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ABSTRAKT

Pfedni segment oka zahrnuje ocni vicka, fasy a slzny film, rohovku, spojivku,
duhovku, zornici, fasnaté télisko, komorovy uhel a o¢ni ¢ocku. Katarakta (neboli zakal o¢ni
cocky) a dysgeneze predniho segmentu oka jsou znacné heterogenni skupinou onemocnéni,
ktera jsou z velké ¢asti monogenné dédi¢na.

Hlavnim cilem této disertacni prace byla molekularn¢ geneticka analyza 51 pacientd
z 23 rodin s kataraktami a dysgenezemi predniho segmentu oka, pfi¢emz byla pouzita fada
modernich i konvenc¢nich metod, jako napf. sekvenovani nové generace, piimé sekvenovani,
bioinformatické a funkéni analyzy véetné sestiihovych vektora.

Identifikovali jsme 24 kauzélnich variant v kédujicich, nekddujicich i1 regulacnich
oblastech genti PAX6, FTL, FOXCI, PITX2, FOXE3 a CHRDLI. Potvrdili jsme roli varianty
n.37C>T v MIR204 na vzniku chorioretindlni dystrofie variabiln¢ asociované s kolobomem
duhovky, ¢asn¢ manifestujici kataraktou a kongenitalnim glaukomem.

Vysledky této prace napomohly ustanovit molekularni diagnézu u fady pacientti, coz
nasledné¢ umoznilo zlepsit poradenstvi pacientim a jejich pfibuznym z hlediska prognozy

ztraty zrakovych funkei a rizika vzniku sekundarniho glaukomu.

ABSTRACT

The anterior segment of the eye includes the eyelids, eyelashes, tear film, cornea,
conjunctiva, iris, pupil, ciliary body, chamber angle, and lens. Cataracts and anterior segment
dysgenesis are a highly heterogeneous group of diseases exhibiting all types of Mendelian
inheritance.

The aim of this thesis was molecular genetic analysis of 51 patients from 23 families
with congentital and early onset cataracts and/or anterior segment dysgenesis, using a modern
as well as conventional methods, such as next-generation sequencing, direct sequencing,
bioinformatic and functional analyzes including the use of artificial splicing vectors.

We identified 24 causal variants in the coding, non-coding and regulatory regions of
the PAX6, FTL, FOXCI1, PITX2, FOXE3, and CHRDL]I genes. We confirmed the role of the
n.37C>T variant in MIR204 in the development of chorioretinal dystrophy variably associated
with iris coloboma, early-onset cataracts and congenital glaucoma.

Establishing molecular genetics diagnosis improves patient counselling and their

relatives in terms of the prognosis and risk of developing secondary glaucoma.



Uvod

Vzacnd onemocnéni tvofi rtznorodou skupinu zivot ohrozujicich nebo zavaznych
chronickych stavii ¢itajici mezi 5 000 az 8 000 rtiznymi klinickymi jednotkami (Haendel et al.
2020). Dle Evropské unie jsou tato onemocnéni definovéna jako ta, které postihuji méné nez 5
osob z 10 000 obyvatel (Bax 2021). Ptfiblizné¢ 80 % je geneticky podminéno, nicméné
kauzalni geny mnohych z nich nebyly doposud uréeny (Bax 2021). Nejcastéjsi typy téchto
chorob zahrnuji dédi¢né metabolické poruchy, systémova autoimunitni a revmatologicka
onemocnéni, endokrinologickd, kardiovaskularni onemocnéni, v neposledni ftad¢ také
onemocnéni oka (Haendel et al. 2020). Molekularné geneticky vyzkum téchto vzacnych
onemocnéni ¢asto umoznuje identifikaci a definici kandidatnich gent a efektivni studium
zakladnich patofyziologickych a molekuldrnich procest v lidskych buiikach a metabolickych
drahéch

Molekularn¢ geneticky vyzkum téchto vzacnych onemocnéni cCasto umoziuje
identifikaci a definici kandidatnich gen a efektivni studium zakladnich patofyziologickych a
molekularnich procest v lidskych bunikach a metabolickych drahach. Co se tykéd vyvojovych
onemocnéni oka, tento typ vyzkumu miize pomoct poodhalit vice z molekularnich

mechanismi vzniku jednotlivych o¢nich struktur a jejich posloupnosti.

1.1. Dysgeneze piredniho segmentu oka

Dysgeneze pifedniho segmentu (ASD, anterior segment dysgenesis) pfedstavuji
skupinu poruch, které postihuji vyvoj predni ¢asti oka, véetné rohovky, duhovky, spojivky,
ocnich vicek, komorového uhlu, fasnatého téliska a o¢ni Cocky (Sowden 2007). ASD
predstavuji klinicky 1 geneticky Siroké spektrum vyvojovych poruch, pficemz Casto vznikaji
na podkladé abnormalni diferenciace mesenchymu, konkrétné¢ pak bunék neuralni liSty
(Sowden 2007). Jmenovité se jednd o stavy jako zakaleni rohovky (opacifikace), casto
spojované s vrustanim cév do jejiho stromatu, nedovyvinuti (hypoplazie) duhovky, rozstépy
duhovky (kolobom), pfitomnosti vyrazného zadniho embryotoxonu (rozsifeni Schwalbeho,
coZ je kolagenové zhusténi Descemetovy membrany mezi trabekularni sitovinou a endotelem
rohovky), korektopie zornice nebo ocni ¢ocky (atypické umisténi) (Sowden 2007). Muze se
také jednat o stavy, jakymi jsou nanoftalmus (zmenSeni celého oka, které je jinak funkéné
normalni), mikroftalmus (zmenseni pfedniho nebo zadniho segmentu oka), anoftalmus (oko

