MOLEKULARNE GENETICKA
PRICINA ACHROMATOPSIE
U DVOU PACIENTU CESKEHO
PUVODU

SOUHRN

Uvod: Achromatopsie je vzacné autozomalné recesivni onemocnéni s odha-
dovanou prevalenci 1 postizeny na 30 000 az 50 000 obyvatel. Onemocnéni
je zplGsobeno mutacemi v 6 genech. Cilem prace bylo provést molekularné
genetické vySetfeni u 11 vzajemné nepribuznych pacientl ¢eského plvodu
s klinickym néalezem odpovidajicim achromatopsii, u pozitivné testovanych pak
detailné popsat jejich o¢ni nalez.

Metody: Probandi a jejich asymptomaticti rodic¢e podstoupili oftalmologické
vySetreni. Po izolaci DNA z vendzni krve byl pomoci Sangerova sekvenovani
proveden cileny screening exont 6, 7, 9-13 v genu CNGB3, ve kterych se u pa-
cientll evropského plvodu nejcastéji nachazeji mutace asociované se vznikem
achromatopsie.

Vysledky: Analyza sekvencnich dat genu CNGB3 vedla k identifikaci moleku-
larné genetické priciny u dvou pacient(l. Proband 1 je sloZzenym heterozygotem
pro mutace c.819_826del; p.(Arg274Valfs*13) a c.1006G>T; p.(Glu336*) a pro-
band 2 je homozygotem pro mutaci c.1148del; p.(Thr383llefs*13). Nejlepsi
korigovana zrakova ostrost byla u probanda 1 (19 let) oboustranné 0,1 a u pro-
banda 2 (8 let) na pravém oku 0,05 a na levém oku 0,1. Klinicky se achroma-
topsie projevila u obou postizenych jedincl nystagmem, svétloplachosti, niz-
kou zrakovou ostrosti a poruchou barvocitu. Biomikroskopicky nalez na sitnici
byl u obou proband( v normé, nicméné vysetfeni pomoci optické koherencni
tomografie se spektralni doménou prokazalo mirné bilateralné symetrické
strukturdlni zmény ve fovee.

Zavér: Detekce kauzalnich mutaci u achromatopsie byla u pacient(i ceského
pGvodu provedena poprvé. Diagnostika na Urovni genu ma u tohoto vzacné-
ho onemocnéni velky pfinos, nebot stanoveni spravné diagndzy neni klinicky,
zejména v raném détstvi, jednoduché. Znalost patogennich mutaci dava paci-
entlm nadéji na zapojeni do klinickych zkousek testujicich genové terapie a je
také zakladnim predpokladem pro prenatélni genetickou diagnostiku.
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SUMMARY
MOLECULAR GENETIC CAUSE OF ACHROMATOPSIA IN
TWO PATIENTS OF CZECH ORIGIN

Introduction: Achromatopsia is an autosomal recessive retinal disorder with
an estimated prevalence ranging from 1 in 30.000 to 50.000. The disease is
caused by mutations in six different genes. The aim of the study was to perform
molecular genetic analysis in 11 unrelated probands with a clinical diagnosis
of achromatopsia and to describe clinical findings in those that were found to
carry biallelic pathogenic mutations.

Methods: All probands and their parents underwent ophthalmic examination.
Mutation detection was performed using Sanger sequencing of CNGB3 exons
6, 7, 9-13, which have been found to harbour most disease-causing mutations
in patients with achromatopsia of European origin.

Results: Three known pathogenic variants in CNGB3 were identified in 2
probands. Proband 1 was a compound heterozygote for the c.819_826del;
p.(Arg274Valfs*13) and c¢.1006G>T; p.(Glu336*). Proband 2 carried the
c.1148del; p.(Thr383llefs*13) in a homozygous state. The best corrected
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visual acuity in proband 1 (aged 19 years) was 0.1 in both eyes, in proband
2 (aged 8 years) 0.05 in the right eye and 0.1 in the left eye. Both individuals
had nystagmus, photophobia, and absence of colour discrimination. Fundus
examination appeared normal however spectral-domain optical coherence
tomography revealed subtle bilaterally symmetrical structural changes in the

fovea.

Conclusion: Molecular genetic analysis of Czech patients with achromatopsia
was performed for the first time. Identification of disease-causing mutations in
achromatopsia is important for establishing an early diagnosis, participation in
clinical trials assessing gene therapies and may be also used for preimplantation

genetic diagnosis.
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uvoD

Achromatopsie je kongenitalni autozomalné recesivni
onemocnéni sitnice s odhadovanou prevalenci 1 postiZe-
ny na 30 000 aZ 50 000 obyvatel. Klinicky se projevuje
nystagmem, svétloplachosti, poruchou barvocitu, excen-
trickou fixaci a snizenou zrakovou ostrosti, kterd se ve
vétsiné pripadl pohybuje v padsmu slabozrakosti [23,26].

