pravého oka 36leté pacientky s témér

normalni nalezem (A), ostfe ohrani¢ena oblast hypoautofluorescence fovey stejné pacientky (B).
SD-OCT makuly levého oka 30letého pacienta se zachovanou neuroretinou (C), variabilni rozsah
disrupce zoény elipsoidl vnitfnich segmentl fotoreceptorll (oznaceno Sipkami) pravého oka
40letého pacienta (D) a pravého oka 22leté pacientky (E).
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slézemi RPE makuly. Na optické koherencni tomografii se spektralni doménou
(SD-OCT) jsou ptitomny variabilni strukturdlni zmény zony elipsoidi vnitinich
segmentl fotoreceptort (Obr. 11C—E) a integrity zevni vrstvy sitnice (Sundaram V. et al.,
2014).

Z péti dosud popsanych gent odpovédnych za vznik onemocnéni, jsou mutace v genu
CNGB3 (cyclic nucleotide gated channel beta 3) u pacientl pfevazné evropského ptivodu
pti¢inou pfiblizné u poloviny jedinct (Mayer AK. et al., 2017). CNGB3 kéduje tvorbu
podjednotky iontovych kanald aktivovanych cyklickymi nukleotidy (CNG, cyclic
nucleotide-gated ion channel) v cytoplazmatické membrané Cipkt, kde se tiCastni procesu
fototransdukce. Na rozdil od ¢ipkt se tyto kanaly nevyskytuji na ty¢inkach, skotopické

vidéni proto zlstava zachovano (Meighan PC. et al., 2015).

2.8 Genetické testovani onemocnéni sitnice

V tad¢ vyspélych statil, jako napt. ve Velké Britanii, USA ¢i Némecku, predstavuje
genetické testovani ocnich chorob béznou soucast vysetfovaciho procesu. Vzhledem
k tomu, Ze mnoho z téchto testid je pomérné ndkladnych a dopady vysledk je tfeba
s postizenymi jedinci a jejich rodinami citlivé a dikladné prodiskutovat, jsou pacienti
vétSinou odesilani do specializovanych o¢nich genetickych center, kde pracuje
oftalmolog s odbornymi znalostmi na poli genetiky nebo izce spolupracujici oftalmolog
a genetik.

Genetické testovani onemocnéni sitnice prodélalo v pribéhu posledniho desetileti
znaény vyvoj od cileného screeningu vybranych gent Sangerovym sekvenovanim, pies
pouziti genotypovaciho mikro€ipu (Jaakson K. et al., 2003; Henderson RH. et al., 2007;
van Huet RA. et al., 2015) az po masivni paralelni sekvenovani, které jiz predstavuje
v soucasné dob¢ standard. Vysetfovany jsou bud’ vybrané sady genil, napt. panel genli
ucastnicich se vzniku sitnicovych onemocnéni, nebo kédujici useky vSech gent, tzv.
exomove sekvenovani (Stone EM. et al., 2012; Lee K., Couser NL., 2016). U pacientii
s negativnim vysledkem lze zvazit testovani variability pocCtu kopii segmentu
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) (Zampaglione E. et al., 2020). Na vyzkumné Grovni
se dale provadi genomové sekvenovani, ktere je v nékterych zemich zavadéno i do bézné
oftalmologické praxe (Black GC. et al., 2020).

Genetické testovani s sebou vSak nese 1 specifickd uskali, onemocnéni sitnice

nevyjimaje. PfestoZe se rizika mohou jevit ve srovnani s jinymi invazivnimi metodami
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jako velmi mald, vysledky vySetfeni mohou naptiklad ovlivnit rozhodnuti mit déti,
vyvolat pocity uzkosti nebo viny ¢i narusit vztahy s ostatnimi ¢leny rodiny. Z téchto
diivodll je nutné, aby jedinclim, ktefi genetické testovani podstoupi, bylo poskytnuto

odborné poradenstvi (Marteau TM., Croyle RT., 1998).
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3. HLAVNI CILE PRACE

Hlavnim pfedmétem postgradualniho studia a disertacni prace bylo:
¢ identifikovat a klinicky charakterizovat ¢eské pacienty se zdvaznymi monogenné
dédicnymi onemocnénimi sitnice,
e zkoumat molekularné genetickou piicinu jejich onemocnéni,
e vytvofit a kontinualn¢ aktualizovat seznam pacientli a vSech jejich relevantnich dat,
o zlepsit klinické a genetické poradenstvi pacientiim a jejich rodinam,
e implementovat preventivni a lécebna opatieni do klinické praxe,
e vytvoftit vlastni internetovou doménu s edukacnim obsahem,
e zvysit informovanost o geneticky podminénych degenerativnich onemocnénich

sitnice mezi odborniky i laickou vefejnosti.
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4. MATERIAL A METODIKA

Vyzkum byl proveden v souladu s Helsinskou deklaraci Svétové 1ékaiské asociace
o etickych zasadach pro 1¢katsky vyzkum zahrnujici lidské bytosti. Pacienti podepsali
pisemny informovany souhlas a byl jim pfedan stejnopis a ,,Pisemnd informace pro
ucastnika studie®. Oba dokumenty byly pfedem projednany a schvaleny Etickou komisi
Vseobecné fakultni nemocnice (VFN) v Praze. Pokud byl vyzkum provadén
ve spolupraci se zahrani¢nim pracovistém, vzdy soucasné spliioval podminky dané
lokalni etickou komisi.

Vhodni pacienti s geneticky podminénymi onemocnénimi sitnice byli zpocatku
vyhledévani v zaznamech O¢ni kliniky 1. LF UK a VFN v Praze za obdobi 2004-2014.
Po vytvofeni jejich seznamu byli kontaktovani s zadosti o vyplnéni komplexniho
dotazniku zaméfeného na rodinnou, osobni a o¢ni anamnézu, subjektivni klinické
projevy, geograficky pivod, véetné dat o ptivodu rodict a prarodicl, a po souhlasu byli
pozvani k podrobnému vysetfeni.

Poté¢ byly vypracovany webové stranky, prvni svého druhu v ceském jazyce,
informujici pacienty a odbornou zdravotnickou vetejnost o dédicnych onemocnénich
oka, moznostech jejich 1€cby a preventivnich opattenich.

Dale byly rozeslany dotazy obvodnim oftalmologlim s cilem zjistit vyskyt vzacnych
onemocnéni sitnice v Ceské republice, s informacemi o nové zfizenych webovych
strankdch a se Zadosti o pfredani informaci pacientim. V ramci dalSiho vzdélavani
odborné 1 laické vetejnosti probihaly edukativni pohovory a pfedndsky vcetné akci
Institutu postgradualniho vzdélavani ve zdravotnictvi, seminaitt O¢ni kliniky 1. LF UK
a VFN v Praze nebo prezentace na Gymnaziu pro zrakové postizené a Stiedni odborné
Skole pro zrakové postizené, Praha 5.

Pribézné byla sbirana data z predchazejicich o¢nich a celkovych vysetfeni i z dosud
provedenych vySetieni genetickych. Byla tedy pouzita kvantitativni vyzkumna strategie
sbéru dat formou analyzy, dotaznikového Setfeni, rozhovoru i standardizovaného

pozorovani.

Klinickeé vysetreni a genealogicky rozbor

U pacientt a rodinnych pfislusniki jsme provedli komplexni oftalmologické vySetfeni.

Nejlepsi korigovana zrakova ostrost (NKZO) byla zjiStovana pomoci nejbéznéjsich
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Snellenovych nebo Early Treatment of Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) optotypt
(Precision Vision, Woodstock, USA) vyjadiena v decimalnich nebo logaritmickych
hodnotach. Vidéni do blizka bylo testovano pomoci dvou typt Jégerovych tabulek
s rozsahem od nejmensiho k nejvétsimu textu 0,4—1,1 a 1-12. Kontrastni citlivost byla
zjistovana na Pelli-Robsonovych tabulkach (HS Clement Clarke International, Harlow,
Velka Britanie) a barvocit Lanthonyho desaturovanym panel D-15 testem (Good-Lite,
Elgin, USA), Ishiharovymi (Kanehara Trading, Tokio, Japonsko) a Hardy-Rand-Rittler
(HRR) pseudoizochromatickymi tabulkami (Richmond Products, Albuquerque, USA).

Zorné pole bylo hodnoceno pomoci statické automatické perimetrie (M-700, Medmont
International, Nunawading, Australie a Peristat 433, G. Rodenstock Instruments GmbH,
Ottobrunn-Riemerling, Némecko). Axidlni délka oka byla méfena pfistrojem
IOLMaster 500 (Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Némecko) a nitroo¢ni tlak metodou
bezkontaktni nebo aplanacni tonometrie. Pfedni segment oka byl pozorovan pomoci
Stérbinové lampy, nalez na fundu pii biomikroskopickém vySetfeni v mydridze byl
fotograficky zdokumentovan (FF 450 plus IR, Clarus 700 a Visucam 200, Carl Zeiss
Meditec AG). Vysetieni autofluorescence fundu vyuzivajici fluorescencni schopnosti
lipofuscinu ke znazornéni jeho distribuce a akumulace a k odliSeni poSkozeného RPE
a receptort sitnice jsme provadéli BluePeak modrym laserem (Spectralis, Heidelberg
Engineering GmbH, Heidelberg, Némecko) nebo pomoci modrého ¢i zeleného filtru
funduskamery (Clarus 700, Carl Zeiss Meditec AG).