zcela chybi), heterochromie (riznobarevné duhovky zptsobené nerovnomeérnou distribuci



melaninu), polykorie (vyskyt vicero zornic), kryptoftalmus (nedochazi k oddé€leni ocnich
vicek) nebo sklerokornea (¢aste¢né, nebo uplné zakaleni rohovky). Mezi doprovodné projevy
patii také nystagmus (kmitavé pohyby oci), strabismus (Silhani), nebo ambylopie
(tupozrakost) (Sowden 2007). U vice nez poloviny pacientdl s ASD dochazi v disledku
poruchy odtoku komorové tekutiny ke vzniku sekundarniho glaukomu, ktery muze v
konec¢ném dusledku vést az k neuropatii zrakového nervu (Idrees et al. 2006, Alward 2000).

Vrozené vyvojové vady ocnich tkani mohou vznikat jak na podkladé genetickych
pricin, pak také beéhem intrauterinniho vyvoje embrya, plisobenim nejriznéjSich mutagentii
(napf. intrauterinni infekce), vnéjSich faktort (alkoholovy fetalni syndrom), nebo nevhodnou
medikaci matky béhem téhotenstvi (teratogeny) (Idrees et al. 2006). Na zaklad¢ dikladnych
prenatalnich screeningtl, které jsou v Ceské republice uz b&Znou praxi, se predpoklada, Ze
vétSina ASD (predevsim pak bilateralnich) vnik4 na podkladé genetickych pticin (Haargaard
et al. 2004).

ASD byvaji spojovany se vSemi typy dédinosti: autozomalné dominantni,
autozomaln¢ recesivni, X-vazané, Casto s neuplnou penetranci a variabilni expresivitou (Ma,
Grigg and Jamieson 2019). ASD se mohou vyskytovat izolované, ale mohou se také
manifestovat v rdmci nejriznéjSich syndromi (Axenfeldiv-Riegeriv syndrom, Petersova
anomalie, aj.) (Ma et al. 2019).

Prevalence ASD se pohybuje v zavislosti na konkrétni populaci a na typu onemocnéni
od 1 postizeného na 200 000 obyvatel v piipadé¢ Axenfeldova-Riegerova syndromu, aZ po 1
postizeného na 10 000 jedinct v ptipadé kongenitalniho glaukomu (Meyer-Marcotty et al.
2008, Titheradge et al. 2014, Aponte, Diehl and Mohney 2010).

Vyvoj oka je fizen sloZitou siti molekularnich interakci, které zavisi na ptesné casové i
mistni expresi Cetnych transkripénich faktorii. Z tohoto diivodu nejcastéjsimi geny, jejichz
mutace vedou ke vzniku ASD, jsou prave transkripéni faktory, mezi které patii geny PAXG,
PITX2, FOXCI, FOXE3 aj. (Reis and Semina 2011). ASD nejsou izolovanou klinickou
entitou, ale na molekuldrné-genetické trovni se prolinaji také jinymi klinickymi jednotkami

napf. s anomaliemi postihujicimi sitnici.



1.2. Diagnostika a molekularné genetické pristupy pri diagnostice
pacienti s DPS

Molekularné geneticka diagnostika pacientti s ASD poméha pii poskytovani presnéjsi
progndzy vyvoje onemocnéni z hlediska rizika pfenosu onemocnéni na dal§i generace.
Ptredpokladem pro uspésny vysledek genetického screeningu je v prvni fad€ presnd klinicka
diagnostika a pecliva genealogickd analyza vcetné sestaveni rodokmenu, ktera slouzi k
odhadu typu dédic¢nosti konkrétniho onemocnéni a pozdéji k segregacnim analyzam (Bennett
et al. 1995). VySetfeni v ramci jedné rodiny muze ¢asto zkomplikovat neuplnd penetrance a
variabilni expresivita (Meyer-Marcotty et al. 2008) (Titheradge et al. 2014). Penetrance znaci
mirt shody mezi genotypem a o¢ekdvanym fenotypem, pficemz dany genotyp nemusi vzdy
jednoznacné determinovat fenotyp v plném rozsahu. Expresivita vyjadiuje riznou povahu
(miru postizeni) daného genotypu ve fenotypu. U nositelll stejného genotypu miizeme
nachdazet celé spektrum morfologickych odchylek.

Samotné genetické testovani mliZze v praxi znamenat piimé Sangerovo sekvenovani
koédujicich usekt konkrétniho genu, v pfipadé ze dany fenotyp piesné koreluje s konkrétni
diagnostickou jednotkou (napft. pfi vyskytu izolované aniridie, sekvenovani kédujicich usekt
genu PAX6, nebo genti PITX2, FOXCI v piipadé Axenfeldova-Riegerova syndromu)
(Moosajee, Hingorani and Moore 1993) (Seifi and Walter 2018). Pokud se jednd o
komplexné&jsi, nebo nejasny fenotypovy nélez, mize se pfistoupit k cilenym genovym
panelim, k exomovému sekvenovani nebo k sekvenovani celého genomu (Reis and Semina
2011). V nékterych ptipadech je potieba provést vysetieni variant poctu kopii (CNV, copy
number variation), pro odhaleni rozlehlejSich deleci, nebo duplikaci, anebo k vySetieni
karyotypu, pro odhaleni nejriznéjSich chromozomalnich pfestaveb (Royer-Bertrand et al.
2021). V ptipadé€ rozsahlejSich rodin s jasnym hereditdrnim vyskytem onemocnéni v kazdé
generaci s doposud neobjasnénou prfic¢inou, se da piistoupit ke genomovému sekvenovani
vétSiho poctu rodinnych piislusnikll a nasledné k vazebnym analyzam (Ott, Wang and Leal
2015).

