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Abstrakt

Hluchoslepota, neboli kombinované postizeni, je soufasné poSkozeni zraku a
sluchu riizného stupné s incidenci cca 1 : 8000 déti a 1 : 5500 dospélych. Jeji nejcastejsi
genetickou piic¢inou jsou syndromy Sticklertv (STL) a Usherav (USH).

Hlavnim cilem této prace je poskytnout aktualni piehled o vyskytu STL a USH
v CR a SR, upfesnéni korelaci genotypu s fenotypem pro nasi populaci a tim diagnostickych
kritérii.

Pro podezieni na STL jsme pomoci sekvenovani a MLPA vysSetiili celkem 45
pacientll z 28 rodin. U 39 pacienti z 22 rodin jsme nalezli potencidln¢ kauzalni varianty STL
genl. Detekovali jsme celkem 15 rliznych variant (z toho 8 novych) v genu COL2A41 u 28
pacientll z 18 rodin a 4 rzné dosud nepopsané varianty v genu COLIIA1 u 11 pacientl ze 4
rodin. Pfi¢inu onemocnéni jsme objasnili u 22 rodin (79% vySetfovanych).

Do vyzkumu USH bylo zatazeno 30 pacientll z 27 rodin. Nejcastéji jsme zachytili
patogenni varianty v genu USH2A4, a to 19 variant u 14 rodin, z toho 10 popsanych a 9
novych. Dale jsme nalezli 6 variant (5 novych) v genu MYO74 (3 rodiny), 3 (2 nové) v genu
USHIC (2 rodiny) a 3 (2 nové) v genu CDH23 (2 rodiny). U dvou rodin byla zji$téna sloZzena
heterozygozita pro varianty ve dvou rtznych USH genech. Pfi¢inu hluchoslepoty v této
skupiné nemocnych jsme objasnili u 21 rodin (78 % vySetfovanych).

Na zakladé vysledkli této studie jsme postulovali zptesnénd diagnosticka a

indikaéni kritéria pro zvyseni zachytu STL a USH v CR a SR.

Klic¢ova slova

COL2A41, hluchoslepota, kolagen, NGS sekvenovani nové generace, odchlipeni sitnice,

retinitis pigmentosa, Sangerovo sekvenovani, Stickleriv syndrom, USH2A, Usheriiv syndrom



Abstract

Deafblindness is a combined impairment of vision and hearing with an incidence of
about 1: 8000 children and 1: 5500 adults. The most common genetic causes are the Stickler
(STL) and Usher (USH) syndromes.

The main goal of this work is to provide an up-to-dat overview of STL and USH in
the Czech and Slovak Republic (CR and SR), to determine the correlations between the
genotypes and phenotype in our population and the associated diagnostic criteria.

Using sequencing and MLPA we examined 45 patients from 28 families for suspected
STL. We found potentially causal variants of STL genes in 39 patients from 22 families.
Fifteen different COL2A1 variants (8 being novel) were found in 28 patients from 18 families
and 4 novel COL11A1 variants were found in 11 patients from 4 families. We identified the
cause of the disease in 79% of the families.

The USH study involved 30 patients from 27 families. The most frequent cause was
USH2A pathogenic variants, i.e. 19 variants in 14 families, 9 being novel. Less common were
pathogenic variants in MYO7A (6 variants in 3 families, 5 being novel), USHIC and CDH23
(3 variants, 2 being novel, in 2 families both) genes. In 2 families, compound heterozygosity
was found for variants in two different USH genes. The deafblindness etiology was clarified
for 24 patients from 78% families.

Based on the results of this study, we postulated more precise diagnostic and indication

criteria for increasing STL and USH detection in the CR and SR.

Keywords

COL2A41, collagen, deafblindness, NGS next generation sequencing, retinal detachment,

retinitis pigmentosa, Sanger sequencing, Stickler syndrome, USH2A, Usher syndrome
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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ANK
AR
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CENT
CMV
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cVEMP

v
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db

DK
EDTA
ExAC

ERG
FACIT

HGMD
HGVS
HK
KRS
LamG
LamNT
LORM
LOVD
MLPA

adeno-asociovany virus

American College of Medical Genetics
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Attention Deficit Hyperactivity Disorder

ankyrin

autosomalné recesivni

vySetfeni kmenovych evokovanych sluchovych potenciali (z angl. Brainstem
evoked response audiometry)

centralni oblast (doména)

cytomegalovirus

pozitivni tlak kontinualné podavany do dychacich cest (z angl. continuous
positive airway pressure)

cervikalni vestibuldrni myogenni evokovany potencial

Ceska republika

dédic¢nost

databéaze

dolni koncetiny

kyselina ethylendiamintetraoctova

Exome Aggregation Consortium (Broad Institute, USA; databaze populacnich
frekvenci variant; exac.broadinstitute.org/)
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kolageny asociované s fibrilami s pferuSenim trojSroubovice (z angl. fibril
associated collagens with interrupted triple helices)

Human Gene Mutation Database

Human Genome Variation Society

horni koncetiny

kongenitalni rubeolovy syndrom

laminin G doména

laminin N-terminalni doména

spolecnost pro hluchoslepé

Leiden Open Variation Database

Multiplex ligation-dependent probe amplification
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MNP Multi Nucleotide Polymorphism

MS Marshalliv syndrom

MVP prolaps mitralni chlopné€ (z angl. mitral valve prolapse)
NAS nonsense-mediated altered splicing

NCBI National Center for Biotechnology Information

NGS next generation sequencing

NMD nonsense-mediated mRNA decay

NSS novorozenecky screening sluchu

OAE otoakustické emise

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

OSMED otospondylomegaepifyzarni dysplazie

PBM PDZ binding motif

PCR polymerase chain reaction

PMV psychomotoricky vyvoj

PRS Pierre-Robinova sekvence

PTC pfedcasny terminacni kodon (z angl. premature termination codon)

RP retinitis pigmentosa

RPE retinalni pigmentovy epitel

SAM sterile alpha motif

SD-OCT optickd koheren¢ni tomografie se spektralni doménou (z angl. spectral domain

optical coherence tomography)

SEDC spondyloepifyzarni kongenitalni dysplazie
SNP Single Nucleotide Polymorphism

SR Slovenska republika

STL Sticklertiv syndrom

TBC tuberkuloza

tt tyden téhotenstvi

USH Ushertiv syndrom

Uz ultrazvuk

VNTR variable number of tandem repeat (angl.)

EGF Lam laminin-type EGF-like doména
FN3 fibronection type III doména

Calx Ca2+-binding calcium exchanger f doména
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VLGRI1b very large G-coupled protein receptor isoform 1b

VUS varianta nejasného vyznamu (z angl. variant of unknown significance)
WES whole exome sequencing
WGS whole genome sequencing
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I.UVOD

1. Vymezeni pojmu hluchoslepota

Hluchoslepota, neboli dudlni senzorické postizeni, je unikatni postizeni, které vznika
kombinaci poskozeni zraku a sluchu. Zahrnuje Sirokou Skélu zavaznosti a kombinaci, od
uplné nevidomosti a hluchoty az po slabozrakost a nedoslychavost. Schopnost vidét a slyset je
hlavnim zdrojem informaci pro kazdého jednotlivce a disledek soubéhu poruch funkci obou
smysli mé zasadni dopad na Zzivot ¢loveéka a predstavuje specialni formu omezeni. Mira
postiZzeni obou smysli se v tomto pfipadé nescCitd, ale nasobi, nebot’ hluchoslepy jedinec si
nemuZe postizeni jednoho smyslu kompenzovat smyslem druhym. Svétovd zdravotnicka
postizeni nepfindsi tolik bariér jako pravé hluchoslepota. Kombinovana porucha sluchu a
zraku zpUsobuje extrémni té€Zkosti v oblasti vychovy a vzdélavani, vznikaji zdvazné potize v
psychosocialni oblasti, pii komunikaci, socidlni interakci s okolim, v pracovnim a
spolecenském Zzivoté, v mobilité, v pfistupu k informacim a pfi zajiStovani vlastnich Zivotnich
potfeb takto postizené¢ho clovéka. Jednim z hlavnich problémt hluchoslepych je jejich
socialni izolace a obavy z vylouceni ze spolec¢nosti. V raném détstvi v minulosti byvala ¢asto
hluchoslepota zaménovana za mentalni retardaci a hluchoslepy jedinec byl umistén do
neadekvatniho zafizeni s nevhodnym pouZitim lé€ebnych metod. Lidé trpici hluchoslepotou
od narozeni se nemohou pfirozenou cestou naucit mluvit (Ludikova, 2000).

V soucasné dobé neni zavedena piesna definice pojmu hluchoslepota a terminologie
pro skupinu osob s timto kombinovanym postizenim je pomémé komplikovand. V Ceské
republice (CR) zatim neni legislativn& ukotvena definice hluchoslepoty a v soucasnosti patii
mezi nejfrekventovanéjsi terminy ,,vicenasobné postiZzeni®, ,kombinované postizeni“ a
,kombinované vady*. Na tyto pojmy je nazirano jako na synonyma a jsou take takto uzivany
(Ludikova, 2005). Podle o. s. LORM - Spole¢nosti pro hluchoslepé, ktera je v CR nejdéle
pusobici organizaci zabyvajici se problematikou hluchoslepoty, a kterd se také podilela na
navrhu jednotné definice hluchoslepoty, je definice nasledujici: ,,Hluchoslepota je jedine¢né
postizeni dané riznym stupném soubé&zného poskozeni zraku a sluchu. Zplisobuje predevsim
potize pi1 komunikaci, prostorové orientaci a samostatném pohybu, sebeobsluze a pfistupu k
informacim. Zabrainuje hluchoslepému ¢lov€ku plnohodnotné se zapojit do spolecnosti a
vyzaduje zajisténi odbornych sluzeb, kompenzacnich pomicek a upravy prostiedi.“ (LORM
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Spolecnost pro hluchoslepé z.s. [online]. LORM: © 2015 [cit. 8.5.2020]. Dostupné z:
http://www.lorm.cz).

Na Slovensku je pouzivan pojem ,,viacndsobné postihnutie* a ,,viaceré¢ chyby*. Od
roku 1997 tady funguje neziskova organizace Majak - jediné zafizeni pro dospé€lé postizené
hluchoslepotou, které definuje hluchoslepotu podle Svétové federace hluchoslepych z fijna
2001 jako "jedine¢né postizeni zpusobené kombinaci vézného sluchového a zrakového
poskozeni.“ (http://www.majak-no.sk).

Mira postizeni sluchu azraku se da pfi kombinovaném postizeni velmi obtizné
stanovit a dochazi proto velmi casto k chybné diagnostice. Interdisciplinarni pfistup vcetné
odbornych znalosti a dovednosti (know-how), které souviseji s hluchoslepotou, jsou potieba
pro poskytovani sluzeb a zmén v prostfedi (LORM Spolecnost pro hluchoslepé z.s. [online].

LORM: © 2015 [cit. 8.5.2020]. Dostupné z: http://www.lorm.cz).

1.1 Klasifikace osob s hluchoslepotou

Jedinci s kombinovanym postizenim zraku a sluchu tvofi heterogenni skupinu a proto
také existuje pomérné Siroka Skala klasifikaci hluchoslepoty na zakladé rGznych kritérii.
Hluchoslepota se vyskytuje v mnoha variantach, a to v zavislosti na stupni a dob& vzniku
zrakového a sluchového postizeni (Ludikova, 2001). Hluchoslepy c¢lov€k nemusi mit
naprostou ztratu obou smysli. Do této skupiny spadaji i osoby s ¢astecnou ztratou nékterého
nebo obou smyslii. Postizeni kazdého hluchoslepého jedince je zcela individualni, zavislé na
dob& vzniku, délce projevu smyslového poSkozeni, na jeho stupni a intelektudlnich
pfedpokladech. Dle doby vzniku postiZzeni se muize jednat o hluchoslepotu prenatilni ¢i
postnatalni, prelingvalni nebo postlingvalni. Lidé s vrozenou hluchoslepotou musi rozvijet
jazyk 1 ptes ztratu zraku a sluchu, zatimco u lidi se ziskanou hluchoslepotou je klicové
udrZeni jazykové schopnosti na Grovni pfed zacatkem postiZeni.

ProtoZe jsem se v této praci zaméfila na genetické pticiny hluchoslepoty, uvadim zde
nejcastéjsi klasifikaci osob s dudlnim postizenim sluchu a zraku z hlediska stupné dudlniho
postizeni a doby, kdy k postizeni obou smysli doslo, a kterd byla také v této praci

zohlednéna.
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Klasifikace dle stupné dualniho postizeni

e slabozraky nedoslychavy — osoba se zbytky zraku a sluchu

¢ nedoslychavy nevidomy — osoba se zbytky sluchu s totalni ¢i praktickou slepotou
e slabozraky neslySici — osoba se zbytky zraku a totalni ¢i praktickou hluchotou

e prakticky hluchoslepy — osoba s minimalnimi zbytky zraku a sluchu

e totaln¢ hluchoslepy — osoba totaln¢ nevidoma a neslysici

(Hlavaova, 2007)

Klasifikace podle doby vzniku postizeni

e hluchoslepi od narozeni ¢ili s hluchoslepotou vrozenou

e hluchoslepi s vrozenym poskozenim sluchu a s poSkozenim zraku ziskanym v
pozd¢jsim obdobi zivota

e hluchoslepi s vrozenym poskozenim zraku a s poskozenim sluchu ziskanym v
pozd¢jsim obdobi zivota

¢ hluchoslepi s posSkozenim zraku a sluchu ziskanym v pozdéj$im obdobi Zivota

(Kowalik, Banka, 2000)

1.2 Incidence hluchoslepoty

Riizné literarni zdroje uvadéji, Ze prevalence hluchoslepoty je odhadovana na 1 : 8000
déti a 1 : 5500 dospélych. Podle prizkumu v nékterych rozvinutych zemich (USA, Kanada,
Dénsko, Holandsko, Velka Britanie) je odhadovano, Ze na 100 000 obyvatel pfipada 40 osob
postizenych hluchoslepotou. Podle statistiky na zaklad¢€ riiznych prazkumu vyplyva, ze 7 % z
celkového poctu hluchoslepych osob tvofi osoby hluchoslepé od narozeni. Osoby od narozeni
nevidomé bez poruchy sluchu pfi narozeni predstavuji 4 % z celkového poctu hluchoslepych,
od narozeni neslySici bez ptitomné poruchy zraku pii narozeni 35 % a osoby narozené jako
vidici a slySici 54 % z celkového poctu osob s hluchoslepotou. Celkem tedy statisticky tvofi
jedinci se ziskanou hluchoslepotou 93 % z celkového poctu osob s hluchoslepotou (Jakes,
2011).

V Evropské wunii Zije dle rlznych informacnich zdroji minimaln¢ 150 000

hluchoslepych lidi. Podle www.sense.org.uk zije jen ve Velké Britdnii az 390 000
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hluchoslepych. Spolehlivy udaj o vyskytu hluchoslepoty v CR bohuzel chybi, a piestoZe je
vyskyt vrozené hluchoslepoty v populaci pomérn€ vzacny, podle statistickych udaji lze
predpokladat, ze se zde vyskytuje ptiblizné 4000 osob s hluchoslepotou, z toho asi 400 déti.

Obcanské sdruzeni LORM dnes eviduje pies 225 hluchoslepych Zijicich v CR. Podet jedincti

postizenych hluchoslepotou neni zndm ani na Slovensku.

1.3 Etiologie hluchoslepoty

Etiologie hluchoslepoty je znacn¢€ heterogenni, a stile existuje mnoho piipadi, u
kterych vznik hluchoslepoty neni dostate¢né objasnén. Zjistit konkrétni pficiny, které
hluchoslepotu zpusobuji, je slozité, zvlast pokud se jednd o kombinaci vice faktort. Existuje
ptes 70 znadmych pficin hluchoslepoty, a to ziskanych nebo vrozenych, avSak u nékterych
jedincti se pfic¢iny hluchoslepoty nepodafilo doposud objasnit. Pfi¢inou mohou byt rizna
onemocnéni, pii nichZ je hluchoslepota bud’ dominantnim znakem, nebo se muze jednat o
ptidruzeny klinicky ptiznak.
starnuti, infekéni onemocnéni (meningitida), urazy, tumory, slepota na podklad¢
nekompenzovaného diabetu, progrese zrakovych a sluchovych vad, drogy, alkohol a vyvojové
a nasledna dlouhodoba oxygenoterapie nedonoSenych novorozenct, traumata vyskytujici se v
prabéhu porodu, metabolické poruchy, virové encefalitidy, intoxikace a virové onemocnéni
matky v pribéhu téhotenstvi (Ludikova, 2001). Nejvétsi skupinu hluchoslepych osob tvori
lidé se ziskanym postizenim zraku a sluchu ve vy$§im véku Zivota. Hlavnimi pfi¢inami
poskozeni zraku jsou vékem podminénd makularni degenerace, katarakta a glaukom. Porucha
sluchu ve vysS§im véku se nazyva presbyakuzie, vétSinou je definovéana jako sensorineuralni
porucha sluchu zplisobenad degenerativnimi zménami vlaskovych bunék v Cortiho organu v
disledku dlouhodobé sluchové zatéze (Van Eyken et al., 2007).

Recentni populacni studie uvadéji, ze bylo identifikovano vice nez 30 pficin vrozené
(prelingvalni) hluchoslepoty (Dammeyer, 2010). K ¢asto zmiflovanym pfi¢indm kongenitalni
hluchoslepoty patii kongenitalni rubeolovy syndrom (KRS), jehoZ pfi¢inou je teratogenni
pusobeni viru rubeoly (zardének) na plod. Vzhledem k rozsahlému a pravidelnému ockovani

je nyni vyskyt rubeoly, ktera byla jednou z hlavnich pfi€in vrozené hluchoslepoty a

22


https://cs.wikipedia.org/wiki/Cortiho_org%C3%A1n

psychomotorické retardace, mimotaddné¢ vzéacny. Jako dal§i pficiny hluchoslepoty v
prenatalnim obdobi lze uvést infekci cytomegalovirem (CMV), syfilis a toxoplazmoézu. Pti
podezieni, ze porucha sluchu miize byt podminénd kongenitalni infekci, jsou vhodné
sérologické testy na CMV, toxoplazmoézu a syfilis. Po zjisténi poruchy zraku a sluchu je
dalezité zajistit peclivou anamnézu, klinické, laboratorni a zobrazovaci vySetfeni vcetné
HRCT ¢i MRI mozku a pokud neni jasné stanovena infekéni ¢i jind environmentalni pficina,
tak zejména u vrozené hluchoslepoty (¢i alespon jedné jeji slozky), je na misté indikovat
genetické vysetieni.

Specifickou pricinou hluchoslepoty jsou dédi¢né poruchy zraku a sluchu, a to zejména
Stickleriv a Usheriv syndrom, na které jsem se v této studii zaméfila a které jsou blize
popsané v samostatnych kapitoladch 2 a 3. V literatufe bylo popsano vice nez 400 syndromt s
hluchotou jako jednim z hlavnich symptom, pficemz nejcastéjSimi jsou Usherv syndrom a
Pendrediiv syndrom (Angeli et al., 2012). Tato skupina syndromti zahrnuje velky soubor
dédi¢nych onemocnéni, u kterych je ztrata sluchu spojena s riznymi poruchami pohybového
aparatu, kardiovaskuldrniho systému, urogenitdlniho systému, nervového systému,
endokrinniho systému nebo traviciho systému. Asi 40 z téchto syndromii zahrnuje oc¢ni
poruchu. K ¢asto zminovanym syndromiim asociovanych s hluchoslepotou patii syndrom
CHARGE, Moebiiv syndrom, Rosenbergiiv syndrom, Goldenhariiv syndrom, Alstromuv
syndrom a Patauliv syndrom.

Poruchy v jednotlivych kauzdlnich genech jsou zodpov&€dné za piiblizné 50 %
sluchovych defektd u novorozencii a genetickd predispozice je dilezitym determinantem v
nékterych forméch ztraty sluchu souvisejicich s vékem. Ze vSech hereditarnich pticin poruchy
sluchu je asi 30 % syndromovych a 70 % nesyndromovych (Gorlin et al., 1995).