Dalsi pouzivanou metodou byla SD-OCT pomoci pfistroji Spectralis (Heidelberg
Engineering GmbH), Spectral OCT/SLO (OTI Ophthalmic Technologies Inc., Toronto,
Kanada) nebo RTVue (Optovue, Inc., Fremont, USA) zobrazujici jednotlivé vrstvy
sitnice a cévnatky zejména v oblasti makuly a vrstvu nervovych vlaken sitnice (RNFL,
retinal nerve fiber layer) v kruhu o priméru 3,5-3,6 mm okolo tere zrakového nervu
s moznosti automatického ¢i manudlniho méfeni parametri uvedenych tkani. OCT
angiografie (OCT-A) (Spectralis OCT2, Heidelberg Engineering GmbH) umoznila
in vivo neinvazivni vizualizaci cévnich struktur v libovolné zvolené hloubce sitnice ¢i
cévnatky bez pouziti kontrastni latky. Pfistroj sniméd sekvenci objemovych skent
s vysokou hustotou a v mistech, kde jsou pfitomny cévy, se z divodu krevniho priatoku
informace na kazdém opakovaném skenu li§i. S vysokym rozliSenim je pak mozno
softwarové rekonstruovat cévni sit’ véetné nejjemnéjSich kapilar.

V piipad¢ potteby bylo doplnéno na spolupracujicim pracovisti (prof. Hana Langrova,

LF UK v Hradci Krélové) elektrofyziologické hodnoceni funkce sitnice klasickou
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zébleskovou a multifokdlni ERG (RETI-port/scan 21, Roland Consult GmbH,
Brandenburg, Némecko) podle standardi vypracovanych Mezindrodni spolecnosti pro
klinickou elektrofyziologii zraku (McCulloch DL. et al., 2015).

Rozsah cileného klinického vySetfeni zavisel na aktudlnim zdravotnim stavu
postizenych jedinci a pfislusnikii jejich rodin. Konkrétni metodika je uvedena
v jednotlivych publikacich.

Grafické zpracovani rodokmenu bylo provedeno pomoci softwaru HaploPainter
(http://haplopainter.sourceforge.net/) (Thiele H., Niirnberg P., 2005), pouzity byly
standardni symboly (Tabulka 2). Mendelovsky typ pfenosu byl odhadovan na zakladé
rodinné 1 osobni anamnézy a podrobného klinického vysetfeni. U sporadického vyskytu

onemocnéni byl zvazovan i vznik dominantné dédéné mutace de novo.

Tabulka 2. Zakladni symboly pouzivané v genealogickych schématech.

Symbol Vyznam
D O <> Nepostizeny muz, Zena a neznamé pohlavi
. . Muz a Zzena nesouci dany znak (onemocnéni)

|Z| @ Muz a Zena prenasedi
|:| O Muz a Zena probandi

Z@ Muz a Zena zemreli
D—O Nepokrevni vztah
DZO Pokrevni vztah

Dizygotni dvoj¢ata

fb Monozygotni dvojcata
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Molekularne geneticka analyza

Pacientim a jejich rodinnym pftislusnikim byly odebirany vzorky biologického
materidlu, nejcastéji 3—6 ml venodzni krve do EDTA zkumavek na izolaci genomové
DNA z leukocyti pomoci kitli Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen, Hilden, Némecko),
Nucleon BACC3 (GE Healthcare, Chicago, USA) ¢i systému FlexSTAR (AutoGen,
Holliston, USA) podle instrukei vyrobce, poptipadé vzorek slin na izolaci DNA z bunék
bukalni sliznice pomoci kitu Oragene OG-300 (DNA Genotek, Ottawa, Kanada).

K identifikaci mutaci jsme pouzili rtizné postupy na zaklad¢ piedpokladaného vztahu
mezi fenotypem a genotypem (Obr. 12). Po amplifikaci DNA polymerdzovou feté¢zovou
reakci (PCR) byly vzorky dale analyzovany, zpocatku v Laboratofi biologie a patologie
oka, pozd¢ji po restrukturalizaci pracovist¢ a zméné ndzvu v Laboratofi pro studium
vzacnych nemoci 1. LF UK nebo ve spoluprici se zahrani¢nimi pracovisti (skupina
Johna Neidhardta, Institute of Medical Molecular Genetics, University of Zurich,
Svycarsko; skupina prof. Alison J. Hardcastle, Institute of Ophthalmology, University
College London, Velka Britanie; skupina prof. Franse Cremerse, Department of Human
Genetics, Radboud University Nijmegen Medical Center, Nizozemsko a dalsi).

U onemocnéni podminénych jednim genem, pfi respektovani nejlepsiho poméru ceny
a vykonu metody, probihal screening €asto konven¢nim Sangerovym sekvenovanim
(ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, USA), stejna
metoda byla pouzita k ovéfeni pfitomnosti zvazované patogenni varianty detekované
jinou metodou a pro cileny screening u piibuznych prvniho stupné. U onemocnéni
zpisobenych mutacemi v mnoha genech nebo v genech extrémné dlouhych jsme
vyuzivali sekvenovani nové generace (také znamé jako masivni paralelni sekvenovani
mnoha fragment DNA), tedy panel genll nebo exomové sekvenovani, které jsme pro
ekonomickou vyhodnost odesilali do velkych servisnich laboratofi, které generovaly
tzv. ,,raw data“. Na naSem pracovisti pak probihalo jejich zpracovani v podob& anotace
DNA variant a komplexni bioinformatické vyhodnocenti jejich vlivu, poptipadé i funkéni
prukazy jejich patogenity, vzdy ve vztahu ke klinickému nalezu. Bioinformatika jako
multidisciplinarni obor kombinujici biologii a informacni technologie se pro obrovskou
produkci vystupnich dat s naslednou potiebou jejich tfidéni a analyzy stala nezbytnou
soucasti molekularné genetického vySetieni.

Konkrétn¢ pfi bioinformatickém zpracovani jsme po mapovani vSech ziskanych

sekvenci o délce 100 pard bazi na referenéni genom GRCh37 (hgl9) za pouziti
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napt. NovoalignCS (Novocraft, Selangor, Malaysia, http://www.novocraft.com/) nebo
Burrows-Wheeler Aligner (BWA, http://bio-bwa.sourceforge.net/) a upravé sadou
nastrojii SAMtools (http://www.htslib.org/) vizualizovali ziskana data programem
Integrative  Genomics  Viewer (http://software.broadinstitute.org/software/igv/).
Nasledovaly kroky k nalezeni vSech variant mapované DNA, urceni typu mutace,
ve které oblasti se nachéazi a pravdépodobnosti, Ze nejde o chybu. Poté jsme provadeéli
hodnoceni detekovanych variant na zaklad¢ prohleddni a srovnani jejich frekvenci
ve vefejné dostupnych referencnich databazich, napt. Genome Aggregation Database
(gnomAD, http://gnomad.broadinstitute.org/), Single Nucleotide Polymorphism
Database (dbSNP, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) a s ¢eskou populacné specifickou
databazi genomickych variant (NCLG, Narodni centrum Iékaiské genomiky,
https://ncmg.cz/).

Sekvenc¢ni varianty s nizkou populacni frekvenci (< 0,005) byly dale analyzovany
pomoci ruznych softwarovych ndastroji, napt. MutationTaster (http://www.
mutationtaster.org/), MutPred2 (http://mutpred.mutdb.org/), SNPs&GO (https://snps.
biofold.org/snps-and-go/), Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen2, http://genetics.
bwh.harvard.edu/pph2/), Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN, http://provean.
jevi.org/) ¢i Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT, https://sift.bii.a-star.edu.sg/). Tyto
predikéni programy se pouzivaji k predpovédi efektu ,,missense* mutaci, kdy po zadani
referen¢ni sekvence a aminokyselinové zdmény vyhodnoti patogenitu varianty. Kazdy
pracuje s jinym algoritmem a s ur¢itou mirou spolehlivosti. Vliv na sestfih byl posuzovan
algoritmy Human Splicing Finder (HSF, https://www.genomnis.com/access-hsf/),
NNSplice (https://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) a NetGene2 (http://www.cbs.
dtu.dk/services/NetGene2/). Nasledn¢ jsme sledovali segregaci varianty a s ni spojen¢ho
onemocnéni ve vySetfované roding.

Nomenklatura popisu variant vychazela z doporufeni Spolecnosti pro variace
v lidském genomu (Human Genome Variation Society, http://www.hgvs.org/),
s uvedenim referen¢ni sekvence nebo pozice varianty v konkrétni verzi lidského genomu
(den Dunnen JT. et al., 2016).