Ovéteni patogenniho vlivu jednotlivych variant je velmi komplexni proces a mize
zahrnovat techniky klonovani, pouziti in silico predikénich programi, nebo nejriizné;si

funkéni studie.



2. Hypotézy a cile prace

Cilem m¢ disertacni prace bylo zkoumat molekularné genetickou pticinu u 51 pacienti
s klinickym obrazem ASD, kongenitdlnimi kataraktami anebo c¢asné¢ manifestujicimi

kataraktami a s nimi spojenymi syndromy.
Dil¢i cile prace:

1. Identifikace pri¢innych variant v genu PAX6 a ovéieni vlivu dvou variant na
sestiih pre-mRNA

2. Objasnéni molekularné genetické pfi¢iny syndromu hereditdrni hyperferitinémie-
katarakty ve tfech rodinach ¢eského ptivodu

3. Molekularné genetickd analyza v rodin¢ s chorioretindlni dystrofii, variabilné
asociovanou s kolobomem duhovky, presenilni kataraktou, vrozenym glaukomem
a albinismem

4. Komplexni fenotypova a funkéni analyza autozomalné dominantnich i recesivnich
variant v genu FOXE3

5. Molekularné genetické analyza a popis fenotypu X-vazané megalokornei

6. Geneticka a fenotypova charakterizace kohorty pacientli s vyskytem Axenfeldova-
Riegerova syndromu

7. Molekularn¢ genetickd analyza pacientky s dysgenezi pfedniho segmentu oka

a vyskytem slimacich stop na rohovce



3. Material a metodika

Béhem experimentalni ¢asti disertacni prace bylo pouzito Siroké spektrum metod.

Detailni popis a dal$i informace o jednotlivych metodach jsou uvedeny v souvisejicich

publikacich. Na nize uvedeném obrazku je stru¢né uveden postup pii molekuldrné genetické

diagnostice probandii s ASD.

Dukladné oftalmologické vySetfeni zahrnujici vySetieni nejlépe korigované zrakové
ostrosti (NKZO), méfeni vySe nitroo¢niho tlaku, fotografie pfedniho segmentu oka a
vySetteni fundu

V ptipad¢ potieby bylo doplnéno celkové vySetfeni pediatrem, vySetfeni sluchu,
neurologické vysetieni, biochemické vySetfeni (méfeni sérovych hladin feritinu,
zeleza, aj.) nebo MRI mozku

Genealogické vySetieni (zpracovano v programu HaploPainter)

Izolace DNA ze vzorkil ven6zni krve pomoci kitu Gentra Puregene Blood Kit Plus
(QIAGEN) nebo ze vzorkt slin pomoci kitu PrepIT-L2P (DNA Genotek)
Spektrofotometrické méteni koncentrace a Cistoty DNA na pfistroji Nanodrop One
(ThermoFisher Scientific)

Fluorometrické meéteni koncentrace DNA na ptistroji Qubit (ThermoFisher Scientific)

Ptiprava primerti pro polymerdzovou fetézovou reakci (PCR) pomoci programu
Primer3 a nasledna analyza oligonukleotidi programem OligoAnalyzer Tool

PCR reakce byla provadéna pomoci mastermixu Platinum SuperFi II Green PCR
Master Mix (Invitrogen) v termocykleru Biometra TOne 96 G (Analytik Jena)

Procisténi PCR produkt pomoci ExoSAP-IT (ThermoFisher Scientific)

Analyza PCR produktu pomoci Etytkapilarniho analyzatoru 3130 Genetic Analyzer,
Sestnactikapilarniho 3130x1 Genetic Analyzer a ¢tyfadvacetikapildrniho 3500 Genetic
Analyzer (vSechny znacky Applied Biosystems, USA)

Analyza sekvenacnich dat ve formatu Chromatogram file (.seq) ve voln¢ dostupném
softwaru Chromas 2.6.6 (Technelysium)

Exomové a genomové sekvenovani na platformé Illumina, analyzdtorem NovaSeq
6000s (Illumina)

Sekvence ve formatu FASTAQ (.fq) byly bioanalyticky zpracovany v programu

Novoalign spolecnosti NovoCraft, mapovany na sekvenci lidského referen¢niho



genomu (UCSC Genome Browser hgl9) a nasledné zkonvertovany do soubort
formatu BAM (.bam) a BAI (.bai)

e Data dale analyzovana pomoci softwaru Integrative Genomics Viewer (IGV)

e VysSetfeni CNV pro odhaleni rozlehlejSich deleci nebo duplikaci pomoci Infinium
Global Screening Array-24 (Illumina)

e VysSetfeni paternity/maternity pomoci kitu AmpFLSTR Identifiler Plus PCR
Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific) a AMLX/Y testem

Popis nalezenych, potenciilné patogennich variant

e Anotace nalezenych variant probihala dle doporuceni Human Genome Variation
Society (HGVS)

e Frekvence nalezenych variant byly kontrolovany v databdzi gnomAD v2.1.1
zobrazujici data z 125 748 exomu a 15 708 genomu a také ve verzi 3.1.2 zobrazujici
data z 76 156 genomt od neptibuznych jedincii (ptistup 6/2023)

e Hodnoceni patogenity detekovanych variant dle doporuceni American College of

Medical Genetics and Genomics (ACMG) (Richards et al. 2015)