Diiv¢jsi udaje ukazovaly, Ze vrozena hluchota postihuje 1/1 000 narozenych déti
(Morton, 1990), a ptiblizné dalSich 3/1 000 se narodi s urcitou poruchou sluchu. Po zavedeni
celoplosného screeningu sluchu bylo v USA zjiSténo, Ze vrozend hluchota se tyka 1/300
narozenych déti, 1/300 ma lehkou az stfedni poruchu sluchu a u dalSiho 1 z 300 déti se
porucha sluchu projevi do véku 18 let (Schrijver, 2004). Pokud neni zaveden celoplosny
novorozenecky screening sluchu (NSS), zistdva cca 30 - 50 % vrozenych poruch sluchu
neodhalenych. Na Slovensku se screening sluchu u novorozencii zacal provadét v roce 1998 a
v soucasnosti je povinny u vSech novorozencti od 1. 5. 2006. Pfi porovnani identifikace
oboustranné tézké poruchy sluchu/hluchoty pied zavedenim a po zavedeni celoplosného

screeningu sluchu novorozencli se na Slovensku odhalilo o 22,8 % vice déti s poruchou
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sluchu. Po zavedeni celoplosného screeningu byla porucha sluchu diagnostikovéna pted 6.
meésicem zivota az u 50 % pacientli, oproti pouhym 11 % ptipadd pted jeho zavedenim
(Jakubikova, Zavodna, 2003). V CR je provadéni novorozeneckého screeningu sluchu
podpoteno legislativné Metodickym pokynem k zajisténi celoploSného novorozeneckého
screeningu sluchu a nasledné péce, Véstnik MZ CR, castka 7/2012. Realitou viak zGstava, ze
provadéni screeningu sluchu se sice zlepsuje, plosny NSS vSak v soucasnosti funguje a je
statisticky sledovan pouze v Moravskoslezském, Kralovéhradeckém a Pardubickém kraji
(Havlikova et al., 2015). V téchto krajich byl téz zaveden screening predskolnich déti a to s
velmi prekvapivym vysledkem, kdy byla zachycena klinicky vyznamna nedoslychavost u 4 %
pétiletych déti, kdy u 0,3 % se jednalo o ztratu oboustrannou a senzorineuralni (Skoloudik et
al., 2018). Sougasti novorozeneckého screeningu v CR je téZ screening kongenitalni katarakty
pomoci oftalmoskopu, dal$i ocni vady nejsou pfedmétem novorozeneckého screeningu
(Filous et al., 2000).

Vyzkum v oblasti hluchoslepoty ¢eli mnoha vyzvam, hlavnimi body jsou v soucasné
dobé: ustanoveni piesné definice hluchoslepoty, kterd je dodnes nedostatecnd a kde nebyla
nalezena prozatim shoda, vzécnost vyskytu, heterogenita populace - v dasledku které je
obtizné studovat jedince s hluchoslepotou v ramci jedné skupiny, komunikacni bariéry,
problémy s pouzitim tradi¢nich vySetfovacich procedur a psychologickych testii - protoze tyto
Casto vyzaduji plné fungovani obou smysli. Dilezitd je proto kooperace v ramci sbéru dat -
dostatecné mnozstvi vzorki, vyvoj spolehlivych a platnych testll a nastroji pro hodnoceni dat

a rozvoj novych vyzkumnych metod a ptistupti (Dammeyer, 2015).

1.4 Syndromova porucha zraku a sluchu - nejéastéjSi syndromy

Syndromova ztrata zraku a sluchu se vyskytuje Casto v spojeni s dal§imi symptomy,
nejcastéji malformacemi orofacidlni oblasti €1 mozku, vrozenymi vadami vnitinich organt bez
jakékoliv zfejmé stigmatizace ¢i poruchy fyzického a mentilniho vyvoje. V nésledujicich
kapitolach jsou uvedeny a blize popsany nej€astejsi syndromy s dualnim postizenim zraku a

sluchu kromé& STL a USH syndromu, kter¢ jsou popsany dale v samostatnych kapitolach.
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1.4.1 CHARGE syndrom

Syndrom CHARGE, MIM #214800, (akronym z angl. Coloboma of the eye, Heart
defects, Atresia of the choanae, Retardation of growth and/or development, Genital and/or
urinary abnormalities, and Ear abnormalities) je vzacné AD onemocnéni s prevalenci 1-9:100
000 obyvatel (https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/OC_Exp.php?Ing=EN&Expert=138,
Kéllén et al.,, 1999). Akronym CHARGE pfedstavuje soubor nésledujicich hlavnich
klinickych pfiznakt: o¢ni kolobom a posSkozeni kranidlnich nervl, srde¢ni vady, atrézie
choan, psychomotorickd retardace (PMR) a porucha rtstu, genitoureteralni abnormality,
anomadlie zevniho, stfedniho a vnitiniho ucha, a sluchového postizeni. Mezi dal$i symptomy
patii orofacialni rozstépy, problémy s polykanim a dychanim. Na molekuldrni urovni jsou
nejcastéjsi pfi¢inou onemocnéni patogenni mutace v genu CDH7 (Lalani et al., 2006) nebo
SEMA3E (Lalani et al., 2004). Mohou se také vyskytovat mikrodelece a mikroduplikace v
oblastech 7q21.11 a 8q12.1-2, kde jsou tyto geny lokalizovany (Vissers et al., 2004). Piblizné

u 5 % pacientti je pti¢inou onemocnéni mikrodelece 22q11.2 (Corsten-Janssen et al., 2013).

1.4.2 Alstrémiiv syndrom

Jde o vzacné AR multisystémové onemocnéni (MIM #203800) s prevalenci piiblizné
1:1000000 v Evropé a Severni Americe. Celosvétové bylo identifikovano vice nez 950
ptipadii  (https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/OC_Exp.php?Expert=64, cit. 13.5.2020).
Pacienti jsou typicky malého vzristu. K hlavnim klinickym pfiznakiim syndromu patii
dystrofie tyc¢inek, porucha sluchu, kardiomyopatie, diabetes mellitus 2. typu, obezita,
hormonalni a metabolické poruchy a chronické progresivni onemocnéni ledvin (Marshall et
al., 2015). Obvykle se jako prvni ptiznak vyskytuje v obdobi mezi narozenim a vékem 15
mésict progresivni pigmentova retinopatie (dystrofie ty¢inek a ¢ipki), ktera konci slepotou.
Progresivni oboustrannd senzorineurdlni ztrata sluchu se vyskytuje v prvni dekadé az u 70 %
jedinct, pficemz pramérny veék pii detekci ztraty sluchu je sedm let (Marshall et al., 2005,
Ozantiirk et al., 2015, Lindsey et al., 2017). Inzulinova rezistence je obvykle doprovazena
koznimi zménami acanthosis nigricans. Témé&f vSichni pacienti vykazuji hypertriglyceridémii
(Paisey et al., 1993). Pti¢inou onemocnéni je porucha v genu ALMSI s podilem 85 %-90 %
patogennich variant (Marshall et al., 2015).
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1.4.3 Goldenhariv syndrom

Goldenharv syndrom (GS, MIM #164210), znamy také jako hemifacidlni
mikrosomie nebo okulo-aurikulo-vertebralni dysplazie, je vzacné onemocnéni se Sirokou
Skalou klinickych projevii zahrnujicich rizné kraniofacialni, vertebralni, srdecni a rendlni
anomalie, a anomadlie centralniho nervového systému (Anderson, David, 2005). Néapadna
asymetrie obli¢eje u postizenych je zplisobena unilateralni hypoplazii stfedni Casti obliceje.
Syndrom je také asociovan s malformacemi zevniho a stiedniho ucha, oka, vrozenymi
vyvojovymi vadami mozku, srdce a jinych vnitinich orgéant. Tento stav ma prevalenci v
rozmezi 1:3500 az 1:7 000 ziv€é narozenych déti s pomérem muzi a zen 3:2 (Martelli et al.,
2010, Kokavec, 2006). Etiologie GS zlstava neznama. Nékteré piipady maji AD, AR a

multifaktoridlni dédicnost, vétSina ptipadit GS je vSak sporadicka (De Golovine et al., 2012).

1.4.4 Norrieho choroba

Norrieho choroba (ND, MIM #310600) je X-vazana AR porucha, ktera se vyznacuje
velmi ¢asnou détskou slepotou v disledku degenerativnich a prolifera¢nich zmén retiny, kdy
prvnim pfiznakem je Sedd masa za cockou, pozdé&ji vznikd katarakta a dochdzi k atrofii bulbu.
Dale se muze vyskytovat nystagmus a strabismus. U ND je oboustranné pfitomny
pseudogliom sitnice, ktery je pfi¢inou slepoty. Postizeni centrdlni nervové soustavy se
projevuje epileptickymi zachvaty (Berger et al., 1992, Lomnickova, RaSka, 1969). Ptiblizn¢
50 % pacientid vykazuje urcitou formu progresivni dusevni poruchy, ¢asto s psychotickymi
rysy, a piiblizné u jedné ttetiny pacientll se ve druhé dekad¢ vyviji senzorineuralni hluchota
(Berger et al., 1992). U né¢kterych pacientll s komplexnéj$Sim fenotypem se vyskytuje takeé
mentalni retardace s poruchou chovani s autistickymi rysy, autonomni dysfunkci a atonickymi

ktecemi (Collins et al., 1992). Pfi¢inou onemocnéni je defekt genu NDP.

1.4.5 Waardenburgiiv syndrom

Waardenburgliv syndrom (WS, MIM #193500) je AD onemocnéni s prevalenci 5-
6:100 000 obyvatel (asi 5 % neslySicich) (Tamayo et al., 2008), které je charakterizovano
kromé& senzorineuralni ztraty sluchu také poruchou pigmentace, projevujici se bilym pruhem

ve vlasech nebo predCasnym Sedivénim vlasl, Castou heterochromii duhovek a typickou
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stigmatizaci - dystopia canthorum, hypertelorismus, epikanty a hypoplasticka alae nasi (Read,
Newton, 1997). Doposud byly popsany 4 typy WS, které se lisi pritomnosti typického znaku
dystopia canthorum, anomalii hornich koncetin a Hirsprungovy choroby. Pfi¢inou
onemocnéni jsou mutace v 6 kauzalnich genech: PAX3, MITF, SNAI2, SOX10, TYR, EDN3
(Pingault et al., 2010).

1.4.6 Wolframiiv syndrom

Wolframtv syndrom (WFS, MIM #222300), také znamy jako DIDMOAD syndrom, je
vzacna neurodegenerativni porucha zahrnujici diabetes mellitus typu I (DM), diabetes
insipidus (DI), hluchotu (D), atrofii optiku (OA) a dalsi neurologické priznaky jako
cerebelarni ataxie, periferni neuropatie, demence a psychiatricka onemocnéni (Chaussenot et
al., 2011, Swift et al., 1990). Prevalence onemocnéni je odhadovana na 1:770 000 v UK
(Barrett et al., 1995) a 1:100 000 v Severni Americe (Kinsley et al., 1995). Pficinou WFS jsou
AR mutace v genu WFSI. Protein WFS1 se podili na funkci endoplazmatického retikula,
proto se také toto onemocnéni fadi mezi tzv. nemoci endoplazmatického retikula. Byly
popsany celkem dva typy WEFS. Typ 1 je zplisoben AR mutacemi v genu WFSI, a obvykle
nastupuje v prvni dekadé€. Pacienti vykazuji progresivni snizeni zrakové ostrosti a ztratu
vidéni barev. Mén¢ Casté o¢ni abnormality zahrnuji abnormdlni papilarni svételné reflexy,
nystagmus, Sedy zdkal, pigmentovou makulopatii, retinopatii (pigmentovou nebo diabetickou)
a glaukom. Senzorineuralni porucha sluchu je pfitomna u pfiblizné 66 % jedincti s WFS, kde
median véku nastupu je 12,5 roku (Barrett et al., 1995). WFS typ 2 (WFS2, MIM #604928) je
AR onemocnéni zpisobené bialelickymi patogennimi mutacemi v genu CISD?2 a v literatuie
bylo popsano jen nékolik piipadt (Rouzier et al., 2017). AD mutace v genu WFS1 zpisobuji
také méné casté WFS-like choroby charakterizované diabetem, nizkofrekvencni
senzorineuralni ztratou sluchu, psychiatrickym onemocnénim a variabilni optickou atrofii

(Tranebjaerg et al., 1993).
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2. Sticklertiv syndrom

Sticklertiv syndrom (STL) je multisystémové heterogenni onemocnéni pojivové tkané,
které je jednou z nejcastéjsich dédi¢nych pficin hluchoslepoty. Jde o progresivni onemocnéni
s neuplnou penetranci, variabilni expresivitou a zdvaznosti. Pojmenovani dostalo podle svého
objevitele Gunnara B. Sticklera a je také znamé pod pivodnim nazvem jako hereditarni
progresivni arthro-oftalmopatie. Hlavnimi klinickymi ptiznaky syndromu jsou oftalmologické
komplikace, zejména degenerace Ci odchlipeni (amoce) sitnice, které jsou obvykle progresivni
a mohou vést k slepoté, Castym piiznakem je i opticky prazdny sklivec. Z refrakénich vad je
Casto pfitomna mirnd az té¢zkd myopie, dale katarakta a glaukom. Dalsi celkové systémové
zmény zahrnuji orofacialni abnormality, poruchy sluchu a poruchy pohybového aparatu, které
jsou spojené s kostnimi a kloubnimi abnormalitami, a které mohou skoncit upoutanim
pacienta na invalidni vozik. STL je obvykle diagnostikovan jiz béhem détstvi. Postizené déti
maji charakteristické obli¢ejové rysy - zplostély oblicej, vyrazné oc¢i, maly nos, dlouhy horni
ret (philtrum) a malou ustupujici bradu a ¢asto se rodi s rozst€pem patra, které mize a nemusi
byt soucasti tzv. Pierre-Robinovy sekvence (PRS), kterd zahrnuje kromé rozstépu patra takeé
glossoptozu (doptedu posunuty koten jazyka) a velmi malou spodni Celist (mikromandibulu).
Ptiznaky syndromu a jejich tize jsou velmi variabilni.

Klinicka heterogenita onemocnéni je doprovazena genetickou heterogenitou - dodnes
je znamych 6 genovych lokusti zodpovédnych za fenotypovou variabilitu syndromu v
diisledku abnormalni syntézy kolagenu typu II, XI nebo IX. Nej€ast&jsi formou STL je typ 1
zpusobeny defektem genu COL2A1, ktery kdduje kolagen typu II, a ve kterém jsou patogenni
mutacemi v genu COL11A1. Mutace v genu COL11A42 jsou asociovany se STL typu 3, ktery
vSak byl podle db OMIM piejmenovan na OSMEDA (Spranger, 1998, Pihlajamaa et al.,
1998). Velmi vzacna AR forma STL je asociovdna s mutacemi v genech COL941 (STL4)
(Van Camp et al., 2006, Nikopoulos et al., 2011), COL942 (STLS5) (Baker et al., 2011) a
COL9A43 (STL6) (Faletra et al., 2014, Hanson-Kahn et al., 2018). Blize jsou jednotlivé typy
popsané v podkapitole 2.5. 1 kdyz jsou pfitomny vSechny obvyklé¢ symptomy tohoto
onemocnéni, mohou se vyskytovat mutace i v jinych genech.

STL je soucasti celého komplexu chorob zpusobenych mutacemi v genech pro
kolagen, tzv. kolagenopatie. Dokonce i riizné mutace v dalSich genech, které zptisobuji STL,

mohou zplisobovat mnoho dalSich chorob a syndromi, které se vétSinou vyznacuji poruchou
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sluchu a tézkou rtstovou retardaci. Jednd se o celé spektrum poruch od platyspondylické
dysplazie, kterd vede k perinatdlnim umrtim, ptes trpaslictvi podobné achondroplazii, az po
samotnou nesydromovou poruchu sluchu s normalni postavou. STL se nachézi asi uprostied
této skaly.

V soucasnosti je diagn6za STL zalozené na klinickém obrazu, avSak neexistuje zadny
konsenzus pro klinickd diagnosticka kritéria pro jednotlivé typy syndromu. Doposud
neexistuje zadny 1€k na toto onemocnéni, avSak symptomaticka 1écba mtize kontrolovat

pfiznaky a tim slouzit jako prevence moznych komplikaci.

2.1 Historicka fakta

Identifikace STL syndromu byla poprvé zaznamendna pediatrem Dr. Gunnarem B.
Sticklerem z nadace MAYO Foundation, Minnesota, USA, ktery v roce 1960 vySetfoval
dvanactiletého chlapce s t€Zkou progresivni myopii, amoci (odchlipenim) sitnice s naslednou
slepotou a pfedCasnymi degeneraénimi zménami kloubii. Podobné pfiznaky byly
zaznamenany 1 u ostatnich ¢lent rodiny (matka chlapce byla Gplné slepd), pficemz prvni ¢len
rodiny s ptiznaky STL byl vySetfovan uz vroce 1887 Dr. Charlesem Mayo. Vysledky
Sticklerova badani byly publikovany vroce 1965, kdy byl tento stav pojmenovan jako
hereditarni progresivni arthro-oftalmopatie, v sou€asnosti znamy jako Stickleriiv syndrom.
Stickler a kolegové poprvé popsali toto onemocnéni ve dvou publikacich. V prvni (Stickler et
al.,, 1965) popisyji novy AD syndrom projevujici se progresivni myopii, ktera nastupuje
v prvni dekadé Zivota a vede k odchlipeni sitnice a nasledné slepoté. Postizené osoby také
vykazovaly dal$i pfidruZzené systémové zmény, zejména predCasné degenerativni kloubni
zmény s mirnou epifyzarni dysplazii a kloubni hypermobilitu. Ve druhé publikaci Stickler a
Pugh popsali u postizeného chlapce a jeho matky zaktiveni patefe, poruchu sluchu a
hypoplazii stiedni ¢asti obliceje jako soucast syndromu (Stickler, Pugh, 1967). Opitz et al. ve
své praci popsali pacienty se STL, u kterych byla ptfitomna PRS a spolu s Herrmannem et al.
vyznamné prispéli k charakteristice syndromu, kdyZ popsali 64 ptipadi STL s dirazem na
variabilni projevy choroby (Opitz et al., 1972, Herrmann et al., 1975). AvSak sporné
zustavalo, zda ma byt tento syndrom popsan jako samostatny subjekt, nebo by mél byt
vniman pouze jako soucast komplexniho onemocnéni s poruchou pojivové tkané, kam patii
Marshalltiv, Wagnertiv a Weissenbacher-Zweymiiller syndrom. V dalSich publikacich, které

nasledovaly, byly popsany dalsi klinické znaky syndromu, které vysvétlovaly fenotypovou
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inter- a intrafamilidlni variabilitu syndromu. S rozvojem molekularné genetickych metod
nasledovalo objeveni lokusu pro kolagen typu II, ktery se hojné vyskytuje v chrupavce a v
sitnici, na chromozomu 12. Pravé toto pozorovani vedlo Maumenea et al. k domnénce, ze
nejcastéjsi pric¢inou STL muaze byt defekt v genu COL2A41, ktery koduje kolagen typu II
(Maumenee, 1979). Tento poznatek byl dale potvrzen ve studiich genetickych vazeb rodin se
STL a pomoci analyzy DNA polymorfismti byla prokazana asociace genu COL2AI se

syndromem v ptiblizn€ poloviné sledovanych rodin (Francomano et al., 1987).

2.2 Prevalence a epidemiologie

Sticklerv syndrom patii podle Narodniho institutu pro zdravi (NIH) do skupiny
vzacnych genetickych onemocnéni. Postihuje rovnomérné obé pohlavi stejné jako vSechny
etnické skupiny. Nejvice je tento syndrom diagnostikovan v anglicky mluvicich zemich.
Herrmann et al. (1975) se domnivali, ze STL je nejcastéjsi AD onemocnéni pojivové tkané na
americkém stfedozdpadé. Incidence byla stanovena na zhruba 1 : 10 000 u Kavkazské
populace ve Spojenych statech a STL byl oznacen za nej€astéjs$i dédicnou pficinu amoce
sitnice a slepoty (Herrmann et al., 1975). V Evrop¢ byl vyskyt odhadnut na ptiblizné 1 : 7500
- 1:9000 (Printzlau, Andersen, 2004).