Postup shrnujici kroky vedouci k nalezeni patogenni mutace u pacientd s podezienim

na monogenné podminéné onemocnéni sitnice je uveden na Obr. 12.
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http://bio-bwa.sourceforge.net/

Klinicke priznaky naznacujici pfitomnost patogenni varianty v konkrétnim genu/genech

-/

l ANO l NE

Negativni
Sangerovo sekvenovani ]—>[ Exomové nebo genomove sekvenovani

I\
[ Varianta kodujici ¢asti nebo + 2 bp ] Intronova varianta
¥

2 2
Posun cteciho ramce (frameshift) Synonymni v blizkosti
| a vanik nového stopkodonu (nonsense)] [ s ] ] [ sestfihového mista J
p v A
Prohledani variant v databazich (gnomAD, interni databaze NCLG...)
Hodnoceni predikénimi programy (PolyPhen2, MutPred2, MutationTaster, SIFT, SNPs&GO...)
L a algoritmy posuzujicimivliv na sestfih (HSF, NNSplice, NetGene2)
v
-

v Segregace mutované alely v rodinach
v" SNP array k detekci variant poctu kopii
v Mezinarodni spoluprace a sdileni dat
v Funkéni testy k prukazu patogenity

Obr. 12. Algoritmus rlznych postupd pouzitych u pacientdl s podezienim na monogenné
podminé&né onemocnéni sitnice.
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5. VYSLEDKY

V ramci postgradudlniho studia jsme vyhledali, vySetiili a izolovali DNA od vice nez
800 pacientli a jejich rodinnych pfislusnikli. Ve formé publikacnich vystup jsme
provedli klinickou charakterizaci a identifikaci molekularn€é genetické pfiCiny
u 103 jedincii ze 76 rodin s riznymi dédi¢nymi dystrofiemi sitnice. U dalSich 31 pacienta
z 23 rodin s ur¢enou molekularné genetickou pticinou je publikace v pfipravé, nicméné
uvedena byla v rdmci konferencnich abstraktt v priloze ¢asopisu Acta Ophthalmologica
(Kousal B. et al., 2017).

Pti prosazovani o¢ni genetiky jako samostatného podoboru v oftalmologii jsme v roce
2014 zalozili a pribézn¢ rozsitfovali ¢innost Centra klinické o¢ni genetiky 1. LF UK
a VFN v Praze, které dispenzarizuje pacienty s monogenné dédicnymi onemocnénimi
oka a pfi hledani molekularné genetické pfi€iny jejich onemocnéni uzce spolupracuje
s Laboratofi pro studium vzacnych nemoci 1. LF UK (skupina doc. Petry Liskové¢). Od
roku 2018 také centrum spolupracuje se spole¢nosti Laboratore AGEL, ktera jako prvni
vCR zavedla diagnosticky panel genti podilejicich se na vzniku monogenné
podminénych onemocnéni oka (https://www.agellab.cz/).

Ucastnime se prace v Evropské referenéni siti pro vzacna onemocnéni oka (ERN-EYE,
https://www.ern-eye.eu/), ktera v soucasné dob¢ sdruzuje 29 poskytovateli zdravotnické
péée ze 13 evropskych zemi (Obr. 13). Z Ceské republiky se do ERN-EYE zapojila
pfedev§im diky Cinnosti nami zalozeného Centra klinické oc¢ni genetiky pouze Oc¢ni
klinitka 1. LF UK a VFN v Praze. Zapojeni ptredchazelo poskytnuti rozsahlé
dokumentace, posuzovala se odborna troven, pfistrojové a personalni zajisténi, Groven
spoluprace s pacientskymi organizacemi a dal$i kritéria. Hlavnim zamérem je podpora
vysoce kvalitni, komplexni a nakladové efektivni zdravotni péCe pro pacienty se
vzacnymi chorobami prostfednictvim uzké spoluprace specializovanych zdravotnickych
zafizeni v ramci celé Evropské unie. Od projektu ERN-EYE je ofekavan vyvoj novych
modeli péfe a nastrojii elektronického zdravotnictvi. NavySeni pocti pacienti
zapojenych do velkych klinickych studii pak podpoti vyzkum a ptispéje k vyvoji novych
1€kti. Lepsi vyuziti finan¢nich zdroji bude mit pozitivni vliv na udrZitelnost péce
narodnich zdravotnickych systémii.

Provozujeme a pribézn€ aktualizujeme vlastni internetovou doménu
https://ocnigenetika.lf1.cuni.cz/ s eduka¢nim obsahem o dédi¢nych onemocnénich oka

véetné¢ vyctu moznosti preimplantaéni diagnostiky, o kontroverzni preventivni

33



suplementaci vysokymi ddvkami vitaminu A a s nastinénim budoucich terapii. Webové

stranky jsme také sami graficky navrhli, naprogramovali a realizovali (Obr. 14).
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Obr. 13. Mapa poskytovatelll zdravotnické péce zafazenych do Evropské referenéni sité pro

vzacna onemocnéni oka (ERN-EYE).
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Obr. 14. Edukacni internetova doména https://ocnigenetika.lf1.cuni.cz/.
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5.1 Nesyndromova retinitis pigmentosa

Priloha 1. Klinické nalezy u €lenii ¢eské rodiny s retinitis pigmentosa podminénou

mutaci v ORF15 genu RPGR

Priloha 2. Severe retinal degeneration in women with a c.2543del mutation

in ORF15 of the RPGR gene

V literatufe se ndm podafilo u pacientd ¢eského piivodu zdokumentovat molekularné
genetickou pficinu onemocnéni u dvou rodin s X-vazanou formou retinitis pigmentosa.

V jedné velké rodin€¢ jsme identifikovali patogenni mutaci c¢.2426 2427del;
p.(Glu809Glyfs*25) v exonu ORF15 genu RPGR (referencni sekvence
NM 001034853.1). Analyzovali jsme klinické zdznamy za obdobi 13 let a podrobné
jsme vysetfili dva postizené bratrance ve véku 22 let, tii pienasecky a jednu Zenu, u které
nebyla mutace zjiSténa. U prvniho z vySetfenych muzi byla NKZO 0,63 oboustranné
s korekci na pravém oku —3,75 D =—2,00 cyl ax 15° a na levém oku —3,5 D =-2,00 cyl
ax 165°. Kontrastni citlivost a barvocit byly v normé, Seroslepost popiral. VySetfeni
fundu odhalilo ve stfedni periferii pfitomnost typickych shluki pigmentu ve tvaru
kostnich bunck. Zorné pole bylo oboustranné excentricky zuZeno se zachovanim
pfiblizné€ centralni tfetiny. ERG vySetfeni prokazalo sniZeni aktivity ty€inek na 10 %
normalnich hodnot, funkce ¢ipkt dosahovala 20 % normalnich hodnot. Druhy muZz
popsal téZkou Seroslepost, kterou pozoroval od 15 let v€ku. Jeho NKZO byla vpravo 0,3
s korekci —=7,0 D = —1,25 cyl ax 10° a vlevo 0,5 s korekci —6,0 D = —1,0 cyl ax 180°.
Zaznamenéna byla oboustranné snizena kontrastni citlivost a porucha barvocitu spolu se
zuzenim zorného pole az k 5°. Aktivita svétlo¢ivych bunck byla pfi klasickém ERG
vySetfeni jiz vyhasla, na multifokalni ERG byla vSak detekovatelna ¢ipkova aktivita
v centralni oblasti sitnice do 7° excentricity. VySetieni fundu prokézalo typické znamky
pokrogilé retinitis pigmentosa. Zadna z prenasedek netrpéla subjektivné Serosleposti, dvé
z nich mély snizenou NKZO na 0,5 a mén¢ alespon na jednom oku. Ani u jedné nebyly
zjistény shluky pigmentu ve tvaru kostnich bun€k nebo charakteristicky vzhled fundu
oznacovany jako tapetoidni (kovovy) reflex. U vSech oci ptenasecek byl ptitomen
astigmatismus vétsi nez 1,5 cyl (Ptiloha 1).

Dale jsme popsali fenotyp (Obr. 15) a provedli molekularné genetickou analyzu

u 18 ¢lent (9 Zen a 9 muzh) pétigeneracni rodiny s retinitis pigmentosa. Typické zndmky
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Obr. 15. Spektrum nalezl na o¢nim pozadi u dvou Zen a jednoho muze s retinitis pigmentosa

na podkladé mutace c.2543del v exonu ORF15 genu RPGR. Slozena barevna fotografie fundu
pravého oka 54leté zeny (A) a pravého oka 50leté zeny (B) s chorioretinalni degeneraci v makule
a periferii. Zvyraznéni bilych te€ek v hornim nasalnim kvadrantu sitnice pravého oka 50leté zeny
na snimku v bez€erveném svétle (C). Barevna fotografie fundu 19letého muze s relativné

zachovanou makulou (D) a shluky pigmentu ve stfedni periferii (E).

onemocnéni vykazovalo 5 muzi a 4 Zeny, viichni méli myopii a astigmatismus. Ctyii
zeny dle udaji ostatnich ¢lent rodiny osleply v pribehu Sesté nebo sedmé dekady Zivota,
pfi¢emZ u jedné z nich byl tento stav potvrzen oftalmologickym vySetienim. U vSech
Smuzli byly pfitomny pii vySetfeni o¢niho pozadi shluky pigmentu, myopie
a astigmatismus, tyto znamky byly zjistény také u jedné zeny, kterd méla v Sesté dekade
zivota pouze zbytky zorného pole na obou ocich. Tti dalsi Zeny trpély stiedni az t€zkou
myopii a myopickym astigmatismem bez ptitomnosti charakteristickych pigmentovych
depozit. Vzhledem k zavaznému postiZeni Zen i muzi v po sob€ jdoucich generacich byl
zprvu povazovan za nejpravdépodobnéj§i autozomdlné dominantni typ pienosu.
Nicméné tato hypotéza byla nakonec na zéklad¢ studia literatury piehodnocena

a provedeno bylo piimé sekvenovani exonu ORF15 genu RPGR (referen¢ni sekvence
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NM 001034853.1), kterym byla detekovana patogenni varianta c.2543del;
p-(Glu848Glyfs*241). Tato zména byla identifikovana i u jedné Zeny s refrak¢éni vadou
bez typickych znamek retinitis pigmentosa a dale u 34leté asymptomatické Zeny
s nekorigovanou zrakovou ostrosti 1,0 a normdlnim nalezem pfi o¢nim vySetieni.
Potvrdili jsme, Ze na rozdil od typického mirného klinického néalezu miize mutace

c.2543del vést u pienaSecek k uplné slepoté (Priloha 2).