Prediké¢ni analyzy a funk¢ni studie

e Zhodnoceni patogenity variant pomoci kombinace predikénich algoritmi: Revel,
SIFT, Polyphen2, MutationTaster2, FATHMM, nastroj miRDB. aj.

oAb initio semi-empirické predikce sekundarni a tercidlni struktury proteinti (program I-
Tasser)

e Klonovani a transfekce

e Ov¢feni vlivu variant na sestfih pre-mRNA metodou Exon-trappingu — metoda byla
optimalizovéana v diplomové praci

e Western blot analyzy

e RNA izolace a Real-Time qPCR

e Gelova zpomalovaci analyza (EMSA, Electrophoretic mobility shift assay)

e Kvantifikacni proteinova analyza (ELISA)

e Imunobarveni pomoci N-koncového epitopu FLAG

e Analyza transkripéni aktivity proteini byla testovana pomoci luciferdzovych

kotransfekcnich testli za pouziti (FHB)6-TK-luc reportéru
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4. Vysledky

V pribéhu vypracovavani disertatniho projektu se povedlo zpracovat a ve forme
publikacnich vystupt zpracovat popis fenotypu a molekularné genetické pfi¢iny u 51 pacientii
z 23 rodin vySetfenych na Oc¢ni klinice 1. LF UK a VFN v Praze s riznymi typy ASD a

kataraktami.

4.1. Identifikace pri¢innych variant v genu P4X6 a ovéreni vlivu dvou
variant na sestfih pre-mRNA

Molekularn¢ genetickd analyza v Sesti rodinach s nalezem aniridie pomohla odhalit
kauzalni varianty v genu PAX6 (referencni sekvence NM_000280.4; NG 008679.1) pomoci
pfimého sekvenovani u tfi probandl (rodiny 2, 5 a 6) a u zbylych tfi pomoci exomového
sekvenovani (rodiny 1, 3 a 4).

U probandky zrodiny 1 byla v heterozygotnim stavu identifikovana doposud
nepopsand delece 11 nukleotidd c.111 120del, kterd zpiisobuje posun c¢teciho ramce;
p-(Arg38Thrfs*13).

U probandky z rodiny 2 byla v heterozygotnim stavu nalezena varianta c.183C>G,
kterd vede ke tvorbé stop kodonu; p.(Tyr61%*). Tato varianta byla jiz diive popséna ve
spojitosti s vyskytem aniridie (Perez-Solorzano et al. 2017).

Varianta ¢.622C>T p.(Arg208Trp) byla identifikovana hned ve dvou rodinach;
v rodiné¢ 3 a 4. Aminokyselinovéa substituce se nachazi ve vysoce konzervované doméng,
nesouci jaderny lokalizani signal, tzv. homeonukledrni lokalizacni signal, pfi¢emzZ
konzervovanost této sekvence byla ovéfena programem T-coffee.

Vroding 5 a 6 se povedlo odhalit variantu na rozhrani intron-exon; ¢.1032+1G>A
(rodina 5) a ¢.1183+1G>T (rodina 6). Tyto varianty, byly vyhodnoceny dostupnymi in silico
predikénimi néstroji jako naruSujici sestfih. Experimentalni ovéfeni a charakterizace vlivu
obou variant na sestfih molekuly pre-mRNA bylo provedeno metodou Exon-trappingu.

Varianta ¢.1032+1G>A vede k vynechéani celého exonu 11 ze sekvence mRNA,
k posunu ¢teciho ramce s predpoklddanou inzerci pred¢asného stop kodonu po zaclenéni 25
jinych aminokyselin (p.Val306Alafs*26). Varianta c.1183+1G>T vede k vynechani celého
exonu 12 ze sekvence mRNA, pificemZz pravdépodobné dochazi k zaclenéni 129 jinych
aminokyselinovych zbytki a tim také k prodlouZeni proteinu o 51 aminokyselin oproti

referen¢ni proteinové sekvenci (p.Pro346Aspfs*130).
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4.2. Molekularné geneticka diagnostika syndromu hereditarni
hyperferitinemie-katarakty ve tfech ¢eskych rodinach

Studie stanovila molekuldrné genetickou diagnozu u tfi ¢eskych probandi s HHCS
u kterych bylo provedeno komplexni ocni i systémové vysetieni, véetné méfeni sérovych
hladin feritinu i1 Zeleza. U vSech probandii byla nalezena varianta v oblasti 5"UTR genu FTL
(referencni sekvence NM_000146.3; NG _008152.1).

U vSech ze tfi probandii byly detekovany patogenni varianty v 5'UTR oblasti genu
FTL: c.-161C>T, ¢c.-167C>T a ¢.-168G>C, ptitomné v heterozygotnim stavu. VSechny tyto
mutace byly jiz dfive popsany ve spojitosti s HHCS (Millonig, Muckenthaler and Mueller
2010, Mumford et al. 1998, Balas et al. 1999, Campagnoli et al. 2002). Dv¢ segregovaly
v roding s fenotypem onemocnéni a v jednom piipadé (c.-167C>T) se varianta vyskytla u
probandky izolovan¢. Pied stanovenim molekularni diagnézy byla u dvou probanda
stanovena nespravna diagnéza HH.