Predpoklada se ale, ze frekvence vyskytu tohoto onemocnéni je ve skute¢nosti vyssi
z diivodu chybné nebo pozdni diagnostiky v dasledku klinické heterogenity onemocnéni.
V CR a ani v SR dosud nejsou dostupné spolehlivé udaje ohledné vyskytu STL. Piesna
incidence tedy neni znama, jelikoZ mirné formy onemocnéni velmi Casto nelze identifikovat.
Incidence recesivnich typli onemocnéni nebyla doposud v literatufe popsdna, jednd se
pfevazné o jednotlivé popsané rodiny. Fenotypova variabilita syndromu vede k obtizné
diagnostice, v dusledku ¢eho je ziejmée zadvazné poddiagnostikovéan, pticemz muze téz dojit
k chybné diagndéze vcetné¢ zamény s Marshallovym, Marfanovym ¢1 Wagnerovym
syndromem.

Ackoliv chronicka bolest pohybového aparatu, amoce sitnice a ztrata sluchu mohou

vyznamné ovlivnit kvalitu zivota, STL nezkracuje jeho délku (Francomano, 2010).
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2.3 Klinicky obraz

Stickleriiv syndrom je multisystémové onemocnéni, které se déli se na néckolik
podtypit (Tab. 1), které se lisi klinickymi pfiznaky a genetickou pfi¢inou - mutacemi
vjednom z genu kodujicich kolagen. V klinickém obrazu pievladaji oftalmologické a
sluchové potize, orofacidlni abnormality zahrnujici rozstép patra a poruchy kloubniho aparatu.
Jde o nejcastéjsi dédicnou pfi¢inu rhegmatogenniho odchlipeni sitnice v détském veku
a pfestoze jsou systémové piiznaky velmi komplexni, zrak ohrozujici komplikace jsou
pfiznaky a symptomy se mohou lisit mezi postizenymi jedinci a vykazuji vysokou inter- a

intrafamilidlni variabilitu (Zlotogora et al., 1992).

Ocni komplikace

K hlavnim potizim postihujicim okularni systém patii degenerativni zmény na sitnici,
trhliny sitnice a jeji nasledné odchlipeni, myopie, katarakta, glaukom a chronickd uveitida.
Tyto o¢ni vady, pokud se v€as nezachyti, mohou vést u fady pacientii aZ ke slepoté. STL je
nejcastéji identifikovanou dédi¢nou pfi¢inou odchlipeni sitnice v détstvi. Vitreoretinalni
degenerace, v dusledku které se zmensuje zorné pole a zhorSuje vidéni, zpusobuje, ze
jednotlivei se STL jsou vystaveni riziku odchlipeni sitnice, které se miZe objevit v kazdém
véku a mize postihnout jedno nebo obé o€i. Prvni pfiznaky se objevuji nejcastéji v obdobi
dospivani nebo rané dospélosti, v rozmezi véku 10 - 30 let. Riziko vyskytu je celoZivotni,
avsak pravdépodobnéjsi u pacientll s pozitivni rodinnou anamnézou. Predpoklada se, ze az
60 % pacientl se STL trpi odchlipenim sitnice alespon jednoho oka. Existuje tedy potencialni
diavod pro véasnou profylaktickou intervenci u pacientii se STL s nejvyssSim rizikem (Caroll
et al., 2011, Temple, 1989). Lécba odchlipeni sitnice u STL je velice obtiznd vzhledem k
cetnym trhlindAm na sitnici a vysoké incidenci proliferativni vitreoretinopatie. Pokud se
nezacne s v€asnou lé¢bou, mize dojit postupné k uplné ztraté zraku. Patognomickym znakem
syndromu je kongenitadlni abnormalita sklivce vznikld v pribéhu embryonalniho vyvoje
(Snead et al., 2011), ktera déli STL na dvé fenotypové rozdilné podskupiny. VéEtSina pacientl
ma pfitomnou charakteristickou kongenitalni anomalii sklivce - tzv. ,,membrandzni* (z angl.
membraneous) neboli typ 1 (Obr. 1) asociovany s mutacemi v COL241 genu u pacientll se
STL typem 1, kde sklivcovy gel vypliuje retrolentdlni prostor a je ohranicen zfetelné

svinutou membranou. V mens$i mife se vyskytuje u pacientli dalsi vitreoretindlni fenotyp -
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tzv. ,koralkovy“ (z angl. beaded) neboli typ 2 (Obr. 2) s rozptylenym a nepravidelné
zahusténym svazkem vldken skrz dutinu sklivce, ktery je asociovan s mutacemi v COLI1A1

genu a je tedy typicky pro pacienty se STL typu 2 (Snead, Yates, 1999).

Obr. 1: Anomalie sklivce ,,membranézni” typ STL. Obr. 2: Anomalie sklivce - ,,koralkovy” typ STL.
Prevzato z: Snead, Yates, 1999.

Myopie je nejbeéznéjsi oni onemocnéni s velkou variabilitou a vysokou prevalenci
mezi etnickymi skupinami, od 10-20 % v Africe, 30-40 % v Evropé a USA, az po 70-90 % v
Asii. Je hlavni pfi¢inou slepoty a to zejména kvili komplikacim jako rhegmatogenni
odchlipeni sitnice a choroidalni neovaskularizace. Mnoho pacienti se STL trpi kongenitalni
-8 az -18 D. Tato refrak¢ni vada je Casto asociovana s astigmatizmem. Je vSak dilezité si
uvédomit, ze téméf Ctvrtina pacientd nevykazuje Zadné vyznamné refrakéni vady a proto
nemuze byt jejich nepfitomnost spolehlivym diagnostickym ndastrojem pro vylouceni
onemocnéni (Snead et al., 2011).

U mnoha postizenych byla jasn¢ popsana asociace s kongenitalni kataraktou (Seery et

al., 1990).

Facidlni dysmorfie

Stickleriv syndrom je obvykle diagnostikovan béhem détstvi vzhledem k ptfitomné
charakteristické facialni hypoplazii. K typickym a vyraznym obli¢ejovym rysem u déti se STL
patii hypoplazie stfedni Casti obliceje, prominujici o€i, maly nos a mikro/retrognacie. Tyto
pfiznaky jsou nejvyraznéjsi v détstvi a s rostoucim vékem jsou méné vyjadiené (Snead, Yates,
1999). Az 51 % STL pacientll se narodi s tzv. Pierre-Robinovou sekvenci, kterd zahrnuje
rozstép patra, doptedu posunuty kofen jazyka a velmi malou spodni Celist, a mlze vést k
problémim s dychanim a krmenim v kojeneckém véku a v extrémnich pfipadech az k

zaduSeni (Antunes et al., 2012, Schreiner, 1973). Autofi nékolika studii uvadéji, ze u asi 13-
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35 % déti s PRS se nésledné potvrdi STL (Karempelis et al., 2020, Izumi et al., 2012). Coz
vede k zavéru, ze STL by mél byt zvazovan u vSech novorozencti s PRS, zvlast¢ u téch
srodinnou anamnézou rozS$tépu patra a u pacientdl s dominantné¢ dédicnou myopii,
odchlipenim sitnice, a/nebo mirnou spondyloepifyzarni dysplazii (Jones et al., 2013). PRS je
zavaznou a zivot ohrozujici komplikaci u déti a vcasna diagndéza je nezbytna pro
specializovanou 1écbu, kterd je kritickd pro prevenci nevratnych nasledkii této patologie.
Rozstép patra byl popsan podle riiznych studii az u 60 % postizenych jedinct (Zechi-Ceide et
al., 2008, Hoornaert et al., 2010). Pfiblizn¢ tfetina pacientd ma dalSi subtilni palatalni
abnormality véetn€ submukoéznich rozstépti nebo uvula bifida (Stickler et al., 2001, Liberfarb
et al., 2003).

U STL pacientli byla také popsana hypodoncie - snizeny pocet zubl v duasledku
malerupce (chybného profezdvani) zubl a hypoplazie skloviny (Herrmann et al., 1975).
Vétsina déti se STL nemé dostatek prostoru pro rist plného poctu dospélych zubi kvuli
abnormalné malé Celisti.

Je nutné podotknout, ze vSechny uvedené ptiznaky jsou tak variabilni, Ze je jako

samostatny znak nelze pouzit v diagnostickém méftitku.

Porucha sluchu

U STL je porucha sluchu jednim z hlavnich klinickych ptiznakt. Jedna se nejcastéji o
senzorineuralni ztratu sluchu, dale kombinovanou a prevodni ztratu sluchu, kterd se
vyskytuje u déti v raném véku a u pacientll s asociovanym defektem patra (Nowak, 1998,
Acke et al., 2012). Ur¢ity stupen sluchového postiZzeni byl nalezen az u 40 % postiZzenych
jedinct (Snead, Yates, 1999). Dle novéjSich poznatkd je uvadéné procento o néco vyssi - az
60 % pacientii se STL trpi senzorineuralni poruchou sluchu (Admiraal et al., 2002, Szymko-
Bennett et al., 2001). U riznych typt STL existuji rozdily v prevalenci ztraty sluchu a kazdy z
genotypll vykazuje odliSné schéma. Asi polovina pacienti s typem STL1 trpi mirnou az
sttedné tézkou poruchou sluchu (Acke et al., 2012). U STL2 a OSMEDA (diive STL3) typt
se jednd o frekventovanou asociaci se ztratou sluchu jiz v mladém veku, kterd je mnohem

Ztrata sluchu miize byt jednostranna nebo oboustranna, ¢astecnd i Uplnd. Pomérné
Casté jsou zanéty stfedniho ucha a velkéd tvorba usniho mazu u postizenych osob. Stupen
poruchy sluchu je variabilni a mize byt progresivni. Mira postizeni sluchu se u postizenych

osob lisi a mlze se Casem zhorSovat. U pacienti se STL byla pozorovana abnormalni mobilita
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tympanické membrany (tensor tympani) (Szymko-Bennett et al., 2001), ktera je tvofena
vlakny kolagenu typu II. Zvukova energie absorbovand membranou je pfrenasena do tii
sluchovych kustek ve stfedousni dutin€, které jsou vzajemné kloubné spojené. Defekt
kolagenu typu II pfitomného v téchto spojich pravdépodobné ovliviiuje morfologii
kolagennich fibril v tympanické membrané, a je asociovan s pfevodni poruchou sluchu (Snead
etal., 2011).

Patogeneze senzorineuralniho poSkozeni sluchu u pacientii se STL neni pfesné¢ znama
a doposud nebyly publikovany zadné radiologické a histopatologické studie temporalni kosti
u jednotlivet se STL (Szymko-Bennett et al., 2001).

Vzhledem k velké fenotypové variabilité a vysoké prevalenci ztraty sluchu u pacientii
se STL se doporucuje pro potvrzeni diagnozy pravidelné sledovéani a hodnoceni sluchu (Acke

etal., 2012).

Poruchy pohybového apardatu

Vice nez 80 % déti a dospé€lych s diagnézou STL trpi muskuloskeletalnimi poruchami,
coz ma zna¢ny dopad na kvalitu Zivota u téchto pacientd (Stickler et al., 2001). Pfiznaky
zahrnuji tenké koncetiny se svalovou hypoplasii (Casto pfipominajici marfanoidni habitus,
ackoliv vyska je u vétSiny pacientii normalni). V klinické praxi existuji velké rozdily projevi,
z nichz zadny neni pro STL zcela unikatni. Témér 90 % pacienti ma abnormality pateie
(zplostelé obratle, skolidza, kyfoza, jen ziidka vyzadujici chirurgii) a z toho 85 % dospélych
trpi také chronickou bolesti zad (Rose et al., 2001).

Nékteré¢ déti maji zvetSené kloubni hlavice u dlouhych kosti v dasledku epifyzéarni
dysplazie. Pacienti se STL maji Casté degenerativni postizeni kloubt, které zacina vétSinou
jako kloubni hypermobilita, Casto vede k nestabilité, subluxaci nebo dislokaci a Cast
pacientll dospéje k nutnosti vymény kycelniho nebo kolenniho kloubu do véku 30 let. U
mladSich pacientl s hypermobilitou kloubii by méla byt diagnéza STL zvazovana zejména pii
souCasné pritomnosti myopie ¢i jinych ocnich ptfiznakt. S pfibyvajicim vékem se
hypermobilita redukuje nebo zcela zmizi a degenerativni artropatie s riiznou zdvaznosti se

muze rozvinout v tfeti nebo ¢tvrté dekade (Rai et al., 1994).

Jiné poruchy
V rozséhlé studii Liberfarba a spol. (Liberfarb et al., 1986) byl nalezen prolaps

mitralni chlopné (MVP) u téméf poloviny pacienti se STL, disledkem cehoz bylo
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doporuceno provadéni screeningu chlopennich vad (echokardiografie) a indikace antibiotické
profylaxe pred kazdym chirurgickym zakrokem u pacientli s prokdzanym STL. ZvySeny
vyskyt MVP u pacientl se STL ve srovnani s béznou populaci vS§ak mohl odrazet vyssi miru
falesné pozitivnich vysledkt vyplyvajicich z diagnostickych kritérii, které byla v dané¢ dobé¢
diagnostiky STL mohly byt zahrnuty i jind geneticky heterogenni pojivovd onemocnéni se
zvySenym vyskytem MVP (Levine et al.,, 1988). Dfive uvadéna zvySena prevalence
vrozenych srdeCnich vad u pacienti se STL vSak byla recentné negovana (Ahmad et al.,
2003), coz potvrzuji jednoznacné i posledni studie (Poulson et al., 2004, Higuchi et al., 2017,
Copikova et al., 2020).

Epilepsie jako dalsi z klinickych pfiznakdt STL byla poprvé publikovana Savastaem a
spol. v roce 2015 (Savasta et al., 2015), ktefi jako prvni popsali epilepsii u 3 déti s
abnormalnim EEG a s diagn6zou STL1. Nicmén¢, zadné dalsi studie s vyskytem epilepsie
nebyly publikovany, a proto Ize predpokladat, ze epilepsie nepatii mezi hlavni diagnostické
klinické ptiznaky STL a miiZze se tedy jednat o pfidruZenou komplikaci anebo o jiny typ
onemocnéni fadici se mezi kolagenopatie, do kterych spadd rozsahlé spektrum syndromt (viz
Tab. 2) véetné Legg-Calve-Perthes syndromu, u kterého byla asociace s vyskytem epilepsie

popsana.

2.4 Kolageny a jejich funkce

Sticklertiv syndrom patii mezi tzv. kolagenopatie a je zpiisoben mutacemi v genech
podilejicich se na tvorbé urcitého typu kolagenu. Kolagen je nejhojné&j$im proteinem
extracelularni matrix a predstavuje 25 - 30 % vSech bilkovin v lidském téle. Je hlavnim
strukturnim elementem vSech pojivovych tkani a byl také nalezen v intersticialni tkani
prakticky vSech parenchymalnich organi, kde pfispiva ke stabilité tkani a organti a udrzuje
jejich strukturdlni integritu. Poznani molekuldrni struktury, biosyntézy, uspofadani a pfemény
kolagent je dulezité pro pochopeni embryondlnich a fetdlnich vyvojovych procest, stejné
jako pro pochopeni patologickych procest spojenych s mnoha lidskymi chorobami (Gelse et
al., 2003). Podle n¢kolika publikovanych komplexnich studii je dnes znamo nejméné 29
ruznych kolagent, které se navzajem lisi velikosti, strukturou a funkci, a jsou kédovany 44
riznymi geny (souhrn Obr. 3) (Brodsky, Persikov, 2005, Ricard-Blum, 2011), pticemz

nejhojnéjsi a nejrozsahlejsi z rodiny kolagenti s podilem 90 % jsou fibrilarni kolageny, mezi
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které patii mimo jiné také kolagen typu II. Nékteré typy kolagenu (konkrétné typ XVII) byly

také nalezeny u zralého nervového systému, kde jsou exprimovany v neuronech (Seppénen, et

al. 2007).
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Obr. 3: Clenové superrodiny kolagenu a jejich znamé supramolekularni struktury.

Superrodina kolagenu mize byt rozdélena do deviti podrodin: (A) Kolageny tvorici fibrily - patfi napf. gen
COL2A]1 (fenotyp STL1), COL11A1 (fenotyp STL2), gen COL11A2 (fenotyp OSMEDA - ptivodné STL3); (B)
FACIT kolageny (kolageny asociované s fibrilami s pferusenim trojSroubovice patii napi. gen COL9A1 (fenotyp
STL4), gen COL9A2 (fenotyp STLS) a gen COL9A3; (C) kolageny tvofici hexagonalni sit’; (D) kolageny typu
IV lokalizované na bazalni membrané; (E) filamentarni kolageny - kolagen typ VI; (F) kolageny tvorici
ukotvujici fibrily - kolagen typ VII; (G) kolageny s transmembranovou doménou; (H) kolageny obsahujici
endostatin - kolageny typu XV a XVIII; (I) dalsi vysoce heterogenni skupina, kterd zahrnuje proteiny, které maji

kolagenni domény, ale nebyly definovany jako kolageny. (Kolagenové domény jsou znazornény fialové, N a C-
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terminalni non-kolagenni domény jsou v tmavé rizové a non-kolagenni domény, které pterusuji trojSroubovici,
jsou ve svétle modré barve).

Prevzato a upraveno: Myllyharju, Kivirikko, 2004.

Z dosavadnich studii je ziejmé, Ze kolageny hraji aktivni roli ve vyvoji nervového
systému a specificky v jeho formaci, nicméné jejich pfesnd funkce zlstava nejasnd. Geny
kodujici kolagen se skladaji z vice nez 50 exonl a svéd¢i pro to, ze nynéjSi molekula
(fylogeneticky velmi stard) vznikla na podkladé zmnozeni zakladniho pragenu. Struktury
shodné s kolagenem byly napf. zjiStény 1 ve sloZzce komplementu C1g* (Musil, 1990).

(*Pozn. autora: Clq je slozkou komplexu proteinu komplementu C1, je to protein, ktery se
ucastni zahajeni klasické cesty aktivace komplementu vazbou na protilatku).

I ptes pomérné vysokou strukturalni rozmanitost mezi jednotlivymi typy kolagenu
obsahuji vSechny kolageny charakteristickou trojSroubovicovou doménu (THD; triple-
helical domain) sloZenou ze tii polypeptidovych fetézci, tzv. o fetézcl. Kazdy z téchto a-
fetézcl v ramci molekuly formuje levotoCivou zévitnici. Strukturnim ptedpokladem pro
sbaleni do trojzéavitnice je glycin, nejmensi AMK, v kazdé tfeti pozici polypeptidového
fetézce, coz vede k vzniku struktury s (Gly-X-Y)n opakovanim, ktera charakterizuje domény
vSech kolagend (Hubert et al., 2009). Kolageny obsahuji ndpadné mnoho glycinu (vice nez 30
%), dale prolin (13 %) a hydroxyprolin (9 %). Z béznych AMK neni v kolagenu pfitomen
tryptofan a cystein. Je zajimavé, ze nckteré AMK se na pozicich 2 a 3 nachézeji se stejnou
frekvenci (isoleucin, kyselina aspartamova, alanin, serin, valin), zatimco jiné upfednostiuji
nebo se nachézeji vyhradné v poloze 2 nebo 3. Tedy leucin, prolin, kyselina glutamova a
fenylalanin se vyskytuji pfednostné v poloze 2, arginin, treonin, 4-hydroxyprolin a
hydroxylyzin uptednostiuji polohu 3 (Deyl, Adam, 1982). Glycinové zbytky, hydroxyprolin a
hydroxylysin se podileji na stabilizaci trojSroubovice (Kivirikko, 1993). Hydroxylace
prolinovych zbytkl je dilezitym piedpokladem k vytvofeni trojité Sroubovice, na kterou se
dale pfipojuji sacharidové zbytky (galaktosa, glukosa) a vytvaii se trojita Sroubovice
prokolagenu (Obr. 4). Jen prokolagenové molekuly, které maji toto rigidni uspotadani,
mohou byt buitkou vylouc¢eny do extracelularniho prostoru, kde probiha odstépeni C-koncové
a N- koncové ¢asti peptidového fetézce. Takto vzniklé kolagenové molekuly jsou usporadany
do kolagenovych vlaken (fibril). Molekularni uspotfddani do fibril je nasledné stabilizovéano
vnitfnim zpevnénim zesitovanim, tj. tvorbou kovalentnich pti¢nych vazeb (crosslinking),
které pfispivaji k mechanické pruznosti kolagennich fibril (Obr. 5) (Gelse et al., 2003,
Karlson et al., 1987).
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Obr. 4: Grafické znazornéni prokolagenu typ I (prekurzor kolagenu) s jednotlivymi
doménami.