5.2 Usheriv syndrom

Priloha 3. SD-OCT imaging as a valuable tool to support molecular genetic

diagnostics of Usher syndrome type 1

V ramci detailni klinické charakterizace a hledani molekuldrné genetické pticiny
Usherova syndromu jsme identifikovali 5 pacientli s Usherovym syndromem typu I
(Kousal B. et al., 2017). Na piipadu 4,75leté probandky jsme poukéazali, ze SD-OCT je
zvlasté u déti, které jest¢ nemohou podstoupit vySetfeni zorného pole, uziteCnym
nastrojem k posuzovani vlivu zjisténych mutaci na fenotypové projevy a miize nejenom
potvrdit diagnézu, ale slouzit i k monitoraci progrese onemocnéni. U této pacientky
s kongenitalni hluchotou a poruchou rovnovahy jsme konkrétné nasli v pozici trans
varianty ve dvou rdznych genech odpovédnych za vznik Usherova syndromu:
c.471-1G>T; p.(?) ac.4180C>T; p.(GIn1394*) v genu pro MYO7A4 (myosin VIIA,
referencni sekvence NM_000260.3) spojovany s vyskytem Usherova syndromu typu I
ac.11864G>A; p.(Trp3955*) a c.14074G>A; p.(Gly4692Arg) v USH2A (referen¢ni
sekvence NM 206933.2) spojovany s vyskytem Usherova syndromu typu II
(Obr. 16A—C). Zatimco tfi byly vyhodnoceny jako patogenni, u varianty c.14074G>A
v USH2A byly tdaje v literatufe a databazich kontroverzni. I pfes témét normalni nalez
na ocnim pozadi (Obr. 16D), bez typickych shluki pigmentu, jsme pomoci SD-OCT
zjistili jasné prokazatelny ubytek fotoreceptori v oblasti makuly (Obr. 16E), coz spolu
s poruchou rovnovahy a tézkou kongenitalni hluchotou, vyzadujici kochlarni implantaty,

potvrdilo diagn6zu Usherova syndromu typu I.
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I:1 1:2
MYO7A: ¢.[471-1G>T];[=] MYO7A: c.[4180C>T];[=]
USH2A: ¢.[11864G>A];[=] USH2A: ¢.[14074G>A];[=]

1:2 I:1

MYO7A: c.[471-1G>T];[4180C>T]
USH2A: c.[11864G>A];[14074G>A]

7 MYO?A cﬁ;l:lé;T:l.ﬁ-l?: : n./r?o}A: c.418C.)C:>'I;; p.;G\nl$94')
Obr. 16. Segregace vzacnych variant identifikovanych v genech asociovanych s Usherovym
syndromem ve studované rodiné a ocni ndlez u 4,75letého ditéte s Usherovym syndromem
typu I. Rodokmen rodiny (A), sekvenéni chromatogramy novych mutaci spojenych s Usherovym
syndromem typu | c.471-1G>T (B) a ¢.4180C>T (C) v MYO7A. Barevna fotografie fundu pravého
oka ukazuje jeden shluk pigmentu (oznacen Sipkou) a zrnéni retinalniho pigmentového epitelu
ve stfedni periferii sitnice (D). SD-OCT zobrazuje ztenceni sitnice a cévnatky, Sipky vymezuji

oblast neporusenych fotoreceptoru (E).

5.3 Danonova choroba

Piiloha 4. Pigmentary retinopathy can indicate the presence of pathogenic LAMP2

variants even in somatic mosaic carriers with no additional signs of Danon disease

Jako dalsi ptiklad syndromové retinitis pigmentosa jsme popsali o¢ni fenotyp
Danonovy choroby u 10 pacientti (3 postizeni muzi, 7 postizenych heterozygotnich zen)
ze 7 rodin s jiz dfive publikovanymi mutacemi v genu LAMP2 (Majer F. et al., 2012,
2014, 2018). Kromé¢ toho jsme uvedli také nalez u asymptomatické Zeny se somatickym
mozaicismem na podklad¢ de novo vzniklé mutace v genu LAMP2. U vSech 10 pacientli
s Danonovou nemoci byla pfitomna abnormdlni distribuce pigmentu v sitnici
s korespondujicimi oblastmi hyper a hypoautofluorescence (Obr. 17). Pomoci SD-OCT
jsme nalezli loziskové preruseni linie RPE, chybéni a zmény ve vrstvé fotoreceptort.

Zavaznost nalezu na sitnici se obecn¢ zvysovala s vékem. Patologicky nalez na sitnici
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byl zjistén u vSech Zen, avSak v porovnani s muzi podobného véku bylo jejich postizeni
mén¢ zavazné. U asymptomatické Zeny se somatickym mozaicismem byl

biomikroskopicky nalez na fundu (Obr. 18A—C) i vySetieni SD-OCT (Obr. 18E, F)

bilateralné v normé, nicméné autofluorescence fundu levého oka vykazovala loziskovou

poruchu distribuce (Obr. 18D).

Obr. 17. Oc¢ni fenotyp a staticka perimetrie u muzi s Danonovou chorobou. Barevna fotografie
oc¢niho pozadi (levy sloupec), detail periferie sitnice (levy prostfedni sloupec), autofluorescence
fundu (pravy prostfedni sloupec) a 50° zorného pole (pravy sloupec) pravého oka 17letého (A),
18letého (B) a 35letého (C) pacienta. V nalezech je pigmentova retinopatie pfitomna zejména
v periferii sitnice, autofluorescence fundu s oblastmi hyper a hypoautofluorescence koresponduje

se zménami retinalniho pigmentového epitelu a citlivost zorného pole je difuzné snizena.
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Obr. 18. O¢ni nalez u 45leté asymptomatické Zeny se somatickym mozaicismem patogenni
varianty genu LAMP2. Normalni nalez na barevné fotografii o€niho pozadi pravého (A) a levého
(C) oka. Autofluorescence fundu pravého (B) a levého (D) oka ukazuje jen jedno
hyperautofluorescentni loZisko pravého oka (oznaeno Sipkou), abnormalni distribuci
autofluorescence levého oka s ¢etnymi hypoautofluorescentnimi (oznaeny hvézdi¢kami) a
nékolika hyperautofluorescentnimi (oznaceny Sipkami) teCkovitymi loZisky. SD-OCT pravého (E)
a levého (F) oka s oblasti korespondujici s hyperautofluorescentnim loZiskem (oznadena
hvézdi¢kou). Normalni odpovédi pfi klasické ERG pravého (G — skotopické), (H — fotopické),
(K — strukturované) a levého (I — skotopické), (J — fotopické), (M — strukturované) oka a snizeni

odpovédi pravého (L) a levého (N) oka pfi multifokalni ERG.
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5.4 Stargardtova choroba

Piiloha 5. Molekulirné geneticka pri¢ina a klinické nalezy u dvou probandi

se Stargardtovou chorobou

Piiloha 6. Resolving the dark matter of ABCA4 for 1054 Stargardt disease

probands through integrated genomics and transcriptomics

V roce 2014 jsme podali prvni popis Stargardtovy choroby a jeji molekularné
genetické pficiny u pacientll ¢eského ptivodu. U prvniho probanda, 391letého muze, byla
NKZO obou o¢i 0,1, druhy proband, 26lety muz, mél zrakovou ostrost 0,05. Klinické
vySetteni prokazalo typicky nalez atrofie makuly s pfitomnosti Zlutavych skvrn na oénim
pozadi (Obr. 19A, B). Autofluorescence fundu vykazovala poruchu distribuce.
V oblastech atrofie RPE zcela chybéla, zatimco v jejich okoli jsme pozorovali
nepravidelné zrnitou autofluorescenci. Naopak v mistech hromadéni lipofuscinovych
depozit byla autofluorescence zvySena (Obr. 19C, D). VySetfeni SD-OCT odhalilo
oboustranné chybéni linie elipsoidi vnitinich segmentli fotoreceptord, ztenceni
neuroretiny a nepravidelnosti RPE (Obr. 19E-H). V souladu s autozomaln¢ recesivnim
typem pfenosu byla rodinnd anamnéza pro Stargardtovu chorobu v obou piipadech
negativni. Molekularn€ genetickym vySetfenim bylo zjiSténo, Ze prvni proband je
nositelem mutace ¢.4234C>T; p.(GIn1412*) v exonu 28 a ¢.5882G>A; p.(Gly1961Glu)
v exonu 42 genu ABCA4 (referen¢ni sekvence NM_000350.2). U druhého probanda byla
detekovana pouze jedna znama patogenni mutace c.1988G>A; p.(Trp663*) v exonu 14.