Ackoli je HHCS je velmi vzacny s odhadovanou prevalenci 1 postizeny na 200 000
jedinct, nase vysledky zdlraznuji potifebu dale zvySovat povédomi o této nemoci (Craig et al.
2003). Ani neptitomnost rodinné anamnézy nevylucuje diagnézu HHCS, jelikoz patogenni
varianta se vzacné muze objevit de novo. Alarmujici je, ze nekodujici oblasti mohou byt

vynechavany z diagnostickych genovych panelti, ¢imZ unikaji detekci.

4.3. Molekularné geneticka analyza v rodin€ s chorioretinalni dystrofii
variabilné asociovanou s kolobomem duhovky, presenilni kataraktou,
vrozenym glaukomem a albinismem

Tato prace popisuje molekularné genetickou analyzu tfigeneracni rodiny (rodina 10) s
vyskytem dvou klinickych jednotek; retindlni dystrofie s Casnou manifestaci, variabilné
asociovanou s kolobomem duhovky, presenilni kataraktou a vrozenym glaukomem spolu s
albinismem.

Klinické vySetfeni probanda, odhalilo bilateralni retindlni dystrofii, v minulosti chybné
diagnostikovanou jako vrozenou toxoplazmézu (ve veku 13 let) spolu s kongenitalni
kataraktou. Pfi poslednim vySetfeni ve véku 41 let byla zdokumentovana pokrocila
oboustrannd chorioretinalni atrofie.

Proband m¢l ¢tyti déti; dve deery a dva syny, pfi¢emz ob¢ dcery postizeny podobnym

o¢nim fenotypem ve variabilnim rozsahu a stejn¢ tak matka probanda.
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Exomové sekvenovani provedené u nejmladsi dcery probanda odhalilo heterozygotni
variantu n.37C>T v MIR204.(referencni sekvence NR 029621.1). Segregacni analyza
potvrdila pfitomnost varianty n.37C>T u vSech dalSich ¢lent rodiny s diagnézou progresivni
dystrofie sitnice, tj. u probanda, jeho matky a nejstarsi dcery.

Varianta n.37C>T byla jiz v minulosti popsana u 6 ¢lent pétigeneracni rodiny
britského pivodu spolu s fenotypem ,,retinalni dystrofie s kolobomem duhovky s nebo bez
vrozené katarakty* (MIM #616722) (Conte et al. 2015).

Varianta n.37C>T molekuly miR-204 se nachdzi v misté tzv. seed sekvence, cozZ je
v poradi 2. - 8. nukleotid miRNA vldsenky na jejim 5" konci. Seed sekvence je zodpovédna za
rozpoznavani cilovych molekul mRNA, jelikoz snimi vykazuje vysokou miru
komplementarity. Substituce n.37C>T se nachazi pfimo v 5. misté této seed sekvence a vede
ke zméné rozpoznavaciho mista, tim padem také k cileni na jiny repertoar mRNA molekul.

Albinismus se v rodin¢ vyskytl s variabilnimi projevy hned ve dvou generacich
(manzelka probanda: II:3, nejstarsi dcera: III:1 a oba synové: 11I:2 a III:3). Mirngjsi forma se
u synt III:2 a I1I:3 manifestovala pouze ve form& makularni hypoplazie.

U partnerky probanda se ndm povedlo odhalit rozsdhlou piestavbu genu OCA2
(MIM *611409, referencni sekvence NM 000275.3) na jedné alele a missense variantu
c.1327G>A p.(Val4431le) v pozici trans. SloZitd genova piestavba byla jiz diive nékolikrat
popséna (Rooryck et al. 2011, Loftus et al. 2021). Jednd se o vystfizeni témét 184 kb
dlouhého, tseku genu (zahrnujici exony 3-19), ktery je invertovan a inzertovan do oblasti
intronu 2.

Loftus a kol. navrhli oznaCovat tuto strukturalni variantu (SV) jako alelu ,,143 kb; 184
kb CxSV* (Loftus et al. 2021). In silico programy predikovaly vznik aberantniho transkriptu
mRNA s novym sestithovym mistem mezi exony 2 a 20, coZ by mohlo vést k pred¢asnému
zkraceni transkriptu a k tvorbé nefunkéniho produktu p.(Ser77Hisfs*7), pravdépodobné

likvidovaném NMD mechanismem.

4.4. Komplexni fenotypova a funkéni analyza autozomalné dominantnich i
recesivnich variant v genu FOXE3

Do rozséhlé studie, kterd zahrnovala molekularné genetickou diagnostiku 16 rodin
zcelého svéta snalezem patogenni varianty v genu FOXE3 (referenni sekvence
NM 012186.3), bylo zatazeno také 12 pacientd z tfi rodin Ceského plivodu (v piivodni

publikaci rodiny 7, 15 a 16, Ptiloha 4). V pfipadné¢ rodiny 11, se jednalo o autozomalné
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recesivni typ dédiCnosti a ve zbyvajicich dvou ptipadech Slo o autozomalné dominantni typ
dédic¢nosti (rodina 12 a 13). Ve vSech pfipadech byla identifikovdna genetickd pficina
onemocnéni a nékteré varianty byly ovéfeny funk¢nimi in vitro experimenty (také dvé ze Ctyt
variant nalezenych u ¢eskych probandu).