B: N-koncovy propeptid; C: telopeptid; D: triple-helikalni doména; E: telopeptid; F: C-koncovy propeptid; C +
D + E tvoti kolagen.

Prevzato a upraveno: Prockop et al., 1979.

v

Nejhojnéj$im kolagenem je fibrilarni kolagen, zejména kolagen typ I, ktery je hlavni soucasti
pojivové tkané. Kolagen typu II je hojné zastoupen ve sklivci a hyalinni chrupavce. Pro kazdy
typ kolagenu muze existovat jeden nebo nékolik o fetézci, které se mohou skladat do
homotrimera tvofenych tfemi identickymi fetézci (napt. kolageny typu IL, III, VII, X), nebo
heterotrimert, které jsou tvofeny dvéma a vice riznymi polypeptidovymi fetézci (kolageny
typu I, IV, V, VI, IX a XI). To znamend, Ze pro definovany typ kolagenu existuji rtizné
izoformy s odliSnymi funkcemi (Hubert et al, 2009).

Biologicky vyznam kolagenu je obrovsky. Patologické a degradujici formy
kolagenu jsou pficinou fady nemoci pojivovych tkani, které se skupinové oznacuji jako
kolagenopatie. Pro tyto choroby je charakteristické, Ze postihuji organy, jako jsou klouby,
srdce, cévy, svaly nebo kize. Mutace v trojSroubovicové kolagenové doméné¢ vedou
k riznym onemocnénim. Nejcastéjsi mutaci je jednonukleotidova substituce, kterd vede
k zdméné glycinu a tim krozpadu opakujiciho se motivu Gly-X-Y. Jednonukleotidova
substituce glycinu destabilizuje trojSroubovici narusenim vodikovych mustkti (Brodsky,

Persikov, 2005).
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Obr. 5: Schéma organizace kolagenii tvoricich fibrily.

A. Kolagenova vlakna.

B. Kolagenova vlakna obsahuji mnoho fibril, kazdd z fibril pfedstavuje svazky molekul kolagenu,
nazyvané také tropokolagen.

C. Kazda molekula kolagenu piedstavuje trojSroubovici (triple-helix), ktera se sklada ze
tf navzajem propojenych a fetézci.

E. Kolagenova vlakna usporadand do fibril - znazornéno pomoci SEM (skenovaci elektronovy
mikroskop).
Zdroj: http://www.sciencephoto.com/media/186032/view

Prevzato a upraveno: Alberts et al. 2003.

2.5 Klinicka a molekularné geneticka klasifikace STL

Klinicka heterogenita onemocnéni je doprovdzena genetickou heterogenitou - dodnes
je znamo 6 genovych lokusti zodpovédnych za fenotypovou variabilitu syndromu. STL se déli
do né¢kolika typti podle genu, jehoz mutace jsou za dany typ zodpovédné (Tab. 1). Jednotlivé
typy se navzdjem liSi charakteristickymi klinickymi pfiznaky a symptomy, zejména
pfitomnosti konkrétnich o€nich abnormalit a zdvaZnosti ztraty sluchu. VSechny typy vykazuji

mendelovsky typ dédi¢nosti, a to nejcastéji AD nebo vzacné AR.
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Tab. 1: Klasifikace a klinické pfiznaky jednotlivych typu Sticklerova syndromu.

STL typ

Gen

Vyskyt

Typ
dédi¢nosti

Hlavni klinické priznaky

STL1

COL241

80-90 % STL

AD

myopie, odchlipeni sitnice, vitreoretinalni degenerace —
,,membrandzni typ“, glaukom, katarakta, senzorineuralni
a/nebo pirevodni ztrata sluchu, hypoplazie stiedni ¢asti
obliceje, Pierre-Robinova sekvence, rozstép patra, mirna
spondyloepifyzarni dysplazie, platyspondylie, kyfoza,

skolioza, Casna osteoartritida, kloubni hypermobilita

STL2

COL1141

10-20 % STL

AD

myopie, odchlipeni sitnice, vitreoretinalni degenerace —
L.koralkovy typ“, glaukom, katarakta, senzorineuralni
ztrata sluchu, hypoplazie stiedni ¢asti obliceje, Pierre-
Robinova sekvence, rozstép patra, mirna
spondyloepifyzarni dysplazie, astenické koncetiny, ¢asna

osteoartritida, kloubni hypermobilita

OSMEDA
(pivodné

STL3)

COL11A42

vzacny

AD

absence o¢nich anomalii (dfive téZ tzv. non okularni typ
STL), senzorineuralni ztrata sluchu, hypoplazie sttedni

Casti obliceje, Pierre-Robinova sekvence, rozstép patra,

epifyzarni dyspldzie, predcasna osteoartritida, bolesti

kloubt, mirna platyspondylie

STLA4

COL9A1

1 popsana

rodina

AR

mirna az tézka myopie, astigmatismus, odchlipeni sitnice,
katarakta, senzorineuralni ztrata sluchu, epifyzarni

dysplazie, platyspondylie, genu valgum

STLS

COL942

2 popsané

rodiny

AR

vysoka myopie, odchlipeni sitnice, vitreoretinalni
degenerace, katarakta, sklovita anomalie, senzorineuralni
ztrata sluchu, hypoplazie stfedni ¢asti obliceje, mala

Celist, bez kloubnich pfiznakd

STL6

COL943

2 popsané

rodiny

AR

mirna az stiedné tézka porucha sluchu, myopie, zplostély

oblicej, mentalni postizeni

STL?

LOXL3

2 popsané

rodiny

AR

vysoka myopie, maly vzrist, periferni retinalni
degenerace, mirna pfevodni porucha sluchu, mikrognacie

s roz§tépem patra, bez kloubnich ptiznakd (RTG)

STL je ptikladem lokusové heterogenity, zaroven vSechny geny zodpovédné za STL vykazuji
zna¢nou alelickou heterogenitu, ¢ili mutace v téchto genech mohou byt pfi¢inou zna¢ného
poctu nejriznéjSich alelickych poruch (Tab. 2). Jednd se o celé spektrum poruch od

platyspondylické dysplazie, kterd vede k pre- a perinatalnim umrtim, ptes trpaslictvi podobné
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achondroplazii, az po nesydromovou poruchu sluchu bez dalSich ptiznaki. STL se nachazi

pfiblizné uprostied této Skaly.

Tab. 2: Vybrana onemocnéni zptisobena poruchami geni spojenych se Sticklerovym syndromem (tzv.

alelické choroby).
STL Nazev D Alelické choroby Struény souhrn hlavnich
typ genu priznakua
STL1 COL241 AD Achondrogeneze typ II (ACG2), zavazna BD, letalni prenatalné ¢i kratce
(AD) Hypochondrogeneze (HCG) po porodu
AD Platyspondylicka letalni skeletalni dysplazie, | zavazna BD s extrémnim zkracenim
typ Luton / Torrance (PLSDT) koncetin, letalni, vyjime¢né mozné
preziti do dospélosti
AD Spondyloepifyzarni kongenitalni dysplazie SED, myopie, RD
(SEDC)
AD Spondyloepimetafyzarni dysplazie, typ SED, myopie, rozstép patra, anomalie
Strudwick (SMED) patefe
AD Kniestova dysplazie BD s kratkym trupem, plochy oblicej,
CHL, myopie, RD, katarakta, rozstép
patra, tracheomalacie, hernie, kostni a
kloubni anomalie
AD Spondyloperiferni dysplazie BD se zkracenymi koncentinami a
SNHL
AD Ceska dysplazie NV, abnormity patefe, TEP kyc¢le
v détstvi, dysplazie 4-5
mekarpu/metatarsu
AD Mnohocetna epifyzarni dysplazie s myopiia | MV, CHL, myopie, katarakta, epifyzarni
ptrevodni ztratou sluchu (EDMMD) dysplazie, brachydaktylie
AD Morbus Legg-Calve-Perthes (LCPD) LCPD, maly vzrist, kulhani, od 6-9 let
AD Spondyloepifyzarni dysplazie (SED), typ NV, ztuhlost krku a kontraktury kloubt
Stanescu od détstvi
AD Osteoartritida s mirnou chondrodysplazii MYV, osteoartritis od puberty
(OSCDP)
AD Avaskularni nekréza hlavice femuru typ 1 ANFH od 20-50 let, osteopordza,
(ANFHI) skoliéza
STL2 COLI11AI AR Fibrochondrogeneze 1 letalni BD s rhizomelii a omfalokélou
(AD) AD Marshalltv syndrom velmi podobny STL, zavaznéjsi
priznaky
AD Hluchota, autozomalné dominantni 37 mirné az stfedni progredujici SNHL (U-
(DFNA37) audio)
STL3 * COL11A2 AD, Fibrochondrogeneze 2 BD se zkracenymi koncetinami a
(AD) AR roz$ifenymi metafyzami, zplostely
oblicej, restrikce dychani, makrocefalie,
platyspondylie, hypoplasticka panev
AD Hluchota, autozomaln¢ dominantni 13 vrozena neprogredujici nesyndromova
(DFNAL13) SNHL s maximem ve stfednich
frekvencich
AR Hluchota, autozomalné recesivni 53 tézka prelingvalni SNHL, rodice
(DFNBS53) presbyakuzie
AR Otospondylomegaepifyzarni dysplazie, CHL nebo SNHL, SED se zvétsenymi
autozomalné recesivni (OSMEDB)), dfive téz | epifyzami, Pierre-Robinova sekvence,
Weissenbachertv-Zweymulleriv syndrom roz$tép patra, zplostély oblicej,
predcasna osteoartritida, kontraktury,
platyspondylie, mala akra, rekurentni
pneumonie
STL4 COLYA41 AD Mnohocetna epifyzarni dysplazie 6 (EDM6) EDM, casna osteoartritida
(AR)
STLS COLY9A42 AD Mnohocetna epifyzarni dysplazie 2 (EDM?2) EDM, hrani¢né MV, krats$i ruce
(AR)
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STL6 COL943 AD Mnohocetna epifyzarni dysplazie 3 (EDM3) EDM, osteoartritida, slabost
(AR) s nebo bez myopatie proximalnich svalil

STL? LOXL3 AR - -

(AR)

STL - Sticklerv syndrom, AD - autozomalné¢ dominantni, AR - autozomalné recesivni, D - dédi¢nost, BD -
kostni dysplazie (klinicky trpaslictvi s abnormitami kosti, z angl. bone dysplasia), SED - spondyloepifyzarni
dysplazie (klinicky trpaslictvi s kratkym trupem i koncetinami, s deformitami v oblasti patefe a epifyz dlouhych
kosti), MV - maly vzrast, NV - normalni vzrist, TEP - totalni endoprotéza, SNHL - senzorineuralni porucha
sluchu (z angl. sensorineural hearing loss), CHL - pfevodni porucha sluchu (z angl. conductive hearing loss), RD
- odchlipenti sitnice.

* recentné prejmenovan na OSMEDA

2.5.1 Stickleriiv syndrom typ 1

Nejcastéjsi formou je STL1 (MIM #108300) typ s AD dédicnosti, ktery je zpiisoben
defektem genu COL241 (MIM +120140), ve kterém byly patogenni mutace nalezeny az u 80
% - 90 % ptipadi s klinickou diagnézou STL (Robin et al., 2000).

Pacienti se STL1 vykazuji jak extraokuldrni tak okularni manifestaci. K typickym
ptiznakim patii kloubni hypermobilita, rozstép patra, hypoplazie stfedni ¢asti obliceje, malé
Celist a rizny stupeni sluchového postizeni (Baitner et al., 2000, Stickler et al., 2001), z o¢nich
komplikaci je Casté¢ odchlipeni sitnice, t¢Zkéd myopie, rozvoj presenilni katarakty a glaukom
(Snead, Yates, 1999). Typ STLI je také charakterizovan pfitomnosti tzv. membranozni
anomalie sklivce, a d€li se na dv€ podskupiny: membranozni a predominantné okularni typ.

Vétsina dosud charakterizovanych mutaci v genu COL2A41, které zapftic¢inuji STL,
vede k tvorbé predCasného translacniho terminac¢niho kodonu, a tudiz k snizeni mnoZstvi
kolagenu typu II (Annunen et al., 1999). Vysledkem mutaci v genu COL2A41 je, ze bunky
produkuji jenom polovinu z normalniho mnoZstvi kolagenovych fetézcii. Tyto nedostatky
vedou ke snizené produkci kolagenu u chrupavek a dalSich tkéni, ke ztraté sluchu, degeneraci
sitnice a k dalsim symptomim STL. Mutace v genu COL2A41 jsou také asociovany s
obrovskym rozsahem jinych fenotypovych abnormalit (viz Tab. 2), a to od letdlniho
disproporcionélniho trpaslictvi s kratkymi koncetinami az po velmi mirny fenotyp s myopii a
piedCasnou artritidou. Specifické mutacni spektrum a diverzita nasledki pro strukturu a
funkci molekuly kolagenu typu II takto miize vysvétlovat odliSnosti ve fenotypu (Godfrey,

Hollister, 1988).
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V nékterych studiich byly popsany ptipady STL s pfevazujicimi o¢nimi nélezy bez
klinicky zjevnych systémovych pfiznakl, zahrnujicich kloubni a sluchové poruchy, nebo
oblicejové abnormality. Tato pfevazné okularni forma STL je charakterizovana vrozenym
abnormalnim sklivcem a ziskanou degeneraci sitnice, coz mize vést k odchlipeni sitnice
(Parma et al., 2003). Pacienti v téchto studiich mé¢li detekovany mutace v exonu 2 genu
COL2A1, slo vétSinou o mutace vytvarejici predcasny terminacni kodon (PTC), a také delece
a duplikace vedouci k pred¢asnému termina¢nimu kodonu v disledku posunu c¢teciho ramce
(Richards et al., 2000, Donoso et al., 2002, Parma et al., 2002, Donoso et al., 2003). Bylo
prokéazano, ze exon 2 genu COL2A41 podléha alternativnimu sestiihu a ma tkainové specifickou
expresi (Obr. 6).

COL2A1 Gene

34N 8
Alternative Splicing
Tyl 1L -y Type 1B m-ma
(1 Bs[a[ N[ 54 [1[3[4][N] 54

v v

Type lIA Procollagen

v

Collagen Type 1A
{Predominates in Vitreous}

Mutation | Expected phenotype

Baan 2 | Eye

Exon 1, 3-54 | Bye and Systamic

Type lIB Procoliagen

v

Collagen Type 1B
{Predominates in Cartllage }

Mutation | Expected phenctype
Exon -] -

Exon 1, 3-54 | Eve and Systernic

Obr. 6: Schéma odlisné exprese genu COL2A1 v dusledku alternativniho sestfihu.

Prevzato z: Donoso et al., 2003.
Kolagen typu II je syntetizovan jako prokolagen a béhem jeho maturace dochazi k odst€povani C-terminalniho a
N-termindlniho propeptidu. N-terminadlni propeptid existuje ve dvou variantaich (ITA a IIB), které¢ vznikaji

alternativnim sestiithem genu COL2A1. Jednotlivé formy prokolagenu se li§i pfitomnosti exonu 2 a také mistem
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exprese. Typ IIA obsahuje exon 2 (tzv. dlouhd izoforma) a je exprimovan pfedevsim chondroprogenitorovymi
bunkami, zatimco typ 1IB (kratka izoforma) exon 2 postrada a je exprimovan diferencovanymi chondrocyty (Lui
et al., 1995, Ryan, Sandell, 1990, Sandell et al., 1991). Ve zdravé dospélé kloubni chrupavce neni prokolagen
ITA pfitomen a nedochazi ani k jeho expresi (Aigner et al., 1999).

Dlouhd izoforma COL2A1 genu vcetné exonu 2 je exprimovana hlavné ve sklivci,
avSak oba typy prokolagenu, ITA a IIB, jsou exprimovany v rané fazi vyvoje (Sandell et al.,
1991, Bishop et al., 1994). Proto mutace piitomné v exonu 2 mohou zptsobit fenotyp STL s
minimalnimi nebo zadnymi extraokularnimi projevy (Richards et al., 2000, Parma et al.,
2002, Donoso et al., 2002, Donoso et al., 2003). PTC mutace jsou normaln¢ vystaveny
posttranskripénimu procesu nonsense-mediated mRNA decay (NMD), coz je kontrolni
mechanismus, ktery selektivn¢ degraduje mRNA, obsahujici pfedCasné zarazeny terminacni
kodon (Hillman et al., 2004). Bylo také zjisténo, Ze v disledku PTC mutace mlze také dojit
k vynechani exonu (exon skipping) v procesu nonsense-mediated altered splicing (NAS)
(Dietz, 1997, Valentine, 1998, Cartegni et al., 2002).

Kolagen typu II je homotrimer slozeny z tii identickych al(Il) fetézct, je hlavnim
komponentem hyalinni chrupavky, vyskytuje se prednostné v lidském sklivci, aje také
exprimovan v meziobratlové ploténce a vnitfnim uchu (Maumenee, 1979, Vikkula et al.,
1992, Oganesian et al., 1997). Je kédovan genem COL2AI, ktery se nachdzi v lokusu
12q13.11 a sestava z 54 exonu (Obr. 7). Prvnich 8 exonl koduje tzv. signalni peptidovou
sekvenci (aminokyseliny 1-25) a N-propeptid (aminokyseliny 26-181). Posledni 4 exony tvofi
oblast C-propeptidu (aminokyseliny 1242-1487). Exony mezi (8-51) formuji THD
(aminokyseliny 201-1214), pficemz kazdy exon za¢ind v prvni pozici aminokyselinou glycin.
Pro zajimavost stoji, Ze vSechny geny kodujici tfi hlavni kolageny tvofici fibrily (kolageny
typu I, II a III) maji stejny pocet exond, ktery je stejny u cloveéka, kutete a hlodavci, a svéd¢i
pro spole¢ného piedka ve vyvoji struktury genu.

N-propeptid trojSroubovicova doména C-propeptid

Y | -
P

Obr. 7: Schematické znazornéni rozmistnéni exonii do jednotlivych funkénich domén v genu COL2A41.

A

Prevzato a upraveno podle: Hoornaert et al., 2010.
Pozoruhodnym znakem 31kb dlouhého genu COL241 je, ze vétSina exonl tvoticich ,.triple helical domain® ma

delku 54 bp (Cerné obdélnicky), pricemz zbylé exony této domény jsou bud’ dvakrat nebo tiikrat delsi (Sedé
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obdélnicky = nasobek 54 bp), zatimco exony tvofici termindlni oblasti propeptidu maji jinou délku (bilé
obdélnicky).

Vsechny detekované mutace v COL2A41 genu zapiiCinujici STL jsou obvykle nukleotidové
substituce, malé delece nebo inzerce, a vedou k vzniku pred¢asného terminacniho kodonu a
tim k ukonceni translace (Kuivaniemi et al., 1997). Mutace typu missense se vyskytuji asi
v 9 % ptipaddl, a vétSinou jde o zdménu argininu za cystein, coz vede k mirnéjSimu fenotypu
(Husar-Memmer et al., 2013).