Biomikroskopicky ndlez na sitnici se jevi u vétSiny
postizenych jedincli jako normalni, pouze u nékterych
pfipadd Ize v makule detekovat jemné presuny pigmentu
nebo atrofické zmény [31]. Pfi elektroretinografickém vy-
Setfeni chybi nebo jsou vyznamné redukované odpovédi
Cipka, zatimco funkce tycinek je normalni nebo pouze mir-
né snizena [3,25].

Achromatopsie byla do nedavna povaZovana za
stacionarni onemocnéni [26], novéjsi studie se vSak
priklani k nazoru, Ze se jednd o pomalu progredujici
chorobu [1,13,30-33]. Analyzou pomoci optické ko-
herenéni tomografie se spektralni doménou (SD-OCT)
bylo definovano 5 rlznych stadii [9,27]. Mirné formy
jsou charakterizovany porusenim kontinuity az absenci
vrstvy elipsoidl vnitfnich segmentl fotoreceptord ve
fovee, které postupné prechdzeji do vyraznéjsi atrofie,
nejtézsi stadium je doprovazené atrofii pigmentového
epitelu [9,27].

Korelace s nalezy na SD-OCT byla demonstrovana pomo-
ci dalsi zobrazovaci metody autofluorescence fundu [1,9].
V prvnich stadiich je signal intenzivnéjsi, pravdépodobné
jako znamka zvyseného metabolického obratu provazejici
prechodové stadium pred zanikem bunék. V pokrocilej-
Sich fazich dochazi k poklesu autofluorescence ve fovee
v dasledku atrofickych zmén. Korelace mezi strukturalnimi
a funkénimi zménami a vékem nebyla signifikantné proka-
zana [1,27].

Achromatopsie je zplsobena mutacemi celkem v 6 ge-
nech: ATF6 [19], CNGA3 [17,34], CNGB3 [14,28], GNAT2
[2,15], PDE6C [29] a PDE6H [16]. Dominuje gen CNGB3
(cyclic nucleotide gated channel beta 3), ve kterém se na-
chazeji pficinné mutace priblizné u 50 % pacientll evrop-
ského plvodu [18]. CNGB3 kéduje podjednotku modulujici
funkci CNG (cyclic nukleotid-gated) kanal(l v cytoplazma-
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tické membrané cipkd, které se podileji na procesu foto-
transdukce [18,21].

V Ceské populaci nebyla dosud molekularné genetic-
ka pri¢ina achromatopsie studovana. Cilem prace bylo
provést u 11 vzajemné nepribuznych pacientl s klinickym
podezifenim na achromatopsii screening na pritomnost
nejcastéjsich kauzalnich mutaci a dale detailné popsat kli-
nické oc¢ni ndlezy u jedincd s achromatopsii potvrzenou na
urovni DNA.

METODY

Genomova DNA 11 probandl ¢eského plvodu s klinic-
kym obrazem achromatopsie byla izolovana pomoci kitu
Gentra Puregene (QIAGEN, Hilden, Némecko) ze vzorku
vendzni krve. Pomoci konvencni metody primého sek-
venovani byl proveden screening exonl 6,7,9-13 genu
CNGB3 (referencni sekvence NM_019098.4). Tento ci-
leny vybér byl proveden na zakladé prace Mayera a kol.
[22], ktery otestoval 1074 proband( evropského plvodu
s achromatopsii a zjistil, Ze u 41,5 % nemocnych vzniklo
onemocnéni na podkladé pouze 12 mutaci v genu CNGB3,
nachazejicich se v ndmi vybranych oblastech. Pouzité pri-
mery a detailni podminky reakci jsou dostupné u autort
na vyzadani. Popis mutaci odpovidal doporu¢enim Human
Genome Variation Society, kdy prvni nukleotid kddujici
sekvence je na pozici 1 [5]. Vyzkum byl proveden v sou-
ladu s Helsinskou deklaraci, probandi nebo jejich zakonni
zastupci podepsali pisemny informovany souhlas. Studie
byla schvélena Etickou komisi VSeobecné fakultni nemoc-
nice v Praze.