U probandky z rodiny 11 byly nalezeny, na zdkladé¢ exomového sekvenovani, dvé
pfi¢inné varianty v genu FOXE3 ¢.244A>G p.(Met82Val) a c.543delG p.(Prol82Argfs*42).
Ob¢ varianty také nesla sestra probandky, jejiz fenotyp byl podobny. Varianta c.244A>G byla
jiz n€kolikrat v literatuie popsana jako kauzalni a v nasi kohort¢ 16 rodin byla také nejcastéjsi
(Iseri et al. 2009). Misto, ve kterém se tato mutace nachazi, je soucasti FHD domény a je
evoluéné konzervované pro celou rodinu FOX gent, napti¢ mnoha taxony (Clark et al. 1993).
Naopak varianta c.543delG nebyla doposud v literatufe popsana a jedna se o variantu, kterd
zpusobuje posun c¢tectho ramce, v jehoz duasledku dochazi k zaclenéni 41 chybnych
aminokyselin do vznikajiciho peptidu a tim také k zaclenéni pted¢asného stop kodonu.

Na zékladé exomovych dat probandky z rodinyl2 byla identifikovana jedna varianta
v genu FOXE3 ¢c.959G>C p.(*320Serext*72). Tato varianta se nachédzi ptfimo v sekvenci stop-
kodonu (TGA>TCA), zachovéava sice cteci rdmec, ale pfiddva na C-konec peptidu 72
aminokyselin. Takto mize dojit ke zméné celé FOXE3 sekundarni a tercidlni struktury a tim 1
jeho funkce jako transkripéniho faktoru a schopnosti vytvaret dimery (Bremond-Gignac et al.
2010).

Na zaklad€ exomovych dat probanda z rodiny 13 byla nalezena heterozygotné varianta
v genu FOXE3 c.958T>C p.(*320Argext*72). Jeji pfitomnost byla nasledné prokézana také u
dcery, sestry, netefe 1 jeho matky (tyto vSak meély pouze kongenitalni nebo juvenilni
oboustranné katarakty). Tato varianta také modifikuje stop-kodon (TGA>CGA), podobnym
zpusobem jako v pfipad¢ rodiny 12, zachovavéa Cteci ramec a také piidavd na C-konec
proteinu FOXE3 72 aminokyselin.

V ramci pfipravy publikace, probéhlo na pracoviSti zahrani€niho spolupracovnika
prof. E. Seminy (Medical College of Wisconsin, USA) také funkéni ovéfeni nékolika variant,
véetné¢ dvou variant ceskych probandd; p.Met82Val a p.*320Serext*72. Kombinace

funkénich analyz prokézala jasné patogenni efekt obou téchto variant.

4.5. Molekularné geneticka analyza a popis fenotypu X-vazané
megalokornei
Do studie bylo celkové zatazeno 10 probandt, pficemz 4 z nich byli ¢eského ptivodu.

Na zakladé¢ Sangerova sekvenovani kodujicich usekit genu CHRDLI (referencni sekvence
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NM 001143981.2) se nam ve vSech ptipadech povedlo nalézt pravdépodobné kauzalni
variantu a vSechny byly popsany zcela poprvé; NM 001143981.2: ¢.1123C>T, c.976A>T,
¢.94+1G>A a ¢c.207G>C. Varianty byly nasledn¢ podrobeny klasifikaci dle ACMG, a az na
variantu ¢.207G>C, byly vSechny hodnoceny jako patogenni a ze svého principu (nesmysIné,
nebo ovliviyjici sestiih) vedou ke ztraté funkce (loss-of-function) genu CHRDLI.

Varianta ¢.207G>C p.(Glu69Asp) byla dle ACMG klasifikace hodnocena jako
varianta nejasného vyznamu (PM2, PP3, PP4). Tato varianta se nachazi pfimo na hranici
exonu a intronu. Ke genetickému vysetieni byl dostupny pouze proband a nemohli jsme proto
sledovat jeji kosegregaci s fenotypem v rodin€. Nékteré in silico predikéni programy variantu
oznacovaly jako potencidln€¢ ovliviiyjici sestfih, coz také vyplyvé z jeji polohy na rozhrani
exon/intron. Pro definitivni ustanoveni patogenity této varianty by bylo potifeba provést
funkcni ovéreni sestiihu pre-mRNA na mRNA.

Vsichni probandi s hemizygotnimi patogennimi variantami v CHRDLI vykazovali
charakteristicky fenotyp MGC1 se zvySenym horizontalnim primérem rohovky (rozsah 13,5—
16,0 mm), snizenou centralni tloustkou rohovky (rozsah 354-456 pm) a abnormalné
hlubokou pfedni komorou (rozsah 4,66—6,31 mm). Atrofie duhovky byla dokumentovéna u 4
z 5 pacienti. Dal$i doprovodné fenotypové projevy jako hypoplazie duhovky, presenilni
katarakta, nebo gerontoxon (Sedobily prstenec lipidovych depozit rohovky pii limbu oka)
vznikaly s vékem. Za zminku stoji pfedevsim klinicky nélez probanda IV:1 z rodiny 17, ktery
st ve v€ku 39 let v§imnul defektl zorného pole z divodu bilaterdlniho glaukomu, ktery ve

spojitosti s MGC1 nebyva bézné popisovan.

4.6. Geneticka a fenotypova charakterizace kohorty pacienti s vyskytem
Axenfeldova-Riegerova syndromu

Do doposud nejrozsahlejsi studie pacienti s ARS bylo zaclenéno 128 jedinci
s kauzalnimi variantami v genech PITX2 (referenc¢ni sekvence NM 153427.2) a FOXCI
(referen¢ni sekvence NM_001453.2), z toho 81 novych jedinct, vEetné 8 pacientl z 5 rodin
ceského puvodu. Takto velky soubor pacientl ndm pomohl upfesnit fenotypové projevy
jednotlivych typti ARS.