Podle databdze LOVD (Leiden Open Variation Database, viz 3.4.2) bylo dodnes
nalezeno vice nez 466 mutaci v genu COL2A1 s fenotypem STL1 (https://databases.lovd.nl,
26.4.2020). K nejcasteji identifikovanym patii mutace typu missense/nonsense, sestfihové
mutace, delece, inzerce/duplikace a kompletni pfestavby genu COL2A41 (Dupont et al., 2013).
Mutace jsou rozmistény v ramci celého genu a do nedavné doby nebyly identifikovany zadné
hot spoty, ackoliv n€které typy mutaci, jako je zdména argininu za stop kodon, jsou rekurentni
(Nishimura et al., 2005, Richards et al., 2010). AZ v nejnov¢jsi studii byly hot spoty mutaci
vyskytujicich se v genu COL2A41 popsany. Ve vySetfovaném souboru 663 pacientli s COL2A41
mutacemi asociovanymi s riznymi fenotypy (STL, Kniestova a ¢eska dysplazie, SEDC a
avaskularni nekroza hlavice femuru), se nejcastéji vyskytovaly mutace ¢.3106C>T (celkem
13x), ¢.1957C>T (celkem 12x), c.1693C>T a ¢.2710C>T (obé& celkem 11x) (Zhang et al.,
familidrni mutace jsou vétSinou spojeny s mirnéjSimi fenotypy (Barat-Houari et al., 2016).

Vétsina detekovanych mutaci v genu COL2A41 se nachazi v THD a fenotypové jsou
asociovany s vyssim podilem vyskytu myopie, zatimco nonsense mutace mimo THD sméiuji
k vyssi prevalenci vyskytu glaukomu. To naznacuje, Ze mutace lokalizovand mimo THD
muze zpisobit rizné okularni fenotypy (Zechi-Ceide et al., 2008, Barat-Houari et al., 2016).
Mutace nachézejici se v N- nebo C-termindlni oblasti propeptidu kolagenu typu Il mohou také
ovlivnit tvorbu kolagenu, jsou vSak vzacné (Richards et al., 2002, Zankl et al., 2004,
Nishimura et al., 2005, Kannu et al., 2011).

Substituce glycinu v repetici Gly-X-Y genu pfedstavuje az 34 % ze vSech mutaci
v COL2A1, a ptedstavuje nejcastéjsi typ zameény u kolagenopatii typu II. Tento typ zdmény
byl také popsan asi u 5 % pacienti se STL (Hoornaert et al., 2010), ¢ili u ptiblizné poloviny
STL pacientll s missense mutacemi v COL2A[ (Husar-Memmer et al., 2013). Substituce
glycinu v THD genu COL2A1 vedou také u vétSiny popsanych mutaci k fenotypu s malym
vzrastem (Hoornaert et al., 2006). Tyto zamény vyvolavaji strukturdlni zmény poloviny ol

fetézcl vedoucich k abnormalni konformaci a destabilizaci trojSroubovice. Studie z roku 2012
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potvrdila zajimavou fenotypovou asociaci, a to, ze pacienti se substituci glycinu za cystein
byvaji vysSiho wvzristu nez pacienti sjinou substituci glycinu, zatimco pacienti se
sestfihovymi mutacemi jsou relativné vysoké postavy (Terhal et al., 2012).

K mén¢ Castym typliim mutaci patii substituce argininu za cystein, které predstavuji
odliSnou a osobitou tiidu missense mutaci v COL24 genu a muzou vést k neobvyklym
fenotyplim asociovanych s normalnim nebo malym vzristem, ale nikdy ne k zdvaznému a
perinataln¢ letdlnimu stavu (Hoornaert et al.,, 2006). Napiiklad rekurentni zameéna
p.(Arg275Cys) je specificka pro Ceskou dysplazii metatarzalniho typu. Substituce argininu za
cystein mize byt pti¢inou SEDC - mutace p.(Arg989Cys), ale mize také vést k mirnéjSimu
fenotypu s artropatii jako hlavnim klinickym projevem (Hoornaert et al., 2007).

Jiné typy poruch pojivové tkan€ mimo STL jsou asociovany s odliSnymi typy mutaci
v COL2A1 genu (viz Tab. 2). Naptiklad malé in-frame delece, Casto mezi exony 12 a 24,
vedou k fenotypu Kniestovy dysplazie (MIM #156550). Glycinové substituce na rtiznych
mistech v ramci THD kolagenu vedou k dalsim kolagenopatiim typu II (Spranger et al., 1994)
- viz Tab. 2. Ve studii Van der Houta a spol. bylo zjiSténo, Ze fenotyp rodiny s kompletni
deleci alely COL2A1 neni odli$ny od fenotypu pacientd, u kterych detekovand mutace méla za
nasledek zkraceni fetézcli molekuly kolagenu (Van der Hout et al., 2002), pravdépodobné na
podkladé mechanismu NMD. To naznacuje, Ze pfi molekularni diagnostice STL by se m¢l
také klast vétsi diiraz na mozny vyskyt rozsahlych deleci, které nejsou béZzné dostupnymi PCR

metodami detekovany.

2.5.2 Stickleriv syndrom typ 2

Stickleriv syndrom typ 2 (STL2, MIM #04841), oznacovan také jako tzv.
COLI1141 (MIM *120280) a ptedpoklada se, zZe se vyskytuje u 25 % pacientli se STL. Na
rozdil od membranového sklivee STL1 typu, ,,kordlkovy* sklivec neni vrozeny. O¢ni nalezy u
rozdilem mezi t€émito dvéma typy je sluchové postizeni. Pacienti se STL2 maji Castéji stiedné
tézké az tézké sluchové postizeni, které je obvykle vrozené nebo diagnostikované v détstvi,
zatimco pacienti se STL1 mohou mit norméalni sluch nebo se v pribéhu zivota miize vyvinout
mirna porucha sluchu (Annunen et al., 1999). Fenotypové se vSak jevi podobnost klinickych

piiznakii u obou typt, a postizeni pacienti maji ¢asto hypoplazii stfedni Casti obliceje, rozstép
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patra, senzorineurdlni ztratu sluchu, myopii a mirnou artropatii. Podobnost fenotyptt STL1 a
STL2 je zplisobena podobnou strukturou a funkci genti zptisobujicich onemocnéni, COL241 a
COL11A1 (Annunen et al., 1999).

Homozygotni a slozené heterozygotni mutace v genu COLI1A1 jsou také asociované
s autozomalné recesivni fibrochondrogenezi typu 1 (MIM #228520) (Tompson et al., 2010).
Déle jsou heterozygotni mutace zodpovédné za AD nesyndromovou senzorineuralni hluchotu
typu 37 (DFNA37, MIM #618533) (Booth et al., 2019) a arthro-oftalmopatii s orofacialni,
sluchovou a o¢ni manifestaci - Marshallovym syndromem (MIM #154780), jehoz klinicky
fenotyp se prekryva s fenotypem STL (Annunen et al., 1999), viz Tab. 2. Dodnes neni uplné
jasné, jestli tyto dva syndromy lze oddélovat, nebo je povazovat za jedno fenotypové
spektrum. Pacienti s Marshallovym syndromem maji mnohem castéji maly vzrist, méné
zavazné o¢ni nalezy, pfed¢asnou ztratu sluchu a mnohem vyrazngj$i maxildrni hypoplazii nez
pacienti se STL (Griffith et al., 1998, Annunen et al., 1999, Griffith et al., 2000, Poulson et
al., 2004).

Kolagen typu XI je heterotrimer sloZeny ze tii riznych a fetézch - al(XI), a2(XI) a
a3(XI), které jsou kddovany navzajem geny COLI1AI, COLI1A2 a COL2A1 (Eyre & Wu,
1987, Henry et al., 1988, Bernard et al., 1998). Kolagen XI se nachazi hlavn¢ ve tkanich,
které exprimuji kolagen II, jako je naptiklad hyalinni chrupavka a sklivec, ale je také
exprimovan v Sirokém spektru nechrupavkovych tkani véetné mozku, $lach, srdecni chlopné,
ktze a endochondralni kosti (Mendler et al., 1989, Nah et al., 1992). Je nezbytny pro spravné
sbaleni proteinu, organizaci a rozvoj chrupavky (Eyre, Wu, 1987, Gregory et al., 2000). Gen
COL11A1 sestava z 68 exonu, ma velikost vétsi nez 150 kb a nachazi se na chromozomu

1p21 (Henry et al., 1988, Annunen et al., 1999).

2.5.3 OSMEDA (Stickleriiv syndrom typ 3)

Sticklerdv syndrom typ 3 (STL3), tzv. non-okuldrni typ, je AD vzacna forma STL
zpusobend mutacemi v genu COLIIA2 (MIM *120290), ktera se nyni oznacuje jako
OSMEDA (otospondylomegaepifyzarni dysplazie, MIM #184840) s AD dé&dicnosti.
K hlavnim klinickym pfiznakiim patfi normélni postava, hypoplazie stfedni Casti obliceje,
roz§tép patra, senzorineuralni ztrata sluchu a ptfedcasnad osteoartritida. PostiZzeni pacienti
nevykazuji zaddnou oc¢ni abnormalitu, coz je zplisobené tim, ze gen COLI1A2, ktery je

kédovan kolagenem typu XI, neni exprimovan v oku, protoZe je zde nahrazen podobnym
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polypeptidem, a to kolagenem typu V. Pacienti s OSMEDA nevykazuji typické o¢ni nalezy a
fenotyp se projevuje pouze v systémovych funkcich s vyssi prevalenci senzorineuralni ztraty
sluchu nez u pacientt s klasickym STL (Mayne et al., 1993, Vikkula et al., 1995, Vuoristo et
al., 1995). Homozygotni a slozen¢ heterozygotni mutace v genu COLIIA2 jsou také
asociované s AR otospondylomegaepifyzarni dysplazii (OSMEDB, MIM #215150),
fenotypové se piekryvajici se STL a Marshallovym syndromem (MIM #154780) (Kéairidinen
et al., 1993, Vikkula et al., 1995, van Steensel et al., 1997), mutace jsou dale zodpoveédné za
Weissenbacheriv-Zweymulleriv ~ syndrom (MIM  #184840), AD nesyndromovou
senzorineuralni hluchotu typu 13 (DFNA13, MIM #601868) a AR nesyndromovou
senzorineuralni hluchotu typu 53 (DFNB53, MIM #609706), viz Tab. 2.

Gen COL11A2 je umistén na chromozomu 6p21.2, ma velikost 28 kb, a sestava z 66
exond. Je exprimovan v chrupavce, ale ne v dospélych jatrech, kiizi a Slachach (Kimura et al.

1989, Vuoristo et al., 1995).

2.5.4 Stickleriv syndrom typ 4

Mutace v genu COL941 (MIM *120210) jsou pfi¢inou STL4 (MIM #614134) s AR
typem dédi¢nosti a vyskytuji se vzacn€. Poprvé byly tyto mutace identifikované a
publikované u rodin se STL z Turecka a Maroka. Z popsanych klinickych ptiznakt
dominovaly u 4 z 10 sourozencii marocké rodiny tyto ptfiznaky: proporcionalné maly vzrist,
sttedni az té¢Zkd senzorineurdlni ztrata sluchu, mirnd epifyzarni dysplazie viditelnd na
rentgenu a mirnd az tézkd myopie s vitreoretinopatii, kterd se projevovala jako opticky
prazdny sklivec obsahujici fibrilarni kondenzaty. Sklivec vSak nemél podobu, ktera byla
nalezena v ptipadé membranového nebo koralkového typu STL. Abnormalni sklivec pfitomny
u téchto déti byl nejpravdépodobnéji vysledkem absence kolagenu typu IX, ktery za
normalnich okolnosti inhibuje zkapalnéni a degeneraci sklivce. Zadny z postizenych
sourozencli nemél odchlipeni sitnice (Van Camp et al.,, 2006). U vSech 4 postizenych
sourozencu byla nalezena homozygotni nonsense mutace v COL941 genu. Rodice a ostatni 4
nepostizeni sourozenci byli nosi¢i mutace v heterozygotnim stavu. Nikopoulos et al. popsali
podobné klinické ptiznaky u dvou sester z turecké rodiny a 1 chlapce z marocké rodiny.
Vsichni méli pfitomnou myopii, anomalii sklivee, senzorineuralni ztratu sluchu, epifyzarni

dyspléazii a exsudativni rhegmatogenni odchlipeni sitnice, pfi¢emz jde doposud o jedinou
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publikovanou studii rodiny s vyskytem odchlipeni sitnice asociované s AR typem STL4
(Nikopoulos et al., 2011).

Gen COLYA1 se nachazi na chromosomu 6q13, sestava z 38 exonti a kdduje jeden ze
tii alfa fetézclh kolagenu typu IX (al(IX), a2(IX), a3(IX)), ktery je minoritni (5-20 %)
kolagenovou slozkou hyalinni chrupavky. Kolagen typu IX se obvykle nachazi v tkanich
obsahujicich kolagen typu II, fibrilarni kolagen. Studie u knockout mysi ukézaly, ze syntéza
alfa 1 fetézce je nezbytna pro sestaveni heterotrimérni molekuly kolagenu typu IX, a Ze
nedostatek kolagenu typu IX je spojen s Casnym nastupem osteoartritidy. Kolagen typu IX je
také exprimovan v tektoridlni membrané a v kochlee vnitiniho ucha (Thalmann, 1993).
Mutace v tomto genu jsou asociovany také s osteoartritidou u lidi, s mnohocetnou epifyzarni

dysplazii typu 6 (EDM6, MIM #614135) a urCitou formou chondrodysplazie - viz Tab. 2.

2.5.5 Stickleriv syndrom typ S

STLS (MIM #614284) typ s AR typem dédicnosti je zpuisoben mutacemi v genu
COL942 (MIM *120260) genu a byl popsan Bakerem et al. u jedné velké 5-genera¢ni indické
rodiny (Baker et al., 2011). Postizeni ¢lenové vykazovali tézkou myopii, vitreoretindlni
degeneraci, odchlipeni sitnice a mirnou senzorineurdlni ztratu sluchu. Zadny z rodinnych
prislusnikiti nemél rozstép patra, i pfes maly vzrust v détstvi, vyska v dospé€losti odpovidala
zbytku rodiny. U dvou postizenych sourozenct byla identifikovana homozygotni 8 bp delece,
ktera byla pfitomna v heterozygotni konstituci u nepostiZzeného bratra a rodicu.

Gen COLY9A2 je lokalizovan na chromozomu 1p34.2 a obsahuje 32 exonil. Mutace
vtomto genu jsou také asociovany s mnohoCetnou epifyzarni dysplazii EDM2 (MIM

#600204) - viz Tab. 2.

2.5.6 Stickleriv syndrom asociovan s mutacemi v genech COL9A3 a LOXL3

Mutace v genu COL943 (MIM *120270) jsou zodpovédné za STL6. Poprvé byly
popsany u 3 bratri z marocké rodiny s klinickymi ptiznaky STL — mirnou senzorineuralni
ztratou sluchu, nespecifickymi metakarpalnimi a femordlnimi zménami epifyz a mentalnim
postizenim. Zadné vitreoretinalni abnormality nebyly u té&chto postizenych detekovany
(Faletra et al., 2014). Hanson-Kahn a spol. publikovali v roce 2018 druhy ptipad AR vyskytu
STL zplsobeného mutaci v genu COL9A43 (Hanson-Kahn et al., 2014). Klinické pfiznaky
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byly podobné¢ diive popsanému piipadu a =zahrnovaly mirnou az stiedné tézkou
senzorineuralni ztratu sluchu, vysokou myopii, a vrozené¢ Savlovité tibie a femury. Gen
COL9A43 je lokalizovan na chromozomu 20q13.33 a obsahuje 33 exont.

Nedavno objeveny novy kandidatni gen LOXL3 (MIM *607163) je pravdépodobné
zodpovédny za novou, avSak pomérné vzacnou AR formu STL. Gen LOXL3 koéduje enzym
lysyl oxiddzu, ktera se Ucastni procesu zesitovani kolagenu a elastinu v pojivové tkani.
Mutace v exonu 12 ¢.2027G>A (p.Cys676Tyr) byla poprvé nalezena pomoci exomového
sekvenovani u 2 sourozencii ze Saudské Arabie s t€Zkou myopii, mikrognacii s rozstépem
patra a mirnou ptevodni ztratou sluchu (Alzahrani et al.,, 2015). DalSim publikovanym
pfipadem je nalez mutace c.1036C>T p.(Arg346Trp) v LOXL3 genu v homozygotni

konstituci u ditéte a jeho otce s t€Zkou myopii a malym vzristem (Chan et al., 2019).

2.6 Klinicka vs. molekularni diagnostika STL

Pro STL bylo navrZzeno nékolik schémat diagnostickych kritérii, avSak dosud
neexistuje zadny konsenzus pro klinicka diagnosticka kritéria pro jednotlivé typy syndromu.

Diagnoza STL se podle Sneada a Yatese (Snead a Yates, 1999) zohlediiovala: a) u
novorozencl s PRS, b) u kojenct se spondyloepifyzarni dysplazii asociovanou s myopii nebo
hluchotou, c¢) u pacienti s pozitivni rodinnou anamnézou vyskytu rhegmatogenniho
odchlipeni sitnice, a d) u sporadickych ptipadii odchlipeni sitnice spojené s kloubni
hypermobilitou, rozstépy rtl a patra anebo hluchotou. Avsak tato kritéria nebyla dostacujici,
protoZe se zakladala na souborech pacienti diagnostikovanych pouze na zakladé klinického
vySetfeni, bez moznosti molekularné genetického potvrzeni.

Dalsi diagnostickd kritéria pro Stickleriiv syndrom byla formulovéna o rok pozdé&ji
(Robin et al, 2000) a zahrnovala i1 prvni skérovaci systém, ktery se stal jednim ze zakladi
indikaénich kritérii pro nasi studii:

1. Orofacialni abnormality (2 body):

- roz$tép patra (otevieny rozstép, submukozni rozstép, uvula bifida): majoritni klinicky
ptiznak, 2 body

- charakteristické facidlni abnormality (maldrni hypoplazie, Siroky nebo plochy koten nosu,
mikro/retro-gnécie): 1 bod

2. O¢ni abnormality (2 body maximum):
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- charakteristické retinalni abnormality (trhliny na sitnici, odchlipeni sitnice): majoritni
klinicky ptiznak, 2 body

3. Sluchové postizeni (2 body maximum):

- vysokofrekvencni senzorineurdlni porucha sluchu: majoritni klinicky ptiznak, 2 body
vek <20 let: ztrata > 20 dB pti 4-8 kHz

vek 20-40 let: ztrata > 30 dB pfi 4-8 kHz

vek > 40 let: ztrata > 40 dB pti 4-8 kHz

- hypermobilni tympanickd membrana: 1 bod

4. Skeletalni abnormality (2 body maximum):

- abnormality kycelniho kloubu: 1 bod

- osteoartritida pfed dosahnutim 40 let: 1 bod

- skolidza, spondylolistéza, kyfotické deformity, kloubni hypermobilita: 1 bod

5. Rodinna anamnéza/molekularni data: (neplati pro rodiny s AR STL)

- postizeny piibuzny prvniho stupné s nalezem AD mutace v COL2A1, COL11AI nebo
COL11A42 genu asociované se STL: 1 bod

Diagnoza Sticklerova syndromu byla stanovena pii dosaZeni:

>5 bodl + >1 majoritni klinicky pfiznak s 2-bodovym ohodnocenim

4

syndrom.

Liberfarb a spol. navrhli pro stanoveni diagndézy STL vlastni bodovy systém
(Liberfarb et al., 2003). Dva body se ud¢€luji za ptitomnost kazdého z nasledujicich nélezt:
roz§tép patra, odchlipeni sitnice a senzorineurdlni ztrata sluchu. Jeden bod se udéluje za
charakteristickou facidlni hypoplazii, hypermobilni tympanické membrany, pozitivni
rodinnou anamnézu, opozdénou osifikaci hlavice femuru, radiograficky prokazanou
osteoartritidu pfed dovrSenim 40 let, deformity patefe, a identifikaci kauzalni mutace. Pro
stanoveni diagnozy STL je nezbytné skore 5. Liberfarb a spolupracovnici takto publikovali 25
subjektli s molekularnim potvrzenim mutaci v COL241 genu, z nichZ vSechny splnily tato
diagnosticka kritéria s primérnym diagnostickym skore 7,3 z moznych 9.