V rozsahlé mezinarodni studii, které jsme se Uc€astnili spolu s védci z dalSich 20 zemi
z celého svéta, byly identifikovany doposud neodhalitelné pficinné mutace v genu
ABCA4 u 448 jedinct se Stargardtovou chorobou, z toho 56 probandii bylo vySetieno
v rdmci naseho Centra klinické ocni genetiky a jejich DNA izolovana v Laboratofi pro
studium vzacnych nemoci Kliniky pediatrie a dédi€nych poruch metabolismu 1. LF UK
a VFN v Praze. PouZita byla ndkladové efektivni metoda zaloZena na sekvenovani celého
genu ABCA4 sestavajiciho ze 128 313 parti bazi pomoci molekulérnich inverznich sond.
Poloautomatickym postupem probéhlo testovani vice nez 1000 probanda se
Stargardtovou chorobou a podobnymi makulopatiemi na pfitomnost pfi¢innych mutaci.
Nalezeno bylo kromé mutaci v kodujicich tGsecich 1 105 kauzalnich mutaci, které se

nachazeji v intronech genu ABCA4, coz vedlo k naruseni sestithu mRNA a vzniku
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Obr. 19. Klinicky nalez 26letého probanda se Stargardtovou chorobou. Barevna fotografie fundu

dokumentujici atrofii neuroretiny a retinalniho pigmentového epitelu v makule pravého (A)
alevého (B) oka s malymi Zlutobilymi loZisky v periferii. Chybéni autofluorescence makuly
pravého (C) a levého (D) oka s loziskovym zvySenim autofluorescence fundu v mistech
hromadéni lipofuscinu. SD-OCT makuly pravého (E) a levého (F) oka prokazujici ztenceni
neuroretiny, absenci linie elipsoid( vnitfnich segmentl fotoreceptorli a atrofii retinalniho
pigmentového epitelu. Hyperreflektivni loziska rozdélena na typ 1 (G) a typ 2 (H) podle hloubky

uloZeni v sitnici (ozna¢ena Sipkami) a odpovidajici Zlutobilym skvrnam na SD-OCT levého oka.
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nefunkéniho proteinu ABCA4. Celkové byly tyto doposud neodhalitelné mutace
nalezeny u 27 % ze 448 ptipadil, coz ukazuje na jejich vysoky podil u Stargardtovy
choroby (Obr. 20). Sangerovo ovéfovani pfitomnosti patogennich mutaci a jejich
segregace v Ceskych rodinach pak probéhlo opét v Laboratoii pro studium vzacnych
nemoci. Do souboru byl zavzat i proband 2 publikovany v roce 2014, a byl tak dofesen
nalezem druhé patogenni mutace ¢.3377T>C; p.(Leul 126Pro) v pozici trans. V ramci

studie se zaroven podafilo vyvinout test s nizkymi ndklady na sekvenovani.

Mutace v genu ABCA4 u pacientu se Stargardtovou chorobou

Delece Hluboke intronove varianty
] 4%  23% :
- . c.4539+2001G>A
€.4253+43G>A L2s ] N ! €.4539+2028C>T
T B €.4539+2064C>T
c.4352+61G>A l [31]
| - F—cas3a47a1056
~ [B&] c.5196+1056A>G
0= - €.5196+1137G>A
. Ostatni 6148-84A>T i
. = > s m
mutace dﬂ 3
‘-._ﬁc.5283-?SG>T
[ 46 |
T 50

ABCA4 448 pfipadi ABCA4

Obr. 20. Identifikace doposud neodhalitelnych pfi¢innych mutaci v genu ABCA4 u 448 jedincl

se Stargardtovou chorobou pomoci metod genomiky a transkriptomiky.

5.5 Zavazné dystrofie sitnice s casnou manifestaci

Priloha 7. Phenotypic features of CRBI-associated early-onset severe retinal
dystrophy and the different molecular approaches to identifying

the disease-causing variants

Priloha 8. Review of SRD5A43 disease-causing sequence variants and ocular
findings in steroid Sa-reductase type 3 congenital disorder of glycosylation,

and a detailed new case

N&s vyzkum rozsifil spektrum patogennich mutaci v genu CRBI (crumbs 1, cell
polarity complex component) asociovanych se zavaznymi dystrofiemi sitnice s ¢asnou
manifestaci a zdiiraznil vyznam detailniho klinického popisu pro interpretaci genetickych

dat. Primérny vék détskych pacientl v dobé vySetieni byl 6,8 let (rozpéti 5,5-8,5 let).
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Identifikovali jsme tfi pacientky ¢eského piivodu s mutacemi v genu CRBI. Znamky
onemocnéni byly u vSech tfi probandek poprvé popsany pred 7 rokem véku. U dvou
probandek byly ve veéku 6 a 7 let zjiStény numuldrni shluky pigmentu v periferii sitnice
(Obr. 21A, C, D, F) a pomoci SD-OCT cystoidni prazdné prostory v makulach obou o¢i
(Obr. 21J, L). U tfeti probandky byly ve véku 28 let dokumentovany shluky pigmentu
tvaru kostnich bunék (Obr. 21B, E), zvySeni tloustky vrstvy nervovych vlaken a ztlusténi

sitnice okolo fovey (Obr. 21K). U vsech tii jedinct byla detekovana pfi¢innd mutace

Obr. 21. Zavazna dystrofie sitnice s ¢asnou manifestaci u tfi probandek s mutaci v genu CRB1.

Barevna fotografie fundu pravého oka s numularnimi shluky pigmentu u probandky 1 ve véku
6 let (A), numularnimi pigmentacemi a shluky pigmentu tvaru kostnich bunék u probandky 2
ve véku 28 let (B) a zménami retinalniho pigmentového epitelu u probandky 3 ve véku 7 let (C).
Detail pigmentovych depozit v periferii sitnice u probandky 1 (D), 2 (E) a 3 (F). SniZeni intenzity
autofluorescence fundu u vSech tfi jedincd, s izolovanymi hyperautofluorescentnimi te€kami ve
stfedni periferii u probandky 1 (G), nepravidelnou skvrnitou autofluorescenci z didvodu zmén
retinalniho pigmentového epitelu u probandky 2 (H) a relativné zachovanym retinalnim
pigmentovym epitelem podél cévnich arkad a v makule u probandky 3 (I). SD-OCT
dokumentovala intraretinalni cystoidni prostory, ztlusténi sitnice okolo fovey a ztratu stratifikace
sitnice u probandky 1 (J), disrupci zény elipsoidd vnitfnich segmentu fotoreceptoru, ztratu zevni
limitujici membrany a stratifikace sitnice a atrofii retinalniho pigmentového epitelu u probandky 2

(K) a intraretinalni cystoidni prostory u probandky 3 (L).
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c.2843G>A; p.(Cys948Tyr) v genu CRBI (referen¢ni sekvence NM_201253.2). U jedné
probandky byla tato mutace v homozygotni konstituci. U dalSich dvou probandek byly
nalezeny jesté nové mutace c.2308G>A; p.(Gly770Ser) a ¢.3121A>G; p.(Met1041Val)
v heterozygotnim stavu. K detekci variant zpisobujicich onemocnéni jsme pouzili tfi
ruzné piistupy zahrnujici exomové sekvenovani, genotypovaci mikroCip a metodu
piimého sekvenovani kandidatniho genu (Ptiloha 7).

U 12leté divky jsme poukazali na vyskyt zavazné dystrofie sitnice s Casnou manifestaci
u dédicné poruchy glykosylace (CDG, congenital disorder of glycosylation) typu Iq
zapticinéné novou homozygotni mutaci ¢.436G>A; p.(Glul46Lys) v genu SRD5A3
(steroid Sa-reductase type 3, referencni sekvence NM 024592.4) (SRD5A3-CDG,
OMIM #612379). Souhrnem oc¢nich nalezi vSech dosud popsanych pacientl v literatuie
jsme konstatovali, ze dystrofie sitnice je u tohoto onemocnéni ziejmé¢ konstantnim
znakem. U nami vySetfené pacientky byl ve véku 13 mésicii diagnostikovan kongenitalni
nystagmus a bilateralni neuropatie optiku. VySetteni SD-OCT a autofluorescence fundu
(Obr. 22C—F), provedené ve veku 12 let, dale ukazala jasné znamky dystrofie sitnice,
kterd nebyla az do naseho detailniho o¢niho vySetfovani rozpoznana. NKZO byla snizena
na 0,15 na pravém oku a 0,16 na levém oku, na obou ocich byl pfitomen slozeny
myopicky astigmatismus. U probandky byly také bilaterdlné¢ nalezeny driizy papil
zrakovych nervl (Obr. 22A, B, F), které nebyly u tohoto syndromu diive pozorovany.

V ramci prace jsme dale provedli souhrn vSech dosud publikovanych patogennich
mutaci. Celkem jich bylo zjisténo 15 ve 25 riznych rodinach, véetné nasi studie

(Ptiloha 8).

5.6 Achromatopsie

Piiloha 9. Molekularné geneticka pri¢ina achromatopsie u dvou pacientii ceského

pivodu

Poprvé jsme u dvou pacientt ceského pivodu s klinickou diagnézou ¢i podezienim na
achromatopsii provedli detekci kauzélnich mutaci. Bylo zjiSténo, ze proband 1 je
nositelem slozené heterozygotni mutace c¢.819 826del; p.(Arg274Valfs*13)
a c.1006G>T; p.(Glu336*) vgenu CNGB3 (referencni sekvence NM 019098.4)
a proband 2 je homozygotem pro mutaci c.1148del; p.(Thr3831lefs*13) opét v genu
CNGB3, ve kterém se u pacientd evropského piivodu nejcastéji nachdzeji mutace

asociované se vznikem achromatopsie.