Ve skupin€ probandii ¢eského plivodu se vyskytovaly dvé rodiny s ndlezem mutace
v genu PITX2, dvé s ndlezem varianty v genu FOXCI a jedna probandka nesla rozsahlou (2,7
Mbp) deleci na konci kratkého raménka chromozomu 6, na kterém se nachazi hned nékolik

gentl, mezi nimi také FOXCI.
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Souhrnné vysledky velkého poctu vysetienych jedincti naznacuji, Ze k rozvoji
sekundéarniho glaukomu nedoslo pouze u ptiblizné 50 % jedinci, jak bylo doposud v literatuie
uvadeéno, ale az u 66 — 72 % (Alward 2000). U pacientli s variantami v FOXCI dochazelo
k ¢asn¢jSimu vzniku glaukomu (jiz v détském véku) a oftalmologické 1 systémové projevy
pacientii byly vyrazné variabilnéj$i v porovnanim se skupinou s mutacemi v PITX2. PITX2
podminéné ARS zahrnovalo typické spektrum ASD, déle zubni anomadlie (mikrodoncii,
hypodoncii nebo oligodoncii) a pupecni anomalie. Na druhé strané, fenotypické spektrum
ARS podminéné mutacemi ve FOXCI zahrnovalo vyrazné vice ocnich (rohovkové opacity,
aniridie) a systémovych projevi (vrozené srdecni vady, poruchy sluchu, anomalie skeletu,
hypermobilita, bolesti kloubti, hypoplazie skloviny, vysoka zubni kazivost a poruchy piijmu
potravy se strukturdlnimi anomadliemi jicnu). Dodatecné MRI mozku vySetfovanych jedinct
odhalilo vysoce penetrantni hyperintenzitu bilé hmoty mozkové,
kolpocefalii/ventrikulomegalii a ¢asté arachnoidalni cysty.

Jednotné pojmenovani ARS pro vsechny jedince nesouci patogenni varianty
ve FOXCI nebo PITX2 genu mizZe byt pro probandy a jejich rodinné piislusniky velmi
matouci a nedava jim velmi pfesné informace o progndze jejich stavu. Vysledky z této
rozsahlé studie byly pouzity k vytvotreni dvou specifickych 1écebnych a preventivnich plani

specifickych pro tyto dva typy ARS, v zavislosti na genotypu.

4.6. Molekularné geneticka analyza pacientky s dysgenezi predniho
segmentu oka a vyskytem tzv. slimacich stop na rohovce

»onail-tracks® jsou linearni rohovkoveé léze, prekladané jako slimaci stopy, jevici se
pii vySetfeni Sté€rbinovou lampou jako Sedo-bilé pruhy a skvrny nachézejici se na vnitinim
povrchu rohovky. Jedna se o zmény v uskupeni endotelovych bunék a Descemetovy
membrany. Klinické vySetfeni pacientky s ASD a jednostrannym nélezem slimacich stop na
levém oku prokazalo také mirnou hypoplazii duhovky a korektopii na obou ocich
a iridokornedlni adheze na pravém oku. Kromé typickych rysit ASD byly rohovky ploché, se
sttednimi hodnotami keratometrie 38,8 D na pravém a 39,5 D na levém oku. Hustota
endotelovych bungk byla u pacientky oboustranné snizena na hodnoty 1964 bunék/mm? na
oku pravém a 1373 bungk/mm? na oku levém (referenéni hodnota v rané dospélosti piiblizng
2940 (£345) bunék/mm?, v pozd&jsim veéku 2394 (+416) bungk/mm?) (Vaiciuliene et al. 2022)
(Galgauskas et al. 2012). U pacientky byl zaznamenan také mirny kraniofacialni
dysmorfismus (hypertelorismus a Siroky plochy hibet nosu) bez nalezu dalSich systémovych

poruch.
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Analyza exomovych dat odhalila doposud nepopsanou variantu v genu FOXCI:
NM 001453.3: ¢.605delC p.(Pro202Argfs*113) v heterozygotnim stavu. Pfitomnost varianty
byla nésledné ovéfena pomoci Sangerova sekvenovani. Tato varianta nebyla pfitomna u
rodic¢i ani u nepostizené sestry. Testovani maternity a paternity podpoftilo jeji vznik de novo
mechanismem, nebo jako ndsledek germinalniho mozaicismu. Dle doporu¢eni ACMG byla
klasifikovana jako patogenni (PVS1, PS2, PP4). Vysetieni bylo doplnéno také o CNV
analyzu, vramci které nebyly zjistény zadné dalsi varianty/delece/duplikace/inzerce

asociované s endotelovymi dystrofiemi rohovky nebo vznikem ASD.

Tato prace rozSifuje zndmé spektrum popsanych mutaci v genu FOXC/ a navic byla
zcela poprvé varianta v tomto genu nalezena u pacientky s vyskytem slimacéich stop na
rohovce. Vzhledem k tomu, Ze FOXCI je transkripéni faktor nezbytny pro diferenciaci
mezenchymalnich bunék, které jsou zodpovédné za vyvoj rohovky, nelze vyloucit, Ze slimaci
stopy jsou vzacnym projevem ASD asociované s FOXCI. K potvrzeni této souvislosti jsou

vSak nutné dalsi studie.
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6. Diskuze a zavér

Tato prace byla zaméfena na hledani genetickych pfi€in vyvojovych anomalii
postihujicich pfedni ¢ast oka, velice heterogenni skupiny onemocnéni vykazujici vSechny
typy Mendelovské dédicnosti. V pribéhu vypracovavani dil¢ich cili prace jsme se
pokusili navrhnout novy diagnosticky algoritmus, ktery by mohl pomoci zvysit procento
ustanoveni molekularni diagnézy pacientll s izolovanymi i1 systémovymi ASD a
kataraktami a zaroven také zkratit ¢as k jejimu urceni.