U probandi s potvrzenou diagndzou achromatopsie na
urovni DNA jsme provedli podrobné oftalmologické vyset-
feni. Nejlepsi korigovana zrakova ostrost byla zjistovana
pomoci optotypl ETDRS (Early Treatment Diabetic Reti-
nopathy Study) nebo Snellenova typu a prepocitana na
decimalni hodnoty. Testovani barvocitu bylo provedeno
pomoci pseudoizochromatickych tabulek nebo HRR (Har-
dy-Rand-Rittler) testu, zorné pole bylo testovano statickym
perimetrem (M-700, Medmont International, Nunawa-
ding, Austrdlie). V ramci biomikroskopického vysSetrenti sit-
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nice v arteficidlni mydriaze bylo fotografovano ocni pozadi
a autofluorescence fundu u probanda 1 (Visucam 200, Carl
Zeiss Meditec AG, Némecko), u probanda 2 toto nebylo
mozné provést pro vyrazny nystagmus. Jednotlivé vrstvy
makuly byly zobrazeny pomoci SD-OCT (RTVue, Optovue,
Inc, Fremont, USA nebo Spectralis, Heidelberg Engineering
GmbH, Heidelberg, Némecko).

U rodic¢a bylo provedeno pouze zékladni oc¢ni vysetfeni
spocivajici v méreni nejlepsi korigované zrakové ostrosti
a biomikroskopii fundu. Rodi¢e probanda 2 podstoupili
i vySetfeni pomoci SD-OCT.

VYSLEDKY

Primym sekvenovanim bylo u probanda 1 zjisténo, Ze
je slozenym heterozygotem pro mutace v genu CNGB3:
v exonu 6 ¢.819_826del; p.(Arg274Valfs*13) a v exonu 9
¢.1006G>T; p.(Glu336*), pricemz c.819_826del byla zdédé-
naod matky, c.1006G>T od otce (Obrazek 1a). U probanda 2
byla detekovana v homozygotnim stavu mutace c.1148del;

I:1
c.1006G>T/wt

I:2
c.819 826del/wt

o

I1:1
c.819_826del/c.1006G>T

a

p.(Thr383llefs*13), kazdy z rodic¢a byl tedy heterozygotnim
nositelem pro tuto variantu (Obrazek 1b).

Proband 1 byl sledovan od prvnich mésicQ Zivota pro ny-
stagmus a vyraznou svétloplachost. V 19 letech byla nejlepsi
korigovana zrakova ostrost oboustranné 0,1 s pouZzitim hra-
novych filtrG a korekci na pravém oku +1,50 D = -1,00 Dcyl
ax 170° a na levém oku plan = -0,75 Dcyl ax 180°. Testovani
barvocitu potvrdilo totalni poruchu vnimani barev. Vyset-
fenim zorného pole byly zjistény oboustranné centralné
relativni skotomy, ovSsem validita provedeného vysetreni
byla pro vyraznou ztratu fixace nizka (Obrazek 2c). Biomi-
kroskopicky se zadni pdl fundu jevil fyziologicky (Obrazek
2a). Intenzita autofluorescence v makule byla také v normé
(Obrazek 2b). Kvalita snimkd ziskanych pomoci SD-OCT byla
zhorSena pro nystagmus, nicméné jednoznacné byla poru-
Sena kontinuita vrstvy fotoreceptora (Obrazek 2d), tedy na-
lez odpovidajici stadiu 1 dle Greenberga a kol. [9]. VySetreni
obou rodicl neprokazalo Zzadné oéni abnormality.

U probanda 2 se také onemocnéni projevilo svétlopla-
chosti a nystagmem od prvnich mésic Zivota. Diagnoza
achromatopsie byla stanovena ve 4 letech. Zrakova ost-

O

I:1 1:2
c.1148del/wt c.1148del/wt

2
’ II:1 I1:2
c.1148del/c.1148del

b

Obrazek 1. Rodokmeny obou rodin a segregace identifikovanych mutaci v genu
CNGB3, wt oznacuje referenc¢ni sekvenci (anglicky ,wild type®). a) rodina pro-

banda 1, b) rodina probanda 2

Obrazek 2. Klinicky nalez u obou probandd s achromatopsii. a) fotografie fundu pravého oka probanda 1, b) autofluores-
cence fundu pravého oka probanda 1, c) perimetr pravého a levého oka probanda 1, d) optickd koherencni tomografie se
spektralni doménou (SD-OCT) levého oka probanda 1, e) SD-OCT levého oka probanda 2
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rost Cinila v té dobé 0,1 na obou ocich bez korekce a cy-
kloplegicka refrakce byla +3,25 D = -3,00 Dcyl ax 6° na
pravém oku a +3,00 D = -1,50 Dcyl ax 13° na levém oku,
ta vSak zrakovou ostrost nelepsila. Ve véku 8 let byla zra-
kova ostrost bez korekce 0,05 na pravém oku a 0,1 na
levém oku. K jejimu zlepseni nedochazelo ani pfi pouZziti
hranovych filtrd, nicméné tyto alespon vyznamné redu-
kovaly svétloplachost. Vysetfenim barvocitu byla potvr-
zena totdlni barvoslepost oboustranné. Biomikropicky
nalez na sitnici byl bez patrnych strukturalnich zmén, pro
nystagmus a svétloplachost vsak nebylo mozno pofidit
kvalitni fotografii o¢niho pozadi a rovnéz nebylo mozné
zdokumentovat autofluorescenci fundu. Kvalita SD-OCT
snimkd makuly byla snizena (Obrazek 2e), nicméné vrstva
elipsoidll byla pfitomna, stadium onemocnéni jsme tedy
vyhodnotili jako 1 [9]. O¢ni nélez rodicl byl v normé.