45



v genu SRD5A3. Fotografie fundu pravého (A) a levého (B) oka zobrazuji jemné zrnéni

retinalniho pigmentového epitelu v periferii sitnice, bledou papilu zrakového nervu a malé
povrchové druzy na jeho okraji (oznaceny Sipkou). SD-OCT makuly pravého (C) a levého (D)
oka se ztratou zevnich vrstev sitnice periferné od makuly a relativnim zachovanim centra sitnice
(vymezeno bilymi Sipkami). Hvézdi¢ky oznadluji ztratu gangliovych bunék sitnice. Horizontalni
sken SD-OCT papilou pravého oka (E) dokumentuje Sikmy prostup cév a nervovych vlaken.
Autofluorescence fundu pravého oka (F) zobrazuje hyperautofluorescentni krouzek kolem
makuly (ohrani€eny trojuhelniky) a malou povrchovou druzu na okraji papily zrakového nervu

(oznagena Sipkou). Kvalita zobrazeni sitnice byla omezena obtiznou spolupraci a nystagmem.

NKZO byla u probanda 1 ve véku 19 let oboustranné 0,1 a u probanda 2 ve véku 8 let
na pravém oku 0,05 a na levém oku 0,1. Klinicky se achromatopsie projevila u obou
postizenych jedincti svétloplachosti, nizkou zrakovou ostrosti, poruchou barvocitu

a nystagmem. Biomikroskopicky nalez na sitnici byl u obou probandii normalni
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(Obr. 23A), avsak vySetteni pomoci SD-OCT (Obr. 23D, E) prokdzalo mirné

oboustranné symetrické strukturdlni zmény ve fovee.

S M 28 0 R A

Obr. 23. Klinicky nalez dvou probandll s achromatopsii. Barevna fotografie fundu pravého oka
(A), autofluorescence fundu pravého oka (B), staticka perimetrie pravého a levého oka (C),
SD-OCT levého oka 19letého jedince (D). SD-OCT levého oka 8letého jedince (E).
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6. DISKUZE

Geneticky podminénd onemocnéni sitnice jsou vysoce heterogenni skupinou chorob,
jejichz presna diagnostika je i pfes zdokonalujici se zobrazovaci techniky obtizna.
Moznost stanoveni diagndzy na trovni genu a klinické testovani novych cilenych terapii
u dédicnych dystrofii sitnice umoznily vznik geneticky zaméfené klinické péce
v oftalmologii. V Ceské republice ani v dal$ich zemich stiedni a vychodni Evropy nebyla
tato onemocnéni dosud predmétem systematického vyzkumu. Pocet pacienttli, spektrum
jejich klinického postizeni ani molekularné genetické pfi¢iny nebyly tedy znamy.
Neexistovala zddna doporuceni pro odborné Iékafe ani srozumitelné informace pro
pacienty v ¢eském jazyce.

Zalozenim Centra klinické o¢ni genetiky 1. LF UK a VFN v Praze byla v roce 2014
vyplnéna v Ceské republice odborné dosud nepokrytd oblast a vzacna geneticky
podminéna onemocnéni oka zacala byt pfedmétem systematického sledovani. Centrum
splituje velmi narocna kritéria péce, coz bylo jednim z divodl zafazeni Oc¢ni kliniky
1. LF UK a VFN v Praze v roce 2016 do ERN-EYE. Postupné bylo u fady pacientt
provedeno genetické testovani, zpo€atku pouze na vyzkumné béazi, v roce 2017 byl
sestaven panel zndmych genii zplsobujicich onemocnéni oka a nastaveny podminky
uhrahy zdravotnimi pojistovnami. Tim se vyznamné zvySila vytéZnost genetického
testovani a Ceska republika se v oblasti o&ni genetiky zatadila do skupiny vyspélych
stat, které¢ povazuji diagnostiku na urovni geni za soucast standardniho vySetfovaciho
postupu. Zavedeni molekularné genetického testovani do klinické o¢ni praxe nejenze
vyrazné napomohlo upfesnéni diagndézy u tady ceskych pacientl, ale také vedlo

k lepSimu porozuméni mechanismu nemoci.

6.1 Prohloubeni poznatkii o fenotypu a korelace s genotypem

Nase studie dokumentovala intrafamiliarni fenotypovou variabilitu u stejné starych
pacientl s retinitis pigmentosa vzniklé na podkladé¢ mutaci v genu RPGR. Pfitomnost
stfedni nebo téZké myopie kombinované s astigmatismem u muZzu s retinitis pigmentosa,
stejn¢ jako refrakéni vady u piibuznych zen, mohou byt asociovany s X vadzanou
dédicnosti (Kousal B. et al., 2013). Soucasn¢ naSe nalezy poukézaly na variabilitu
projevil u prenaSecek, které mohou byt postizeny stejné zavazné jako muzi (Kousal B.

et al., 2014).
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Ptipomnéli jsme, ze spravné vyhodnoceni klinickych znamek Casto asociovanych
s nesyndromovou retinitis pigmentosa vdzanou na chromozom X a vyhodnoceni
rodokmenu pii absenci pfenosu z muze na muze napomaha snizit procento zameny
s autozomaln¢ dominantnim typem dédicnosti. Znalost typu pfenosu miize byt pro urceni
molekuldrn€¢ genetické pfiCiny retinitis pigmentosa zasadni, nebot ani metody
sekvenovani nové generace nejsou schopny detekovat mutace v ORF15 pro nizky stupen
variability jeho sekvence (Kousal B. et al., 2013, 2014).

U 4,75leté pacientky s podezienim na Ushertiv syndrom, nicméné zatim bez typickych
shlukli pigmentu na sitnici, jsme poukdazali na uziteCnost vysetieni pomoci SD-OCT. Na
rozdil od vysetieni zorného pole, které je u malych déti bud’ zcela neproveditelné nebo
krajn€¢ nespolehlivé, poskytuje SD-OCT objektivni nalez. O¢ni vySetfeni tak znacné
napomohlo urcit definitivni klinickou diagnoézu a rozhodnout, které mutace 1ze u dané
pacientky povaZovat za patogenni (Kremlikova Pourova R. et al., 2018).

Provedli jsme popis o¢niho nélezu u dosud nejvétsi publikované kohorty pacientt
trpicich Danonovou chorobou a zdlraznili uzitecnost podrobného oftalmologického
vySetfeni a zobrazovacich metod pfi identifikaci pfenasect variant genu LAMP2, véetné
jedincii se somatickym mozaicismem. Prokazali jsme, Ze pigmentova retinopatie spojena
s Danonovou chorobou je snadno rozpoznatelnd pii zobrazeni autofluorescence fundu
u vSech postiZzenych jedinct, stejné tak byly detekovatelné zmény pomoci SD-OCT
s vysokym rozliSenim 1 pfi normalnim nalezu na ofnim pozadi. Nov€ jsme popsali
fokalné zvysené signaly ve vnéjsi jaderné vrstve, ktera histologicky odpovida jadrim
fotoreceptort, jejich podstata vSak nebyla dosud pIn€ objasnéna (Kousal B. et al., 2020).
Predpoklada se, Ze na bunécné trovni je postizeni sitnice nasledkem akumulace zbytkt
zevnich segment fotoreceptorti, nefunkcnich mitochondrii a nedegradovatelného
lipofuscinu v lysozomech bunék RPE (Thompson DA. et al., 2016). U asymptomatické
pfenasecky Danonovy choroby se somatickym mozaicismem jsme detekovali drobné
abnormality sitnice pii vySetfeni autofluorescence sitnice a konstatovali, zZe tato metoda
je jednoducha a rychla pii vyhledavani potencialnich nositel patogennich variant v genu
LAMP?2 (Kousal B. et al., 2020).

Poprvé jsme u Ceskych pacienti popsali mutace zodpovédné za vznik Stargardtovy
choroby. Zaroven jsme poskytli souhrn praktickych poznatkli plynoucich z muta¢ni
analyzy genu ABCA4 pomoci ve své dobé dostupnych metod a poukazali na nékteré
problematické aspekty spojené se screeningem tohoto genu (Kousal B. et al., 2014).

NemozZznost nalézt jednu nebo ob& patogenni sekvencni varianty byla u této choroby za
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pouziti dosud aplikovanych metod doneddvna Castym jevem (Khan M. et al., 2020).
V soucasné dobé¢ se pii zjiStovani mutaci nejCastéji pouziva technologie sekvenovani
nové generace, provadi se screening panelu retindlnich genti obsahujiciho i gen ABCA4
(Carrigan M. et al., 2016; Sciezynska A. et al., 2016). Revoluéni piistup piedstavuje
pouziti molekularnich inverznich sond (Khan M. et al., 2019). Prostfednictvim rozsahlé
mezinarodni spolupréce jsme se podileli na detekci dosud neodhalitelnych mutaci v genu
ABCA4 vyuzivajici tuto novou metodu. Proveden byl screening jak kodujicich, tak
i nekodujicich ¢asti tohoto genu. Detekovana byla fada hlubokych intronovych mutaci,
které narusuji splicing genu ABCA4 (Khan M. et al., 2020).