Celkem bylo vySetfeno a analyzovano 94 pacientl s kongenitalnimi kataraktami a
ASD ze 60 rodin, a dale vice nez 80 rodinnych pfislusnikii prvniho stupné. U pfiblizné
poloviny probandt byla katarakta a ASD asociovana s postizenim dalSich organti anebo s
ptidruzenou ocni vadou. Do vySe zminénych publikaci bylo zahrnuto 51 pacientd z 23
rodin a 33 rodinnych pfislusnikdl prvniho stupné. Z 24 probandii z 23 publikovanych
rodin (v jednom piipad¢ Slo o soubéh dvou klinickych jednotek) se ndm na zakladé
pifimého sekvenovani podaftilo odhalit 13 ptipadi, 9 piipadti pomohlo odhalit exomové
sekvenovani, v jednom ptipad€ genomové sekvenovani a v poslednim piipadé kombinace
CNV vySetteni a genomového sekvenovani.

Hlavnim cilem tedy byl vyzkum molekuldrné genetickych pficin ASD
a kongenitalnich katarakt a optimalizace diagnostického procesu u téchto klinickych
jednotek v ramci specifik narodniho zdravotniho systému. Naplanované cile byly v tomto
ohledu splnény v plném rozsahu.

Vysledky prace shrnuji informace o vyskytu, fenotypu a pti¢innych patogennich
variant a mechanismi vzniku rtiznych typti ASD a kongenitalnich katarakt. V pribéhu
vypracovavani dil¢ich cili, byla potvrzena nezastupitelnd uloha exomového a také
genomového sekvenovani v laboratorni diagnostice téchto chorob. Vyznam exomového
sekvenovani jako soucdst diagnostického procesu byl potvrzen, jelikoZz pomohlo
identifikovat kauzalni varianty u 38 % pacientii z naSi kohorty. Genomové sekvenovani
se osveédcilo jako spolehlivd metoda ke stanoveni pfesného rozsahu a uspotadani slozité
pfestavby v jednom piipadé (4 % kauzalit). Vzhledem k tomu, ze funkéni anotace
genomovych dat je stale na prahu naSeho poznani, vytézek pfi stanoveni pfi¢innych
variant nemé¢l vétsi pfidanou hodnotu.

Tato prace mimo jiné také upozoriiuje na fakt, Ze jak kongenitalni katarakty, pak
také ADS mohou byt zpiisobené i nekddujicimi variantami a na zéklad¢ i téchto vysledkt

bylo doporuteno akreditované laboratoii Agel v Ceské republice zatadit do
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diagnostickych panelll vybranou nekéddujici oblast genu FTL (do budoucna také regulacni
oblast MIR204).

Molekuldrné genetickda diagnostika pacienti s ASD a kataraktami hraje
nezastupitelnou roli pfi identifikace genti, které se zapojuji béhem riznych fazi vyvoje
oka, a tim také zlepSuje naSe chapani jednotlivych biologickych mechanismt.

Vysledky, kterych jsme doséahli, pomohly zlepsit poradenstvi pacientiim a jejich
pfibuznym z hlediska prognézy ztraty zrakovych funkei, rizika vzniku sekunddrniho
glaukomu (a tedy v radmci personalizované mediciny i optimalizovat frekvenci
pravidelnych kontrol u oftalmologa) a také jsme pomohli uptesnit udaje o rizicich dalsiho
pfenosu onemocnéni v jednotlivych rodinach. Pacient se znalosti vlastni molekularni
diagnézy ma vyraznou vyhodu: konec nekone¢ného diagnostického procesu, stanoveni
prognoézy a upiesnéni 1€cby, pristup ke spravnému genetickému poradenstvi a potvrzeni
zpusobilosti (nebo nezplsobilosti) pro klinické studie a v budoucnu také ptipadné genové
terapie. Vysledky prace umoznily v kontextu personalizované mediciny zavedeni
multidisciplinarniho pfistupu k pacientim s kongenitalnimi kataraktami a ASD jak na

urovni klinické, tak i vyzkumné.

Mimo publikaéni vysledky mél tak projekt velmi pozitivni dopad na péci o
pacienty s ASD kongenitalnimi kataraktami a vedl ke zna¢né osvété jak mezi odborniky,
tak 1 laiky, ktefi se i na zékladé vysledkt této prace obraceji na pracovisté Klinické o¢ni
genetiky pi1 Oc¢ni klinice 1.LF UK a VFN v Praze. Rozsifila se 1 sit’ spolupracujicich
oftalmologii a pediatri v ramci CR.

Spravné provedena a interpretovand molekularné genetickd analyza v rodinach
postizenych jedincdi, pomohla identifikovat jedince rizikové pro rozvoj onemocnéni,
pomohla v odhadu jejich prognoézy a zallenila se tak do standardni klinické praxe.
Zavérem je potieba zdUraznit, Ze centralizace péfe o pacienty s ASD a kongenitalnimi
kataraktami a jejich molekularné genetické analyza jsou zasadnimi faktory vedoucimi ke

zkraceni diagnostického procesu u téchto pacientt.
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