Rose a spol. (Rose et al., 2001, 2005) navrhli diagnosticka kritéria zalozena na
klinickém hodnoceni udaji u pacientii vySetienych v Narodnim institutu pro zdravi (Bethesda,
Maryland), u nichz byla klinickd diagn6za STL molekularné geneticky potvrzena nalezem

specifickych mutaci v COL2A1 genu (Tab. 3).
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Tab. 3: Diagnosticka kritéria pro STL podle Rose a spol. (Rose et al., 2001).

Prevzato z: Rose et al., 2001

Major Minaor

Vitreoretinal degeneration’ Myapia = —b diopters

Cleft palate/bifid uvula Degenerative joint disease onset
= 40 years

High frequency hearing loss® Joint laxity

Typical hip anomaly® Typical facies®

Pasitive family history®

Diagnostic criteria for Stickler syndrome used in this study. All patients met at
least three criteria with at least one major manifestation. These are not
validated for the diagnosis of Stickler syndrome but are under evaluation for
this purpose.

"Includes juvenile vitrecus degeneration and spontaneous retinal detach-
ment.

2 Threshold = 40 db at & khz.

3 Slipped capital femoral epiphysis or Legg-Perthes like dizease.

4 Malar hypoplasia, enophthalmos, flat facial profile, micro/retrognathia.

% At least one first degree relative who independently meets diagnostic criteria
in a pattern consistent with autosomal dominant inheritance.

Hoornaert a spol. (Hoornaert et al., 2010) vyvinuli tzv. "scoring system" na zakladé
binarni regresni analyzy. Parametry a jim pfirazené hodnoty, které byly hodnoceny v tomto
modelu, zahrnovaly: abnormality sklivce, abnormality sitnice, plochy obli¢ej, mikrognécii,
odchlipeni sitnice, kataraktu, nizky nosni miistek, rozs$tép patra, pozitivni rodinnou historii,
myopii, prevodni ztratu sluchu, pfedcasnou artropatii, hypermobilitu, epifyzarni dysplazii a

senzorineuralni ztratu sluchu.

Tab. 4: Skorovaci systém podle Hoornaerta a spol. (Hoornaert et al., 2010).

Prevzato z Hoornaert et al., 2010.

Characteristics Score

Retinal abnormalities
Positive family history

wm

o

Vitreous abnormalities

Cleft palate

Retinal tear and/or detachment
Low nasal bridge

Micrognathia

—_—— B i

Total score 23

Na zaklad¢ regresniho koeficientu kazdé rozliSovaci charakteristiky byl navrzen
specificky bodovaci systém. Nejvyssi skore (skore 5) bylo piicitano abnormalitam sitnice a
pozitivni rodinné anamnéze, skoére 4 bylo pfifazeno rozstéplim patra a abnormalitdm sklivce,

odchlipeni sitnice predstavovalo skore 3, zatimco nosni mistek a mikrognacie obdrZely
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pacienta se Sticklerovym syndromem, vyss$i skére pozorovali u pacienti s mutaci COL2A41 ve
srovnani s témi, ktefi mutaci neméli. Vypoctené skore se pohybovalo od 0 do 21
s teoretickym maximem 23. AZ 75 % pacientll s mutaci COL241 mélo celkové skore >9.
Pfitomnost vitreoretindlni anomalie a odchlipeni sitnice mé¢lo celkové skore 12, ¢imz
vyzdvihlo dulezitost diikladného oftalmologického vysSetfeni u pacientti se STL.

Tato kritéria ale nepokryvala celou §ifi pfiznakti STL. Z diivodu vysoké heterogenity
onemocnéni je klinicka diagnostika pomérné obtizné a v soucasnosti je zalozena na klinickém
obrazu podpofeném molekularné genetickou analyzou. I kdyz jsou pfitomny vSechny obvyklé

symptomy STL, mohou se vyskytovat mutace i v jinych genech, tzv. non-STL genech.

Molekularné geneticka diagnostika STL nebyla dlouho k dispozici z divodu
velikosti, slozitosti a poctu geni zucastnénych v patogenezi STL, proto hlavni roli hréla
klinick4 diagnostika na zéklad¢ diagnostickych kritérii. Molekularni diagnostika je zalozena
na sekvenacni analyze vSech kodujicich a ptilehlych exon/intronovych oblasti nejcastéjsiho
kauzalniho genu COL2A41. Nejcastéji identifikovanymi jsou nonsense mutace v genu COL2A4 1
a missense mutace, delece, inzerce a sestithové varianty u obou genit COL241 a COLI1IAI.
Vsechny geny asociované se STL jsou charakteristické vysokym poctem koédujicich exonti (v
priméru 48 exonl) a Sangerova sekvena¢ni analyza je pomérné zdlouhavd a financné
naro¢na. V soucasné dob¢, diky tzv. sekvenovani nové generace (NGS) je moZné masivni
paralelni sekvenovani vSech geni asociovanych se STL i jejich fenotypové ptibuznych

syndromi v jedné dobé.

2.7 Prevence a management

Doposud neexistuje zadnd kauzalni 1écba tohoto onemocnéni, avSak symptomaticka
lécba muZe kontrolovat pfiznaky a tim slouzit jako prevence moznych komplikaci.

Pacienti, ktefi si jsou védomi symptoml spojenych s odchlipenim sitnice Casto
predejdou komplikacim tim, Ze vyhledaji rychlé teseni a 1é¢bu, kdyZz se objevi prvni
symptomy (Robin et al., 2000). Mezi potencialni intervence, které mtzou zabranit odchlipeni
sitnice a slouzi jako prevence, patii kryoterapie, laserova terapie a technika tzv. "scleral

buckling". V soucasnosti neexistuje zadny konsenzus ohledné¢ osvédc¢enych postupii a nejsou
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dostupné ani zadné aktudlni pokyny pro profylaktickou intervenci u této skupiny postizenych
jedinct (Carroll et al., 2011). Znalost tohoto onemocnéni také umoznila postizenym
pacientim podstoupit laserovou fotokoagulaci, u které bylo prokazano, Ze je Gcinna pfi
prevenci odchlipenti sitnice (Leiba et al., 1996).

Vzhledem k tomu, ze novorozenci se STL mohou mit Pierre-Robinovou sekvenci a
postizeni dychacich cest, je zaveden porodni plan, ktery umoziuje okamzity pfistup
specialistli, a neonatalni péCe je tak vysoce uspéSna pii zvladani symptomtii a poskytovani
lepsi kvality zivota (Robin et al., 2000).

Pacienty se STL je nutné neustile sledovat a na kazdé zhorSeni problémi rychle
reagovat. Sluch by mél byt u postizenych pacientli kontrolovan kazdych 6 mésicl a to do
véku 5 let a pak alespoii jednou roéné. Podobné je to i s o¢nim vySetienim. Obecné je tieba se
vyhybat ¢innostem, jako jsou micové ¢i kontaktni sporty, které mohou vést k traumatickému
odchlipeni sitnice a/nebo zranéni kloubti. VCEasna diagnostika a 1écba o¢nich poruch miize
zabranit totalni slepoté. Potfebu konkrétni péce a sledovani vétSinou fidi klinicky genetik,
ktery komunikuje se vS§emi odborniky a specifikuje rizika, kterych by se preventivni vySetfeni
mélo tykat. ProtoZe je STL multisystémové onemocnéni, optimalni management vyzaduje
efektivni koordinaci interdisciplinarni spoluprace tymu specialisti. Dtlezitou soucasti péce je
také genetické poradenstvi, které v ptipadé potvrzeni konkrétni mutace mize nabidnout nejen
vySetfeni dalSich ¢lentll rodiny, ale také prenatédlni ¢i preimplantacni genetickou diagnostiku v
postiZzenych rodinach. Molekularni potvrzeni STL by mélo zdokonalit zdravotni management
onemocnéni. Znalost presné molekularni pfi¢iny do budoucna otevirda moznosti pro cilenou

genovou terapii.
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3. Ushertv syndrom

Ushertiv syndrom (USH), je vzédcné, avSak zavazné, geneticky heterogenni
onemocnéni, které postihuje soucasné zrak a sluch. Poprvé syndrom popsal (ale
nepojmenoval) vroce 1858 némecky oftalmolog Alfred von Graefe ve své studii u 3
piibuznych pacientli, jako kombinaci hluchoty a o¢ni poruchy zvané retinitis pigmentosa
(RP), a ptedpokladal dédi¢nou pficinu. Pozdé&ji, v roce 1914, dostalo toto onemocnéni ndzev
po skotském oftalmologovi Charlesovi Usherovi, ktery popsal dédi€ny ptvod tohoto
onemocnénti.

Jde o nejcastéjsi genetickou pii¢inou hluchoslepoty u déti Skolniho véku. Syndromem
trpi priblizné 3 - 6 % populace s vrozenou vadou sluchu, 8 - 33 % pacientl s RP, a je v témét
50 % ptipadi pti¢inou hluchoslepoty (Vernon, 1969, Boughman et al., 1983). Prevalence
USH je vsoucasné dobé odhadovana v rozvinutych zemich na 3 - 4 na 100 000 Zivé
narozenych déti s frekvenci prenasecii 1 nal00 (Boughman et al., 1983, Rosenberg et al.,
1997). Je rozsifen také zejména v severnim Svédsku a vychodni a severni &asti Finska, kde je
odhadovana prevalence 10 - 21/100 000 (Hallgren, 1959, Nuutila, 1970). Syndrom je vSak
Castj$i v regionech s malymi, izolovanymi, ¢asto inbrednimi populacemi, jako napft. Izrael
(Samaritani), Pékistan (Hutterit¢), Francie (Poitou-Charentes), Akadidnska populace
v Louisiané ve Spojenych statech (Boughman et al., 1983, Hallgren 1959, Bonné-Tamir et al.,
1994).

Klinicky se syndrom dé€li do tii hlavnich typi, kde kombinace pigmentové degenerace
sitnice s riznym stupném sluchové ztraty miize byt provazena vestibularni dysfunkci vedouci
k problémim s udrzenim rovnovahy.

Studie USH mé nesporné velky vyznam v oblasti vyzkumu slepoty a hluchoty i pro
pochopeni zakladnich molekuldrnich mechanizmli nékterych vyvojovych a funkc¢nich
podobnosti existujicich mezi retindlnimi a kochlearnimi senzorickymi buiikami, tj.
fotoreceptorovymi a vlaskovymi buiikami. Molekularni analyza USH muze také vést k objevu
novych biologickych procesti, na kterych se podili oba typy smyslovych bunék.

Dle tiskové zpravy Ustavu Zivoéiné fyziologie a genetiky AV CR zde byla v centru
PIGMOD dne 20. 5. 2020 provedena prvni unikatni operace sitnice zavad¢jici do oka vektor
genove terapie na specialné odchovanych modelovych prasatech s mutaci genu USHIC pro
harmonin. Model byl vypracovan ve spolupraci s univerzitami v Mnichové a Mainzu a centru
PIGMOD se podatilo odchovat dva vrhy téchto modelovych zvifat. Operaci provedl MUDr.
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Miroslav Veith, primaf Oftalmologické kliniky Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady.
Jednalo se o pomérn¢ kratky a bezpecny operacni vykon, a pokud se prokaze uspésnost této
1é€by v kombinaci s pouzitou operacni technikou, lze tento typ operace minimalné po
technické strance provadét na vice pracovistich i v CR
(zdroj: http://www.iapg.cas.cz/cs/aktuality/ Genova-terapie-by-mohla-pomoci-v-lecbe-
Usherova-syndromu/). Tim se otevira cesta k moznosti 1é€by pro pacienty s USHIC.
Podrobn¢;jsi védecka publikace dosud neni k dispozici pro citovani.

Kauzalni genova terapie poruchy zraku u USHI1B je ve fazi klinické studie, celkové
vSak lze fici, ze kauzalni 1écba USH doposud neni dostupna. Pro postizené jedince je
nezbytné maximaln¢ vyuzivat zrakové a sluchové vnimani tak, aby se stabilizovaly funk¢ni
schopnosti téchto zivotn¢ dilezitych smysld. Lékafi casto pacientim s USH piedepisuji
vysoké davky vitamint, pfedevS§im provitaminu A. Jejich Uc¢inek vSak dosud nebyl vyrazné
prokazan a je predmétem dal$iho zkouméani (LORM Spole¢nost pro hluchoslepé z.s. [online].
LORM: © 2015 [cit. 8.5.2020]. Dostupné z: http://www.lorm.cz). Hlavnim diivodem, proc je
v dnesni dob¢ nutné odlisit pacienty s nesyndromovou poruchou sluchu od pacientt s USH, je
nutnost v€asné bilateralni kochledrni implantace u pacientti s USH a to bud’ synchronni, nebo
v co nejkratSim casovém intervalu po sobé. V piipadé jednostranné implantace zlstavaji
pacienti s USH pIn¢ odkdzani na asistenci, zejména pii pohybu venku, protoze nemaji

moznost smérového slySeni a tim orientace v prostoru.

3.1 Klinicky obraz

VSichni pacienti s USH maji v klinickém obrazu progresivni RP, kterd se z pocatku
projevuje jako ztrata no¢niho vidéni (Seroslepost) a postupné omezeni zorného pole, coz
nakonec vede az ke slepoté, zatimco stupenl ztraty sluchu a vestibularni funkce se 1i$i mezi
jednotlivymi klinickymi typy. V nékterych studiich byly pozorovany i ur¢ité duSevni poruchy
provazejici USH, jako psychoéza (Rijavec, Grubic, 2009, Hess-Rover et al., 1999, Jumaian,
Fergusson, 2003), kognitivni deficit (Sharp et al., 1994), mentalni anorexie (Chapman et al.,
1998), ¢t ADHD (Rijavec, Grubic, 2009).
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Retinitis pigmentosa

Retinitis pigmentosa (RP) patii do skupiny heterogennich dédicnych onemocnéni
sitnice s primarnim postizenim ty¢inek. Celosvétové RP postihuje 1 osobu z 3000 az 7000 a je
charakterizovana ztradtou nocniho a periferntho vidéni v dasledku degenerace bunck
fotoreceptort (Ferrari et al., 2011, Daiger et al., 2013). Termin retinitis je pon¢kud zavadéjici
a sémanticky nespravny, protoze retinitis odkazuje na zanét sitnice, ktery je pro tento syndrom
neobvykly. Termin pigmentosa zase odkazuje na charakteristické melaninové ulozeni v sitnici
v pokrocilejsich fazich RP. Intraretindlni depozice pigmentu a arteriolarni zGzeni
charakterizuje vzhled fundu u pacientti s RP a jsou piedpokladem pro diagnozu.

RP se muze vyskytovat bud’ jako samostatné onemocnéni nebo jako soucast fady
syndromd, u kterych se k oénimu postizeni ptidruzuje nejéastéji hluchota. Autozomalné
recesivni RP je nejrozsifenéjsi formou onemocnéni a predstavuje 50 - 60 % prtipadi (Hartong
et al., 2006) a je asociovana s vice nez 37 geny, mezi které patii i USH24, kdy nesyndromova
RP 39 (MIM #613809) je alelickou chorobou k USH. Néastup nesyndromové RP je nejcastéjsi
v obdobi dospivani nebo mladé dospélosti, nejcastéji ve véku 10 - 30 let, a vétSina forem je
progresivni, ¢asto vedouci k tplné ztraté zraku.

V klinickém obrazu je onemocnéni charakterizovano jako progresivni dystrofie
tyCinek, kterd se nejdiive projevuje jako Seroslepost doprovazend ubytkem zorného pole, kde
v pozdgjsich fazich dochazi také k odumirani ¢ipki a tim ke snizeni centralni zrakové ostrosti.
Pravée postupna ztrata centralniho vidéni vede postupné k Gplné nevidomosti pacientii s USH,
kterd je dosud bez znamé 1écby (Edwards et al., 1998). Pfi¢inou slepoty u USH pacienti je
progresivni retindlni degenerace, jejimZ prvnim piiznakem je nejCastéji Seroslepost
v predskolnim véku. Béhem détstvi a dospivani progreduje a mize koncit az uplnou ztratou
zraku. Dal$im typickym o¢nim projevem u USH pacienti je také svétloplachost.

RP vykazuje pomémé velkou klinickou variabilitu, a to 1 mezi pfislusniky jedné
rodiny. Klinick4 diagnostika pfi vySetfeni o¢niho pozadi se zakladd na piitomnosti shlukl
pigmentu tvarem pifipominajici kostni bunky. K dal§im diagnostickym znakiim patfi
pritomnost zzeni tepen na sitnici, atrofie ter€e zrakového nervu, zakaly ¢ocky a zmény pfii

elektroretinografickém (ERG) vySetteni. (Obr. 8).
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Obr. 8: Fotografie sitnice pacienta s Usherovym syndromem v porovnani s normalni

sitnici zdravého clovéka.
Cerna Sipka znazorfiuje atrofii terée zrakového nervu, hvézdicky znazoriiuji zaZené cévy a obousmérna §ipka
znazornuje pritomnost shlukll pigmentu tvarem pfipominajici kostni buniky.

Prevzato z: https://www.medicinenet.com/usher syndrome/article.htm#what _is usher syndrome.

Jak RP progreduje, zorné pole se zuzuje, cozZ je stav znamy také jako trubicovité (tunelove)
vidéni, dokud nezlstava pouze centralni vidéni, neboli schopnost vidét pouze pifimo vpred.

(Obr. 9).

Obr. 9: Tunelové vidéni u pacientii s Usherovym syndromem.

Vlevo pohled pfi normalnim vidéni, vpravo pohled pfi onemocnéni retinitis pigmentosa v dusledku zizeni
zorného pole.

Prevzato z: https://nethealthbook.com/eye-diseases-and-eye-related-topics/retinal-problems.

Sluchové postiZeni

Poskozeni sluchu v pasmu od lehké vady az po hluchotu (podle typu USH) je prvnim
diagnostickym piiznakem onemocnéni. Sluchova vada je pfitomna jiZ od narozeni nebo
raného détstvi. VétSina déti s USH se narodi se stfedné tézkou az tézkou ztratou sluchu,

v zavislosti na typu USH. Vzhledem k tomu, Ze je vada vrozend, jsou takto postiZeni jedinci
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na zacatku diagnostikovani jako sluchové postizeni, teprve pozdéji byvaji piretazeni do
kategorie hluchoslepych.

Geny podilejici se na patogenezi USH hraji dilezitou roli ve vyvoji a udrZzovani
struktur vnitiniho ucha a také v udrzovani rovnovahy. Jsou zodpovédné za tvorbu proteint
dalezitych jak pro samotnou tvorbu, tak i nasledné udrzovani vlaskovych bunék, coz jsou
sekundarni smyslové bunky zodpovidajici za ptijem sluchovych podnéti (Junquiera et al.,
1997). Nachazi se v Cortiho orgdnu ve vnitinim uchu, ale 1 ve vestibularnim systému.
Vlaskové bunky vytvareji elektrické signaly, které jsou prenaSeny sluchovym nervem do
mozku. Ztrata sluchu je zplGsobena abnormalnim vyvojem vlaskovych bunék ve vnitinim
uchu v disledku defektu téchto genti, coz vede k tomu, Ze vnitini ucho neni spravné vyvinuto
jiz pii narozeni, nebo je Casem poskozeno. Proto, pokud tyto vlaskové builky spravné

nefunguji, coz je ptipad USH, projevi se tento stav nedoslychavosti az hluchotou.

Porucha rovnovahy

Poskozeni vnitiniho ucha v diisledku abnormalniho vyvoje vestibularnich vlaskovych
buné¢k miize mit za nasledek kromé ztraty sluchu i problémy s rovnovahou. Vestibularni
systém je zodpovédny za zasilani informaci o rovnovaze do mozku. Vestibularni dysfunkce je
pfitomna u typt USH1 a USH3. Vestibularni deficit je zda se vrozeny, nebo se alespon
vyskytuje ve velmi raném veku, protoze déti s USH1 typem maji mirn€é opozdéné milniky
vyvoje tykajici se sedu a chozeni. Dle Mollera et al., (1989), zadny z pacienti nezacal chodit
pted dovrSenim véku 18 mésici. VEk, kdy za¢ne dité chodit, se zda byt vhodnym prediktorem
klinického typu USH, protoZe jen malo déti s typem 2 ma opozdény nastup samostatné chiize
o tolik, jako déti s USH1 (Kimberling, Méller, 1995).