U ceskych pacientd se zavaznou retinalni dystrofii s Casnou manifestaci jsme
identifikovali mutace v genu CRBI, jedna probandka méla homozygotni konstituci
znam¢é mutace c¢.2843G>A, ostatni dvé probandky byly slozené heterozygotky
s kombinaci s dosud nepopsanymi novymi mutacemi (Kousal B. et al., 2016). Data
z ostatnich evropskych populaci ukazuji, Ze mutace ¢.2843G>A je nejcastcjsi variantou
genu CRBI zpusobujici onemocnéni sitnice (Bujakowska K. et al., 2012). K urceni
molekularni pfiiny choroby se z hlediska rychlosti a ndkladové efektivity ukazalo byt
nejpiinosnéjsi exomove sekvenovani. Ackoliv u dystrofii sitnice neexistuje jednoznacna
korelace genotypu a fenotypu, mohou nékteré klinické piiznaky svédcit pro pfitomnost
mutace v genu CRBI (Jacobson SG. et al., 2003). Upozornili jsme zejména na zmény
uspofadani vrstev sitnice a zvétSeni tloustky RNFL, které nebylo pozorovano u jinych
genil zpusobujicich zavaznou dystrofii sitnice s Casnou manifestaci. Proto povazujeme
za nezbytné zaradit méfeni tloustky RNFL mezi prvni kroky diagnostického postupu
u vSech pacientll se zavaznou retinalni dystrofii s asnou manifestaci (Kousal B. et al.,
2016).

Detailn€ jsme popsali o¢ni néalez u pacientky s SRD5A3-CDG na podkladé nové
homozygotni mutace v genu SRD5A43 a podali tak dalsi ditkkaz, Ze dystrofii sitnice lze
povazovat za jeden ze znaki tohoto onemocnéni (Kousal B. et al., 2019). Vyskyt zavazné
dystrofie sitnice s ¢asnou manifestaci u pacienti s SRD5SA3-CDG byl popsan teprve
neddvno (Al-Sarraj Y. et al., 2014; Taylor RL. et al., 2017; Gupta N. et al., 2018; Khan
AO., 2018), a to z né€kolika divodli. Nystagmus a sniZzena zrakova ostrost byly
pfipisovany bledé papile zrakového nervu jako nasledku jeho hypoplazie ¢i atrofie
(Taylor RL. et al., 2017). SRD5A3-CDG je zavazné metabolické onemocnéni projevujici
se kromé ocnich symptomu svalovou hypotonii, opozdénim vyvoje, cerebelarni ataxii

(Cantagrel V. et al., 2010; Taylor RL. et al., 2017). Z diivodu obtizné spoluprace Casto
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nebyva o¢ni vySetfeni komplexni (Kahrizi K. et al., 2009; Wheeler PG. et al., 2016),
pacient obvykle neni schopen absolvovat perimetrii nebo ERG a v Casnych stadiich
nemusi byt pigmentové zmény sitnice zfetelné. Pfipomnéli jsme, Ze v téchto pripadech
pfinasi opét cenné informace neinvazivni vySetieni pomoci SD-OCT a autofluorescence
fundu (Taylor RL. et al., 2017; Khan AO., 2018; Kousal B. et al., 2019). Soucasn¢ jsme
jako prvni u syndromu SRD5A3-CDG informovali o nélezu driz zrakového nervu, ktery
dosud nebyl pozorovan (Kousal B. et al., 2019).

Detekce kauzalnich mutaci u achromatopsie byla u pacientii ¢eského pivodu také
provedena poprvé. Screeningem nejcastéjSich patogennich variant nalezenych jiz diive
u pacientt z jinych evropskych zemi jsme nalezli ob& patogenni varianty pouze u dvou
probandt z 11 vysetienych (18 %), coz oproti o¢ekavanym 42 % (Mayer AK. et al., 2017)
naznacuje, ze u ceskych pacientt je spektrum a frekvence kauzalnich mutaci jiné. Toto
zjisténi v§ak mohlo byt zkresleno malym souborem pacientil. V raném détstvi ¢asto nelze
provést nezbytna objektivni a subjektivni vysetieni, proto stanoveni diagndzy na trovni

genu je u achromatopsie velmi piinosné (Hlavata L. et al., 2019).

6.2 Prinosy molekularné genetického vysetieni onemocnéni sitnice z preventivniho

hlediska

Genetické testovani ma pro fadu pacientli s dédiénym onemocnénim sitnice pozitivni
piinos. Pfi sprdvném provedeni a interpretaci napomahd ke zptesnéni ¢i potvrzeni
diagnozy, urceni typu dédi¢nosti, k lepSimu odhadu prognézy vyvoje onemocnéni ¢i
stanoveni 1écebného planu (Liskova P., Kousal B., 2015).

Ziskané poznatky jsou aktivné vyuzivany v klinickém a genetickém poradenstvi
v ramci primarni a sekundarni genetické prevence, vhodni pacienti mohou jiz nyni
podstoupit napf. preimplantacni diagnostiku. V budoucnosti bude pravdépobné mozné
indikovat tfadu pacientl 1 k cilenym terapiim (napt. genové) jesté piedtim, nez dojde
k nevratnému posSkozeni sitnice.

Vzhledem k tomu, Ze postiZeni sitnice mize byt jedinym piiznakem Zivot ohroZzujiciho
stavu, jakym je 1 Danonova choroba, je provedeni molekularné genetického vysetieni

odtvodnitelné u vétsiny jedincl s pigmentovou retinopatii.
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6.2.1 Casna diagnéza

Mezi velké piinosy identifikace patogennich mutaci u pacientd s geneticky
podminénymi chorobami oka patii ¢asné stanoveni diagnozy, a tim i zkraceni Casto
naro¢ného diagnostického procesu spolu s redukci nakladti, nebot umoziuje cilené
naplanovani vysetfovacich procedur, vynechana jsou pak zbytecna vySetfeni, ktera
nepfinaseji v diagnostice nic nového (Kumaran N. et al., 2017).

Zv1asté u zavaznych onemocnéni sitnice u déti mohou byt ocni projevy prvni znamkou
syndromového onemocnéni, jehoz prubéh lze nékdy ovlivnit pomoci preventivnich
opatteni, jako napft. u Joubertova syndromu, kdy je udrzovani rovnovahy mezi piijmem
a vydejem tekutin a elektrolytti a ochranou pted nefrotoxickymi latkami dtlezité pro
zabranéni Casné vzniklého rendlniho selhani (Bachmann-Gagescu R. et al., 2020).
V ptipadech, ze progresi onemocnéni neni mozno ovlivnit, napf. u neuronalnich
ceroidnich lipofuscindz, lze alesponl pacienta usSetfit dalSiho zbyte¢ného zdlouhavého
vySetfovaciho procesu a koncentraci péée do center, ktera maji s t€émito vzacnymi
chorobami zkusenosti, podavat podptrnou 1é¢bu, véetné psychoterapie (Kohlschiitter A.
etal., 2019).

U détskych pacientli s Usherovym syndromem, ktefi nemaji jest¢ patrny zndmky
onemocnéni sitnice, je Casnd diagnostika na Grovni genu divodem pro¢ zavadét
bilateraln€ kochlearni implantaty, nebot’ po ztraté zraku jsou odkazani na sluchové vjemy

a nemohou znakovat (Jatana KR. et al., 2013)

6.2.2 Upresnéni prenosu onemocnéni v rodiné a jeho ovlivnéni

Genetické testovani vede k identifikaci ¢lent rodiny rizikovych pro vznik urcitého
onemocnéni a miZe sniZit opakovany vyskyt nemoci v rodinach (Kousal B. et al., 2014;
Dudakova L. et al., 2016). Postizeni jedinci maji moznost vyhledat prekoncepéni
poradenstvi, jehoz cilem jako ndastroje primarni prevence je snizit riziko narozeni
postizeného potomka jeSté pied planovanou graviditou. Nezbytnd je soucinnost
odbornych Iékaii v rdmci mezioborové spoluprace. Pokud ma onemocnéni vice
rodinnych pfislusnikli, je mozno odhadnout riziko dalSiho vyskytu na zakladé

Mendelovych zdkon dédi¢nosti. Nicmén€ vzhledem k variabilité¢ nalezli, nékdy
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pozorované inkompletni penetranci nebo pseudodominanci mtize byt odhad dédi¢nosti
pouze podle genealogického rozboru nepfesny.

Genetické testovani miize byt obzvlasté dalezité u jedinct, ktefi nemaji v Sirokém
pribuzenstvu zadného dalSiho stejné¢ postizené¢ho rodinného piislusnika. Je tieba totiz
vyvratit Casto tradovany mytus, ze riziko pfenosu na dalsi generace je v tomto piipadé
z4dné ¢1 minimalni. I kdyz jde o tzv. sporadicky vyskyt, pacient mize byt nositelem
de novo mutace pro autozomalné¢ dominantni onemocnéni a riziko pfenosu nemoci na
potomstvo je potom 50%.