DISKUSE

Poprvé jsme u pacient( ¢eského plvodu s klinickou dia-
gndzou ¢i podezienim na achromatopsii provedli detekci
kauzalnich mutaci. Stanoveni diagndzy na Urovni genu ma
u achromatopsie velky pfinos, nebot zejména v raném
détstvi nelze validné provést fradu nezbytnych objektivnich
a subjektivnich vysSetreni, jako jsou SD-OCT, autofluores-
cence fundu, vysetfeni barvocitu nebo elektroretinografic-
ké vysSetreni.

Signifikantni korelace mezi fenotypem a genotypem
nebyla u achromatopsie prokazana [8,31], a proto nelze
dle klinického nalezu urcit gen, ve kterém by se mohly na-
chazet patogenni varianty. Podle dostupné literatury se
na vzniku onemocnéni nejvice podileji kauzalni mutace
v genu CNGB3 [18]. Z 10 nejcastéjsich patogennich variant
v tomto genu vyskytujicich se u jedincd s achromatopsii
pGvodem prevaziné ze zadpadni Evropy [22] jsme u 11 pa-
cientll ceského plvodu nalezli pouze tfi: c.1148del, c.819
826del, c.1006G>T. Mutace c.1148del, ktera byla zjisténa
u probanda 2, je vlibec nejcastéjsi patogenni alelou, v ho-
mozygotnim stavu byla pfitomna v rozsahlé studii Citajici
1074 probandu u vice nez pétiny rodin [22].

To, Ze jsme prokazali obé patogenni varianty pouze
u dvou probandl z 11 (18 %), oproti ocekdvanym 42 %
naznacuje, Ze u Ceskych pacientl je spektrum a frekvence
kauzalnich mutaci jiné neZ v dosud studovanych popula-
cich z jinych evropskych zemi. Toto zjisténi vSak muze byt
zkresleno malym souborem pacient(.

Klinicky o¢ni nalez byl u nasich proband( typicky. Achro-
matopsie se manifestovala jiz v prvnich mésicich Zivota
nystagmem a svétloplachosti, rovnéz zrakova ostrost byla
u obou v pasmu tézké zrakové vady, které je definovano
rozmezim zrakové ostrosti od 0,05 do 0,1 [11]. Biomikro-
skopicky se sice nélez na sitnici jevil v normé, nicméné po-
moci SD-OCT bylo moZno v makule prokazat u obou pro-
band( diskrétni strukturalni zmény.

U¢inna lé¢ba achromatopsie zatim neexistuje, pacienti
jsou odkazani pouze na zrakové korekéni pomducky.
Svétloplachost ze ¢astecné eliminovat noSenim specidlnich
absorpcnich cocek, tzv. hranovych filtri. Pokud jsou znamé
kauzalni mutace, maji rodice postizeného ditéte v pripadé
dalsi gravidity moznost preimplantacni genetické diagnos-
tiky [10,35]. V soucasnosti také probihaji klinické zkousky
genové terapie u pacientl s mutacemi v genech CNGA3
a CNGB3 [6,7,12]. Jejich mozny efekt byl podporen v pre-
klinickych studiich na zvifecich modelech, které prokazaly
zlepseni elektroretinografickych nélezl i zrakové ostrosti
[4,20,24].

ZAVER

Achromatopsie je sice vzacné onemocnéni, ale Ize se
s nim v klinické praxi potkat. Diagnostické rozpaky, které
u malych déti achromatopsii ¢asto provazeji, predstavuji
pro rodinu ¢asto zna¢nou psychickou zatéz. Pri podezieni
na tuto klinickou jednotku doporucujeme genetické testo-
vani, které muzZe diagnosticky proces vyrazné zkratit.

Dékujeme Ing. Martinu Meliskovi za provedeni vysetre-
ni pomoci SD-OCT a zpracovani vysledkd. Prace byla pod-
porena granty Univerzity Karlovy PROGRES Q26, UNCE
204064 a SVV 260367/2017.
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