Vestibularni testovani je dilezitou soucasti vySetieni neslySiciho ditéte, pokud nebyl
USH vyloucen jako mozna diagndéza. Mize byt pouZito jako voditko k vylouceni USHI
vraném véku u vrozené neslySiciho ditéte, aniz by muselo podstoupit oftalmologické

vysetieni, zeyména ERG u malych déti, které 1 tak vétSinou byva v raném ve€ku nepriikazné.

3.2 Klinicka Klasifikace

Klinickd heterogenita syndromu je i v tomto ptfipadé¢ doprovazend pomérn¢é vysokou

genetickou heterogenitou - dodnes je dle literatury zndmo nejméné 15 USH gent.
59


https://cs.wikipedia.org/wiki/Sluch
https://cs.wikipedia.org/wiki/Cortiho_org%C3%A1n
https://cs.wikipedia.org/wiki/Vestibul%C3%A1rn%C3%AD_syst%C3%A9m

Existence genetické heterogenity s nejméné dvéma odliSnymi formami USH byla
stanovena na zaklad¢ odliSnosti mezi studovanymi rodinami s ohledem na zavaznost ztraty
sluchu a na pfitomnost poruchy vestibularniho systému (Fishman et al., 1983, Forsius et al.,
1971, Hallgren, 1959, Nuutila, 1970). Na zaklad¢ fenotypové klasifikace navrzené
Davenportem a Omennem (Davenport, Omenn, 1977) a klinickych pfiznakti publikovanych
konsorciem pro USH (Smith et al., 1994), byly definovany tii zakladné klinické typy USH
s AR zptsobem dédicnosti (USH1, USH2 a USH3), které se pouzivaji dodnes. Tyto hlavni
klinické typy jsou dale rozdéleny na dals$i podtypy na zdklad¢ jejich genetické pfiCiny.
Jednotlivé typy se navzdjem liSi zavaznosti a progresi ztraty sluchu a pfitomnosti nebo
absenci vestibularnich symptomu spolu se zrakovym postizenim, kde RP je spole¢na pro
vSechny tii typy (Tab. 5). V kazdé z téchto forem muize byt RP také doprovéazena kataraktou
(Auffarth et al., 1997). Je dualezit¢é zminit, ze ne vSichni pacienti s USH zcela oslepnou,
ackoliv se prevalence slepoty zvySuje s vékem. Ptiblizn¢ 40 % pacientl ztrati zrak v paté
dekade, 60 % v Sesté dekadé a 75 % v sedmé dekad¢ zivota, zatimco u pacientd, ktetfi nejsou
v pozdé&j$im véku slepi, dojde k t€Zkému poskozeni zraku (Pennings, 2004). N¢kteti pacienti
s USH vykazuji fenotypovou variabilitu a nemohou tak byt zafazeni do Zadného ze tii
hlavnich klinickych typt. Tito pacienti jsou nakonec diagnostikovani jako atypicky USH
(Otterstedde et al., 2001).

Vzhledem ke genetické heterogenit¢ USH je tato choroba pifimo predurcena pro
komplexni a paralelni analyzu vSech znamych genli pomoci sekvenovani nové generace

(NGS).

Tab. 5: Klinicka klasifikace Usherova syndromu.

Typ Porucha sluchu Ztrata zraku v dusledku | Vestibularni funkce
RP

USH1 | tézkd vrozena oboustranna | nastup  progresivni ~ RP | vestibularni areflexie
ztrata sluchu v obdobi raného détstvi

USH2 | stfedné tézka az tézka vrozena | nastup RP v prvni nebo | normalni
ztrata sluchu druhé dekade zivota

USH3 | normalni pfi narozeni, nastup | variabilni nastup RP variabilni
progresivni ztraty sluchu
v détstvi nebo v ¢ase dospivani
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3.2.1 Usheruv syndrom typ 1 (USH1)
Ushertiv syndrom typ 1 (USHI) je charakterizovan tézkou bilaterdlni kongenitalni

percep¢ni nedoslychavosti az hluchotou, konstantni pfitomnosti vestibularni dysfunkce a
prepubertalnim nastupem progresivni RP (obyc¢ejné kolem 10. roku Zzivota). Tento typ je
Espinods et al., 1998, Spandau, Rohrschneider, 2002). Vestibularni dysfunkce se klinicky
projevuje jako opozdéni ve vyvoji motoriky. Postizené déti ve véku 6 mésicti nedokazou sedét
bez opory a casto nezacnou chodit diive nez v 18. meésici zivota (Mdller et al., 1989).
Retinopatie se jevi jako ztrata nocniho vidéni a zizeni zorného pole béhem détstvi, a nakonec
jako ztrata zrakové ostrosti, ktera rychle progreduje a vede ke slepoté. Histopatologické studie
u 2 pacientd s USH1 ukdzala, Ze tito pacienti s dlouhodobou zvukovou deprivaci maji pouze
drobné degenerativni zmény dorsalniho a ventralniho kochlearniho jadra, centralni sluchovy
systém je neporuseny a proto je pro n¢ kochlearni implantace prospé$na (Wagenaar et al.,
1999).

U pacienti s klinicky stanovenou diagnézou USH1 byly také popsany dal$i symptomy
jako je anomalie cilii se sniZenou pohyblivosti spermii a bronchiektazie (Bonneau et al., 1993,

Hunter et al., 1986).

3.2.2 Usheruv syndrom typ 2 (USH2)
USH2 typ je charakterizovan prelingvalni stfedné téZkou az t€zkou nedoslychavosti.

Prvni klinické ptiznaky RP se objevuji kolem puberty, pfi¢emz nejcastéji uvadénou prvni ocni
komplikaci je nocni slepota (vék manifestace u USH2 se castecné prekryva s vékem
manifestace u USH1) (Petit, 2001). Primérny ve€k pii vzniku nocni slepoty je 15 let a
prumérny veék diagndézy RP je 24 let (Tsilou et al., 2002). Progrese zrakového postizeni
vykazuje vyssi variabilitu nez u USHI1 (Wagenaar, 2000). Vzhledem k ptekryvani klinickych
projevll zrakovych symptoml u typi 1 a 2 nejsou tyto symptomy v jednotlivych piipadech
povazovany za spolehlivé prediktory typu USH (Hope et al., 1997, Iannaccone et al., 2004).

U n¢kolika predchozich komparativnich studii bylo u pacientt s USH1 a USH2
analyzovano zhorSeni zrakové ostrosti a zorného pole (Fishman et al. 1983, Edwards et al.
1998, Seeliger et al. 1999, Tsilou et al. 2002, Pennings et al. 2004). Napiiklad ve studii
Tsiloua a Seelingera se zdvaznost o¢ni symptomatologie vyznamné neliSila u USH1 a USH2
(Tsilou et al., 2002, Seeliger et al., 1999). Vysledky téchto studii je ale obtizné srovnat,

protoze se liSily poftem vySetienych pacienti a pouzitim rtiznych metod k analyze dat.
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Nov¢jsi studie skupiny 328 postizenych jedinci s USH1 a USH2 potvrdila signifikantni rozdil
v nastupu RP u pacientli s USH1 v porovnani s pacienty s USH2. Také zrakova ostrost byla
vyznamn¢ zhorSena u postizenych pacienti s USH1 v porovnani s pacienty s USH2 ve véku
50 let a vice (Sadeghi et al., 2006). Na rozdil od ostatnich klinickych typi USH je funkce
vestibularniho systému v tomto pifipadé neporusena. USH2 je nejcastéjsim klinickym typem
USH a predstavuje vice nez polovinu vSech pacienti (Spandau, Rohrschneider, 2002,
Pennings et al., 2004). Stupeni sluchového postizeni u pacienti s USH2 se zvySuje z mirné
ztraty sluchu pro nizkofrekvencni zvuky az na tézkou ztratu sluchu pro vysokofrekvencni
zvuky, pfiCemz ma tendenci zlistat stabilni. Ztrata sluchu je vrozend, ale mize byt detekovéana

v pozdé&jsich obdobich, kdyz ztézuje komunikaci (Millan et al., 2011).

3.2.3 Usheruv syndrom typ 3 (USH3)
Existence této formy na zdklad¢ fenotypové klasifikace navrzené Davenportem a

Omennem (Davenport a Omenn, 1977) byla plivodné povazovéna za nejasnou z diivodu nizké
incidence, kde pacienti tvorili pouze 2 % z celkového poctu USH. Proto nebyl typ USH3
pfijiman jako dalsi hlavni klinicky typ USH az do doby, nez byly USH konzorciem
publikovany klinické znaky pro tfeti typ (Smith et al., 1994). Tento typ je v evropské populaci
pomérné vzacny (< 3 % ptipadil), vyjimkou je finskd populace, kde se v disledku efektu
zakladetele s vyskytem 40 % ptipadl jedna o nejcastéjsi typ (Spandau et al., 2002, Pakarinen
et al., 1995). Dalsi studie také potvrdily, ze vyskyt USH3 v Birminghamu (UK) piedstavuje
az 20 % ptipadi USH (Hope et al., 1997).

USH3 je charakterizovan variabilnim nastupem ztraty sluchu a RP spolu s variabilnimi
vestibularnimi pfiznaky. Senzorineuralni ztrata sluchu je postlingvalni a progresivni a mize
se objevit mezi prvni a tfeti dekddou Zivota. V pocatecnich stadiich je stupent sluchového
Mira progrese je variabilni, ale ve vétsin€ pfipadi se jedna o téZkou ztratu sluchu. Nicméné,
sluch je béhem prvnich fazi vyvoje natolik rozvinuty, Ze umoziuje spravny vyvoj feci. U
pacientl s USH3 je tedy nutné provést nékolik po sob& nasledujicich audiometrickych
vySetieni s cilem ziskat presnou klinickou diagnoézu (Millén et al., 2011). RP se manifestuje
nejprve jako svétloplachost s progresi ztraty vidéni, kterd postupné vede az k totalni slepoté.
U pacientl s USH3 byl pomoci refrak¢nich testid pozorovan také vysoky podil hypermetropie
s vysokym stupném astigmatismu (Pakarinen et al., 1995). Tento nalez je mnohem castéjsi u

USH3 nez u celkové populace. Progrese zrakového postizeni se nejcastéji vyskytuje ve véku
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do 40 let, pficemz k zdvaznému zhorSeni zrakové ostrosti dochazi v primérném véku 37 let a

k zuzeni zorného pole dochazi v primérném veéku 30 let (Tsilou et al., 2002).

3.3 Molekularni genetika

USH vykazuje zna¢nou genetickou heterogenitu. Dle dostupnych literarnich zdroj a
udajii z RetNet (https://sph.uth.edu/Retnet/sum-dis.htm#B-diseases), je dnes celkové zndmo
18 lokusti asociovanych s USH a 15 identifikovanych USH gent, coz svéd¢i pro znacnou
lokusovou a alelickou heterogenitu onemocnéni. Dle Mathura a spol. (Mathur et al., 2015) se
jedna o devét lokusti asociovanych s USHI, tfi lokusy s USH2 a dva lokusy s USH3 typem.
Z téchto lokust bylo identifikovano 13 gend, které zahrnuji celkem Sest USH1 gend, tfi USH2
geny, dva USH3 geny a dva geny asociované s atypickym USH (Tab. 6) (Santana et al.,
2019).

S USHI1 jsou spojené geny MYO7A4, USHIC, CDH23, PCDHI15, USHIG a CIB2,
pfiCemzZ nejcastéji se vyskytuji mutace v MYO74 genu, a to az ve 40 % vSech piipadi USHI
(Bonnet et al., 2016, Bujakowska et al., 2014). Role genu CIB2 v patogeneze USH1 byla ve
studii Booth et al. (2018) zpochybnéna. Mezi USH2 geny patii USH2A, kde podil
patogennich variant pfedstavuje az 91 % ze vSech USH2, dale ADGRVI (GPR98) a WHRN
(DFNB31) geny (Bonnet et al., 2016). Vzacné se vyskytujici USH3 typ je zplisoben mutacemi
ve dvou genech: CLRNI and HARS (Mathur et al., 2015). Gen HARS je coby USH3 gen Casto
rozporovan, protoze u pacientli nesoucich mutace v tomto genu se Casto klinicky rozvine
epizodickd psychoza, spolu s progresivni ztratou sluchu a RP, coz mohou byt klinické
pfiznaky jinych vzacnych syndromii (Rabbani et al., 2012). Publikované mutace v genech
PDZD7 (Krawitz et al., 2014), ABHD12 a CEP250 byly popsan¢ v asociaci s atypickym USH
(Bonnet et al., 2016). U pacienti s atypickym USH se ztratou sluchu a mirnou RP byla
identifikovana homozygotni nonsense mutace v genu CEP250 (MIM *609689) spolu
s heterozygotni nonsense mutaci v genu C2ORF71 (MIM *613425). Ackoliv gen C2ORF71
je AR RP gen (Audo et al., 2011, Collin et al., 2010, Nishimura et al., 2010), neni jasné, zda
jeho heterozygotni mutace také piispivaji k rozvoji onemocnéni u téchto atypickych USH
pacientti (Mathur et al., 2015). Gen PDZD7 je povazovan za modifikatorovy gen u pacientl
s USH2A mutacemi, kde byla zaroven popsana pomérné vzacna digenni dédi¢nost. Ebermann

et al. (2010) popsali jedince s USH2 s heterozygotnimi patogennimi variantami v genech
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ADGRVI a PDZD?7, a dale Yoshimura et al. (2014) popsali jedince s USH1 s heterozygotnimi
patogennimi variantami v MYO74 a PCDH15 genech. Dale byla popsana digenni dédi¢nost u
USHI1 pacientti s mutacemi v genech CDH23 a PCDH15 (Zheng et al., 2005). Velkd meta-
analyza genetiky USH Jouret et al. (2019) dospéla k zavéru, Zze data o digenni dédi¢nosti
,hepodporuji existenci digenni dédi¢nosti u USH* a naznacuji, Ze u postizenych jedinct ve
vySe zminénych studiich mohly existovat genetické varianty nezjistitelné v té dobé
dostupnymi metodami genetického testovani.

Komplikovat situaci muze 1 dalsi fakt - naptiklad, popsana mutace p.Cys759Phe
v genu USH2A4 se vyskytuje u 4,5 % ptipadd recesivni formy RP bez ztraty sluchu, a
predstavuje tak nejcastéjsi pfi¢inu nesyndromové slepoty, ktera byla popsana u 224 vzork
nepiibuznych severoamericani (Rivolta et al., 2000). Rovnéz mutace vSech Sesti USH1 genil
mohou zapfi€init také recesivni nesyndromovou hluchotu (Tamagawa et al., 2002, Bork et al.,
2001, Ahmed et al., 2003, Maria Oonk et al., 2015, Seco et al., 2016). Také se ukazalo, ze
mutace v genu zodpovédného za typ USHIB zpiisobuji symptomy podobné USHI1 nebo
USH3, stejné jako u dominantni nesyndromové hluchoty (Liu et al., 1997, 1998). Celkové lze
fici, Ze klinickd 1 molekularné genetickd klasifikace USH je velmi komplikovand a ne vzdy
zcela pfesna.

USH proteiny jsou pievazné lokalizovany ve stereociliich a synaptickych oblastech
vlaskovych bun€k vnitiniho ucha (Adato et al., 2005, Reiners et al., 2005, van Wijk et al.,
2006, Siemens et al., 2002, Boéda et al.,, 2002, Senften et al.,, 2006), a také ve
fotoreceptorovych bunkach.

Proteiny kodované USH geny patii do rliznych tfid proteinti s odliSnymi funkcemi
(Obr. 10). Myosin VIIA (USH1B) patii mezi tzv. motorické proteiny, harmonin (USHIC),
SANS (USH1G) a whirlin (USH2D) patii mezi tzv. "scaffold" proteiny (scaffold = angl.
leSeni), cadherin 23 (USH1D) a protocadherin 15 (USHIF) jsou transmembranové proteiny
podilejici se na stavbé mezibunéénych spojl, usherin (izoforma B) (USH2A) a VLGRI1b
(USH2C) jsou transmembranové proteiny s velkymi extracelularnimi doménami, a clarin-1
(USH3A) je protein se ¢tyfmi transmembranovymi doménami. VSechny tyto proteiny mayji

jednu nebo nékolik protein-proteinovych interakénich domén.
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Tab. 6: Molekularni klasifikace Usherova syndromu.

USH typ | USH Gen Protein Reference Podil na
lokus daném typu
USH
USH1 USHI1B MYO74 myosin VIla Weil et al., 1995, 53-63 %
Astuto et al., 2000
USHI1C USHIC harmonin Bitner-Glindizcz et al., 2000, 1-15 %
Verpy et al., 2000
USH1D CDH23 cadherin 23 Bolz et al., 2001, 7-20 %
Bork et al., 2001
USHIE - - Chaib et al., 1997 Vzéacny
USHIF PCDH15 | protocadherin 15 Ahmed et al., 2001, 7-12 %
Alagramam et al., 2001
USHIG USHIG SANS (scaffold protein Kikkawa et al., 2003, 0-4 %
containing ankyrin repeats | Weil et al., 2003
and sam domain)
USHIH - - Ahmed et al., 2009 neznamy
USH1J CIB2 calcium- and integrin- Riazuddin et al., 2012 neznamy
binding protein 2
USHIK - - Jaworek et al., 2012 neznamy
USH2 USH2A USH24 usherin Eudy et al., 1998, 57-79 %
van Wijk et al., 2004
USH2C ADGRV1 | adhesion G protein- Weston et al., 2004, 6.6-19 %
(GPR98) | coupled receptor V1 Yagietal,, 2005
USH2D WHRN whirlin van Wijk et al, 2006,|0-9.5%
(DFNB31) Ebermann et al., 2007
USH3 USH3A CLRNI clarin 1 Joensuu et al., 2001, 100 %
Adato et al., 2002
USH3B HARS histidyl-tRNA synthetase | Abbott et al., 2017 neznamy
USH - PDZD7 PDZ domain-containing 7 | Ebermann et al., 2010 neznamy
atypicky
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Obr. 10: Piehled USH proteinii a jejich ruznych izoforem.

(A) Myosin VIIA protein, sestavajici ze 7 domén (motor head doména, calmodulin-binding 1Q doména, dvé
FERM domény, dvé MyTH4 domény a SH3 doména. (B) USHIC protein, harmonin, stfemi riznymi
izoformami, kazda sestava ze dvou PDZ domén (PDZ1 and 2) a jedné coiled-coil domény. Izoforma A a B
obsahuje navic PDZ3 doménu. (C) Cadherin 23 (USH1D) je reprezentovan tfemi riznymi izoformami. Izoforma
A sestava z 27 Ca2+ vazajicich extracelularnich cadherinovych domén (EC1-27), transmembranové domény
(Sedé¢ disky) a kratké intracelularni domény. Izoforma B je podobnad izoformé A, avSak obsahuje jenom
poslednich Sest EC domén. Izoforma C sestava z jediné intracelularni domény a C-terminalni PBM domény
(PDZ binding motif). (D) Protocadherin 15 (USHIF) sestava z jedenacti EC domén (izoforma A), nebo jedné
EC domény (izoforma B), transmembranové domény a C-terminalni PBM domény. (E) SANS (USH1G) protein
sestava ze tii ANK (ankyrin) domén, centralni oblasti (CENT), a SAM domény (sterile alpha motif (SAM) a C-
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terminalni PBM  domény. (F) Isoforma A  wusherinu (USH2A) sestiva z  N-terminalni
thrombospondin/pentaxin/laminin G-like domény, laminin N-terminalni (LamNT) domény z deseti laminin-type
EGF-like (EGF Lam) domén a ¢ty fibronection type III (FN3) domén. Izoforma B obsahuje navic dvé LamG
(lamini G) domény, 28 FN3 domén, a transmembranovou doménu a jednu intracelularni C-termindlni PBM
doménu. (G) Isoforma B VLGR1 (USHI1C) proteinu obsahuje thrombospondin/pentaxin/laminin G-like doménu,
35 Ca2+-binding calcium exchanger f§ (Calx) domén, sedm EAR/EPTP opakovani, sedm transmembranovych
domén a intracelularni C-termindlni PBM doménu. (H) Clarin-1, USH3A protein se sklada ze Cctyf
transmembranovych domén (izoforma A) a jedné transmembranové domény (izoforma C).