Pokud se vSak podaii urcit pfi¢inu onemocnéni na trovni genu, lze riziko pfenosu
nemoci na dalsi generace upfesnit. Je-li vysoké, tj. minimalné¢ 25% u autozomalné
recesivnich onemocnéni, a samotné onemocnéni je z hlediska prognozy postizeni zraku
a Casného vzniku obzvlast¢ zavazné, 1ze uvazovat i o podstoupeni prenatalni ¢i dnes
Castéji preimplantacni genetické diagnostiky, u které v ptipadé pozitivniho nalezu neni
par vystaven rozhodnuti, zda jiz zapocaté téhotenstvi prerusit. Pomoci preimplantacni
diagnostiky lze totiz vybrat embrya bez genetické vlohy pro urc¢ité onemocnéni, a tim
eliminovat riziko pfenosu choroby na dalsi generace (Hlavata L. et al., 2016). Je tfeba si
ale stadle uvédomovat, Ze indikace k preimplantac¢ni diagnostice z diivodu geneticky
podminéného oc¢niho onemocnéni vyzaduje vysoce individudlni pfistup respektujici

kulturni a ndbozZenské citéni jedinct a rodin, kterych se mize potencialné tykat.

6.2.3 Cilené terapie

Kombinace klinickych a laboratornich poznatki ndm umoziuje vytipovat pacienty pro
genové a jiné cilené terapie (LiSkova P., Kousal B., 2015). Oko je totiZ vzhledem ke
snadné dostupnosti, malym rozmértim, imunologickému privilegiu, kompartmentalizaci
a moznosti kontralateralni kontroly idealnim cilovym organem pro klinické hodnoceni
novych terapii (Dud’ékové L. et al., 2016; Stranak Z. et al., 2019).

Az na pacienty nesouci bialelick¢é mutace v genu RPE65 zpusobujici pfiblizn€ 5 %
zavaznych dystrofii sitnice u déti (Kumaran N. et al., 2017), pro které byla jiz genova
terapie schvélena, a to v roce 2017 americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv
(FDA, Food and Drug Administration) a v roce 2018 Evropskou agenturou pro 1é¢ivé
ptipravky (EMA, European Medicines Agency) (Maguire AM., et al., 2019; Ciulla TA.,
et al., 2020), neni ucinnd 1écba pro dédicna onemocnéni sitnice zatim k dispozici.

Pacientiim se doporucuje chranit o¢i pomoci slunecnich bryli pfed intenzivnim modrym
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svétlem a ultrafialovym zafenim, které muaze zpusobovat zvySené hromadéni toxickych
slouc¢enin v sitnici anebo urychlit odumirani svétlocivych a jinych bunék sitnice.
U pacientli se Stargardtovou chorobou navic neni vhodné zvySena konzumace potravin
bohatych na vitamin A ¢i suplementace vitaminem A, protoze mutace v genu ABCA4
zpusobuje chybéni enzymu podilejiciho se na odstranovani odpadnich produka
metabolismu derivati vitaminu A. Jeho dlouhodobé dopliovani tak vede k akumulaci
toxického dimeru bisretinoidu A2E v sitnici s naslednou smrti fotoreceptorii (Weng J.
et al., 1999; Mihai DM. et al., 2014).

Nové 1écebné metody jsou vSak intenzivné vyvijeny. Podle mechanismu ucinku lze
zkousSen¢ terapie dédi€nych onemocnéni sitnice rozdélit do ¢tyt skupin: zabranéni vzniku
toxickych dimerd vitaminu A (tyka se pouze Stargardtovy choroby), genova terapie
obnovujici funk¢nost genu, ochrana bun€k sitnice pfed oxidativnim poskozenim
a ndhrada poskozeného RPE a fotoreceptori pomoci kmenovych bunck (Stranak Z. et al.,
2019).

Nejblize maji k zavedeni do klinické praxe 1é¢ivé ptipravky pro genovou terapii, které
si kladou za cil zastaveni progrese onemocnéni. Zakladni podminkou pro zatazeni do
vétSiny téchto studii je potvrzeni klinické diagnézy na molekularné genetické Grovni,
tedy znalost pfi¢innych mutaci (Kousal B. et al., 2016).

Genova terapie spociva v prenosu plné funkéni kopie genu s cilem nahradit snizenou
¢i nulovou funkei proteinu, ktery je kodovan mutovanym genem, a/nebo regenerovat
Ci stabilizovat narusené retinalni struktury (Dud’akova L. et al., 2016). V nékterych
ptipadech, podle mechanismu ucinku mutaci, je cestou i zablokovani ptepisu Skodlivé
mediatorové RNA aplikaci protismérnych oligonukleotidii (Cideciyan AV. et al., 2019).

V soucasné dobé probihaji v zahranici klinické zkousky genové terapie u pacientli
s bialelickymi mutacemi v genech ABCA4, CNGA3 (cyclic nucleotide gated channel
alpha 3), CNGB3, PDE6B (phosphodiesterase 6B), RLBPI (retinaldehyde binding
protein 1), MERTK (MER proto-oncogene, tyrosine kinase) a MYO7A4 (Garafalo AV.
etal., 2019; http://www.clinicaltrials.gov/). Antisense oligonukleotidy jsou testovany
u pacientil s Leberovou kongenitdlni amaurézou na podkladé hluboké intronové mutace
c.2991+1655A>G v genu CEP290 (Cideciyan AV. et al., 2019). Predpoklada se, Ze
pokroky na poli vyzkumu povedou ke klinickym zkouskam 1 u fady jinych dédi€nych
onemocnéni sitnice, 1 proto je pro pacienty dilezitd znalost molekuldrné genetické

pficiny jejich onemocnéni (Beltran WA. et al., 2017).
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Studie zaméiujici se na regeneracni pristupy, predevs§im vyzkum kmenovych bunék,
jsou také nadéjné, nicméné jejich zaclenéni do klinické praxe nelze v brzké dobé

ocekavat (Ben M'Barek K., Monville C., 2019).

6.2.4 Spolecenské uplatneni

U pacientl s dédiénymi onemocnénimi sitnice napomahéd Casnd diagnéza a urceni
pri¢iny na trovni genu lepSimu odhadu vyvoje choroby, u Usherova syndromu pak
1k jednoznacné indikaci zavedeni kochlearnich implantati v raném détstvi. Neméné
dalezitym faktorem je rovnéz piizpusobeni prostiedi dit€ti s vypracovanim
specializovanych vzdélavacich planid nebo integrace do béznych skol, coz umozni témto

pacientim vhodné pracovni zafazeni a spolecenské uplatnéni.
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7. ZAVERY

Péce o pacienty s dédicnymi onemocnénimi oka vyzaduje multidisciplinarni pfistup
kombinujici o¢ni a genetickou diagnostiku, genetické poradenstvi a dlouhodobou péci
o pacienty a jejich ptfibuzné s rizikem vzniku onemocnéni. Tymova prace je dulezita
nejen ke stanoveni diagnozy, ale také z hlediska kvality péce a spokojenosti pacienta
(Kousal B. et al., 2011). Na§ vyzkum pomohl objasnit faktory podilejici se na
etiopatogenezi dédi¢nych onemocnéni sitnice u ¢eskych pacientli, coz je dilezité pro
casnou diagnostiku, vypracovani efektivniho screeningového postupu a zlepSeni
klinického poradenstvi a preventivni péce.

Projekt realizovany v ramci postgradudlniho studia vedl k monitoraci dédi¢nych
dystrofii sitnice v Ceské republice, propojeni poznatki o fenotypu se znalostmi o pfi¢iné
na molekularné¢ genetické trovni, zvySeni informovanosti o degenerativnich
onemocnénich sitnice mezi odborniky i laickou vefejnosti, coz v kone¢ném disledku
umoziuje navrhovat vhodna preventivni opatieni. Dosazen byl piimy socioekonomicky
ptinos diky zlepSeni klinického a genetického poradenstvi pacientim a jejich rodinam
zahrnujici potvrzeni nebo stanoveni diagndzy, zptesnéni odhadu vyvoje onemocnéni,
potvrzeni nebo stanoveni typu dédi€nosti ¢i pomoc pii planovani rodiCovstvi.

Prikaz pfi¢innych mutaci umoziiuje v ramci preventivnich opatieni nabidnout
nositelim patogennich mutaci zabranéni pfenosu onemocnéni na dalsi generaci pomoci
preimplantacni diagnostiky (Hlavata L. et al., 2019). Znalost patogennich mutaci jim
dava nadéji na zapojeni do klinickych zkousek testujicich nové terapie (Hlavata L. et al.,
2016, 2019), v ptipad¢€ nositell bialelickych mutaci v genu RPE65 pak dokonce moznost
podstoupit jiz oficidln€ schvalenou genovou terapii.

Zavérem lze konstatovat, Ze lékafi jsou stdle vice konfrontovani s vysledky
genetického testovani, oftalmology nevyjimaje. O¢ni specialisté by méli byt schopni
rozpoznat ptipady, u kterych by odeslani do specializované ocni genetické ambulance
mohlo mit pfinos. K dosazeni tohoto cile je nezbytné kontinudlni vzd€lavani, které
povede k porozuméni uzitecnosti molekularné genetickych testii a poradenstvi
s piihlédnutim k potfebam kazdého jedince. Genetické testy by mély byt v ramci
vysetfovaciho procesu rutinné nabizeny zvlasté u nékterych dédiénych chorob, mezi
které onemocnéni sitnice patfi. Soucasny vyzkum nasvédcuje tomu, Ze v budoucnosti
bude mozno fadu dédi¢nych onemocnéni oka 1é¢it a zakladnim ptredpokladem pro tyto

nové metody 1é¢by je znalost jejich molekularné genetické priciny.
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