Prevzato z: Kremer et al., 2006.

Proteiny USHI a USH2 jsou integrovany do proteinového komplexu, neboli sité,
znamé jako Usherovsky interaktom (z angl. ,interactome®) (Obr. 11). Centralni jadro je
tvofeno doménami PDZ, které jsou homologni u harmoninu a whirlinu (van Wijk et al., 2006)
a proteinem SANS asociovanym s mikrotubuly, a se zbyvajicimi proteiny USH pfipojenymi
k tomuto jadru. Ackoliv jsou PDZ domény whirlinu a harmoninu zcela homologni, byly
nalezeny rozdily v protein - proteinovych interakcich. Oba PDZ1 a 2 domény whirlinu se
vazou na USH2A izoformu b, zatimco tento protein se vaze pouze na PDZ1 doménu
harmoninu (Reiners et al., 2005). Harmonin interaktor NBC3, vazici se na PDZ1 doménu,
neinteraguje s whirlinem (van Wijk et al., 2006). Tato sit’ je pfitomnad v rizném sloZeni a na
ruznych mistech béhem rtznych stadii vyvoje vnitiniho ucha a sitnice. Ackoliv piesna funkce
komplexu je stale neznama, bylo navrzeno n¢kolik pfedpokladanych funkci. Bylo prokézéano,
ze tento komplex je zasadni pii prodluZzovani stereocilii a uspofadani vlaskovych bunck do
svazkl (Tilney et al., 1998, Kikkawa et al., 2005, Lefevre et al., 2008). Ve fotoreceptorech se
predpokladd funkce pii transportu vezikul, které obsahuji nezbytné proteiny pro tvorbu,
udrZovani a funkci vngj$iho segmentu. Existuji také ndznaky, Ze USH proteinova sit’ se podili
na tvorbé synapsi a na synaptickém ptenosu ve vlaskovych a fotoreceptorovych buikéach
(Maerker et al., 2008, Reiners et al., 2005).

Mnoho proteini USH také interaguje s jinymi proteiny, které jsou pfitomny ve
nesyndromovou ztratu sluchu nebo retinalni atrofii. Jeden z téchto jiz zminovanych proteint,
ktery je kodovan genem PDZD?7, je zapojen do patogeneze USH. Mutace v PDZD?7 pusobi
jako negativni modifikatory fenotypu (Ebermann et al., 2010). Lokalizace USH proteint ve
vlaskovych buinikach Cortiho organu a ve fotoreceptorovych buiikéach tak hraje dulezitou roli

v neurosenzorické funkci jak vnitiniho ucha, tak sitnice.
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A. Biochemicky znamé interakce.
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Prevzato a upraveno z: Mathur, Yang, 2015.

Obr. 11: USH proteinovy komplex.

Na obrazku jsou znazornény znamé protein-proteinové interakce.

(A) Interakce mezi USHI1 proteiny (oznacené fialovou barvou), mezi USH2 proteiny (zelena barva) a PDZD7
proteiny nalezené a potvrzené riznymi in vitro biochemickymi metodami. Interakce mezi dvéma USH3 proteiny
(modré oznaceni), atypickym USH (CEP250) a dalsimi USH proteiny jesté nebyly pfesné objasnény.

(B) Interakce mezi USH proteiny detekovanymi a potvrzenymi genetickymi studiemi ve vlaskovych buikach
vnitiniho ucha (vlevo) a ve fotoreceptorovych buikach (vpravo). Cisla predstavuji reference (viz ¢lanek Mathur

etal., 2015).

3.3.1 USH1 geny
Dodnes bylo identifikovano 6 gen, které jsou zodpovédné za USH typu 1: MYO74

(MIM *276903), USHIC (MIM *605242), CDH23 (MIM *605516), PCDHI15 (MIM
*605514), USHIG (MIM *607696), a CIB2 (MIM *605564), kde prevalentni jsou mutace v
genu MYO7A s vyskytem asi 29 - 50 % vSech USH1 ptipadi u rtiznych populaci (Bharadwaj
et al., 2000, Ouyang et al., 2005, Roux et al., 2006, Jaijo et al., 2006). Gen CDH23 je druhym
nejcastéji mutovanym genem s prevalenci 19 - 35 % USHI pfipadii (Ahmed et al., 2003,
Ouyang et al., 2005, Roux et al., 2006, Oshima et al., 2008). Mutace v genu PCDHI15 se
vyskytuji v 11 - 19 % USHI pfipadl, kde znacna cast je zpusobend velkymi genomovymi
prestavbami (Ouyang et al., 2005, Roux et al., 2006, Guédard et al., 2007, Aller et al., 2010).
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Zbyvajici geny vykazuji mutaci méné Casto - USHI s vyskytem 6 - 7 % (Ouyang et al., 2005,
Roux et al., 2006) a USHIG u 7 % USHI1 pozorovanych v populacich z USA a Velké
Britanie (Ouyang et al., 2003). AvSak napiiklad v kohortdch USHI1 pacientli z Francie a
Spanélska byl proveden screening genu USHIG bez nalezu jakékoliv patologické mutace
(Roux et al., 2006, Aller et al., 2007). Existuji vSak jist¢ vyjimky distribuce mutaci ve
specifickych populacich z divodu tzv. efektu zakladatele. Ptikladem je mutace c.216G>A v
USHIC, kterd byla nalezena prakticky ve vSech ptipadech USH1 ve francouzsko-kanadské
populaci akadského ptivodu (Ebermann et al.,, 2007), ale nebyla nalezena v jinych
populacich. Dal§im ptikladem je mutace ¢.733C>T p.(R254X) v genu PCDH15 (Ben-Yosef
et al., 2003), ktera se vyskytuje u vice nez 58 % USH1 rodin askenazské populace.

Vsechny USHI1 geny jsou exprimovany ve vlaskovych butikach vnitinitho ucha a
fotoreceptorech sitnice. Proteiny kdédované témito geny jsou nezbytné pro vyvoj a funkci
vnitiniho ucha a hraji kli¢ovou roli ve vyvoji vlaskovych bun¢k (Richardson et al., 2011).

Metodami pozi¢niho klonovani identifikovali Weil et al. (1995) jeden z prvnich geni
MYO7A v kandidatni genové oblasti pro typ USHIB (USHIB, MIM #276900) na
chromosomu 11q. Gen MYO74 se sklada ze 48 exonu a koduje protein klasifikovany jako
nekonvenéni myosin. Nekonvenéni myosiny patii do evoluéné konzervované tfidy proteinii
fazenych mezi tzv. molekularni motory, které jsou za pomoci hydrolyzy ATP schopny
vytvaret silu a aktivni smérovany pohyb v buiice. Pfedpokladé se, Ze jejich vysoce odlisné
ocasy (koncova €ast proteinu) jsou pifipevnény k riznym makromolekularnim strukturam,
které se pohybuji podél aktinovych vldken, coz jim umoziiuje prepravovat urcity typ molekul
(Weil et al., 1995). Dosud bylo v genu MYO7A popsano n¢kolik typi mutaci: missense,
nonsense, sestithové mutace, inzerce a malé delece (Obr. 12). Od plivodni publikace z roku
1995 bylo u USH1B pacienti detekovano vice nez 81 rtiznych mutaci rozmisténych po
celém genu MYO7A4 bez vyskytu hot spot mutaci, pfi¢emzZ asi polovinu z nich tvofi
missense mutace nebo in-frame inzerce/delece (Cuevas et al., 1998, 1999, Espinos et al.,
1998a, Janecke et al., 1999, Lévy et al., 1997, Liu et al., 1997a, Liu et al., 1997b, Liu et al.,
1998, Weil et al., 1995, Weston et al., 1996). Bylo také prokdzdno, Ze mutace genu
zodpovédného za USH1B formu se vyskytuji ve dvou formach nesyndromové ztraty sluchu -
u AR hluchoty, DFNB2 (Liu et al., 1997¢c, Weil et al., 1997) a AD hluchoty, DFNAI11 (Liu et
al.,, 1997¢). Navic u pacientii s atypickym USH se symptomy podobnymi USH3 fenotypu
byly také detekovany mutace v genu MYO7A4 (Liu et al., 1998).

69



1Q coil HMWMI HMWMI
Motor domain motifs structure homology talin-like domain homology talin-like domain
I 1

T r L — r 1 T 1 T 1
v v \%
([ ] [ ] L] L] L] L)
I
> — — — > — >
(mm] O ooo oo (m] [m] a [m] [m]
o] o0 o 00 H o] o] o o] o] o]

T
1 500 1000 1500 2000 2175
A. A. Residue

Obr. 12: Schematické znazornéni molekuly myosinu VII s nalezem riznych typi mutaci.

nonsense (H ), missense ( ©), frameshift ( ), splice site (® ) inzerce/delece( V).
Prevzato z: Eudy, Sumegi, 1999.

Forma USH1B (MIM #276900) zpiisobend mutacemi v genu MYO7A4 je nejzavazngjsi
formou syndromu s vrozenou ztratou sluchovych funkci, s postizenim zrakovych funkci
béhem prvni dekady zivota a s vestibularni areflexii. Produkt MYO74 genu hraje v buiikach
fotoreceptorti a RPE dtlezitou roli v transportu opsinu a je nezbytny pro normalni prabch
Waldova cyklu (Lopes et al., 2011). Na rozdil od vlaskovych bun¢k vnitiniho ucha neni vyvoj
fotoreceptorti postizen a k jejich odumirani dochazi az v pribéhu zivota v disledku
hromadéni metabolitd a nasledné dysfunkci synapsi (Boye et al., 2013). Prevalence této formy
v evropské populaci je odhadovana 4,2 piipadt na 100 000 obyvatel (Espinos et al., 1998).

USHIC (USHIC, MIM #276904) je genetickym typem USH, ktery byl popsan v
akadské populaci Louisiany a u libanonské rodiny. Verpy a spol. (Verpy et al., 2000) v studii
myS$i knihovny cDNA odvozené ze smyslovych bunék vnitfniho ucha prokazali, ze gen
zodpovédny za typ USHI1C kdduje protein obsahujici PDZ doménu. Tento protein kodovany
genem USHIC pojmenovali ,harmonin“ z feckého slova ,harmonia®“, coz znamena
»sestavovani“. Prokézali, Ze ve vnitinim uchu mysi exprimuji harmonin pouze senzorické
vlaskové bunky. Gen USHIC se nachazi na chromozomu 11p15.1, sklada se z 28 kddujicich
exoni a koduje protein obsahujici PDZ doménu (viz 3.3), ktery se ucastni protein-
proteinovych interakci pfi organizaci multiproteinovych komplext, napiiklad receptori a
iontovych kanalii v plazmatické membrané (Montell, 2000). Dle db LOVD (viz 3.4.2) bylo
doposud identifikovano vice nez 250 patogennich variant v genu USHIC, z toho 22 %
pfedstavuji varianty v sestfihovém misté a dalSich 75 % tvofii varianty v kodujici oblasti genu
USHIC (https://databases.lovd.nl/shared/genes/USH1C). VétSina dosud identifikovanych
mutaci v genu USHIC (kromé p.(Pro608Arg) a ¢.2227-1G>A) je lokalizovana v prvnich 13
exonech, které jsou piritomny ve vSech USHIC transkriptech. USHIC mé celkem 4 rGzné
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transkripty vzniklé procesem alternativniho sestfihu, které koduji rtizn¢ dlouhé izoformy
proteinu (Khateb et al., 2012). U akadské populace s podtypem USHI1C nebyla nalezena
zadna mutace v kodujici sekvenci genu USHIC. Verpy a spol. (Verpy et al., 2000) ale
detekovali kauzalni mutaci - intronovou expanzi VNTR v intronu 5 genu USHIC, u kter¢ se
ptedpokladalo, Ze inhibuje transkripcni a/nebo posttranskripéni procesy. V evropské populaci
také detekovali u nékolika jedinct se spolenym haplotypem dalsi kauzalni mutaci c¢.238-
239ins, u niz se predpoklada efekt zakladatele (Zwaenepoel et al., 2001).

Jako prvni identifikovali gen CDH23 zodpovédny za typ USHID (MIM #601067)
Bolz a spol. (Bolz et al., 2001) u postizenych jedinct kubanské rodiny, kteti trp€li vrozenou
hluchotou s vysoce variabilnim stupném degenerace sitnice. U postizenych jedinci zjistili 2
rizné mutace v genu CDH23. Zavazny priitbéh onemocnéni sitnice byl pozorovan u jedincii
homozygotnich pro mutaci sestfihového mista, zatimco mirnd RP byla pfitomna u jedincii
nesoucich homozygotni missense mutaci. U pacientd s kombinaci dvou mutaci byla
pozorovana variabilni exprese retinalniho fenotypu. Bolz a spol. (Bolz et al.,2001) také
identifikovali 2 mutace v genu CDH23 u némeckého pacienta s USH. Gen CDH?23 se nachazi
na chromozoému 10q21.1, sklada se z 69 kodujicich exoni s rozsahem vice nez 300 kb (Bolz
et al., 2001) a koduje protein cadherin 23. Je lokalizovan v regionu obsahujicim lokusy pro
nesyndromovou AR hluchotu DFNB12 a USHI1D. Bialelické mutace v genu CDH23 vedou k
fenotypu DFNB12, USHI1D, ale také k presbyakuzii (Bork et al., 2001). U presbyakuzie byl
jako u jednoho z prvnich genli spojovanych se ztratou sluchu popsan efekt modifikujiciho
genu - ATP2B2 pro Ca(2+)-ATPazu, jehoz mutace p.(Val586Met) zptisobuje tézkou ztratu
sluchu u pacientli s homozygotni mutaci v genu CDH23 (Schultz et al., 2005). Zaroven byla i
u této jednotky popsana digenni pficina ztraty sluchu - mutace v genu CDH15 spolu s mutaci
v genu CDH23 mulZou také zpusobit fenotyp USHID (Yan et al., 2010), a byl také popsan
ptipad digenického plsobeni CDH23 a GJB2, které vedlo k fenotypu podobnému DFNB12
(de Brouwer et al., 2003). Zajimavosti take je, Ze jedinci homozygotni pro missense mutaci v
genu CDH23 maji mirnou formu RP (téméf nedetekovatelnou u jednoho pacienta). Mirna
retinopatie byla také pozorovana v rodin€ s mutaci v sestfihovém misté (Bolz et al., 2001).
USHID se zda byt druhou nejcastéjsi genetickou formou USH1 (Astuto et al., 2000).

Mutace v genu PCDH15 (lokus 10g21.1) jsou pti¢inou USH typu 1F (MIM #602083)
a také DFNB23 (MIM #609533) (Ahmed et al., 2008), byly prokdzany i jako pfic¢ina digenni
formy DFNB12 (MIM #601386) (Yan et al., 2010, Zheng et al., 2005) a hraji ziejmé roli v
predispozici ke hlukem vyvolané ztrat€ sluchu a presbyakuzii (Sakaguchi et al., 2009).
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Predpoklada se, ze spolu s typem USHID jsou druhou nejéastéjsi ptic¢inou USH typu 1.
Ackoliv se lokus USHIF ¢astecné prekryva s lokusem DFNB23, dosud nebylo publikovéano
z4dné onemocnéni zplisobené mutacemi v genu PCDHI15 u DFNB23 rodin (Pennings, 2004).
Gen PCDHI5 se sklada ze 48 exonu a koduje protein protocadherin 15, ktery je Clenem
cadherinové superrodiny. Protocadherin 15 obsahuje nejméné jednu transmembranovou
doménu, cytoplazmatickou doménu a 11 extraceluldrnich Ca2+ vazicich domén, které se
pravdépodobné podileji na bunééné adhezi zavislé na Ca*". Hraje zdsadni roli pfi udrzovani
normalni funkce sitnice a kochley. Mutac¢ni analyza 33 exonii genu PCDH15 prokazala Ctyti
rizné typy mutaci, které byly detekovany u dvou konsangvinnich pakistanskych rodin (jedna
sestfihova a jedna missense mutace), v rodin¢ Hutteriti z Alberty (delece) a indickych rodin s
USHIF (nonsense mutace) (Ahmed et al., 2001, Alagramam et al., 2001b).

Ve studii Zheng et al. popsali 3 ptipady (ze 76) digenni dédi¢nosti u USHI1 pacienti
s mutacemi v genech PCDHI15 a CDHZ23. Vsichni pacienti trpéli vrozenou hluchotou bez
progrese, vestibularni dysfunkci a riznym nastupem RP (u pacienta z Velké Britanie byl
nastup RP v détsvi, u pacienta evropského pivodu ve v€ku 8 let a u americké pacientky
puvodem z Afriky se objevila RP ve veéku 30 let). Tato studie prokéazala, Ze oba proteiny
(protocadherin 15 a cadherin 23) uzce interaguji a jsou rozhodujici pro normalni organizaci
svazku stereocilii. Digenické heterozygotni mysi vykazovaly degeneraci stereocilii a ztratu
vlaskovych bunck (Zheng et al., 2015). V studii Schrauwen et al. byl popsan dalsi ptipad
digenni dédicnosti u rodiny s dvéma heterozygotnimi missense mutacemi v genu PCDH15 a
USHIG avSak s fenotypem nesyndromové hluchoty. Postizeni pacienti mély oboustrannou
hluchotu, a nemé¢li zddné o¢ni potize, a ani vestibularni dysfunkei (Schrauwen et al., 2018).

Mutace v genu USHIG jsou zodpovédné za typ USHIG (MIM #606943). Gen
USHIG se nachéazi na chromozomu 17q25.1, skladé se z 3 kodujicich exonti a kéduje tvorbu
proteinu SANS, ktery je produkovan senzorickymi vlaskovymi buitkami (Kikkawa et al.,
2003). Vysledky studie Weila a spol. (Weil et al., 2003) naznacily, ze SANS je zapojen do
funk¢ni proteinoveé sité tvofené harmoninem, cadherinem 23 a myosinem Vlla, které jsou
zodpovédné za spravnou soudrZnost rostoucich svazkil vlaskovych bunék. Myosin VIIA jako
prvni transportuje izoformu b proteinu harmoninu k stereociliim, ten pak vaze cadherin 23 na
aktinova filamenta rostoucich stereocilii. Toto propojeni se zda byt kritické pro spravnou
formaci svazkli vlaskovych bunék. Porucha v tomto procesu proto vede k pozorované
dezorganizaci téchto svazkt (Boéda et al., 2002) a nasledna dysfunkce tohoto komplexu miize

zapticinit RP. Doposud vSak neni znama pfesna funkce SANS v sitnici (Weil et al., 2003).
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Prvnim popsanym piipadem USHIG byla velkd rodina z Tuniska, u kter¢ Weil se
spolupracovniky (Weil et al., 2003) identifikovali homozygotni mutaci v USHIG genu. Také
identifikovali dalsi homozygotni mutace a mutace ve slozené heterozygotnim stavu v USHIG
genu u postizenych ¢lenti rodin z Némecka a Jordanska.

Homozygotni mutace v genu CIB2 (calcium and integrin binding family member 2)
vedou k fenotypu USHI1J (MIM #614869), avSak mohou také zaptic¢init AR hluchotu
DFNB48 (MIM #609439). Gen CIB2 se sklada z 6 kodujicich exonl a je lokalizovan na
chromozomu 15g25.1. Kédovany protein je vapnik vazajici regulacni protein, ktery interaguje
s DNA dependentnimi protein kindzovymi katalytickymi podjednotkami a podili se na
udrzovani spravné funkce fotoreceptorovych bunék. Prvni identifikovana mutace byla
puvodné publikovéana jako mutace v genu PKDF 117 u postizenych ¢lent velké konsangvinni
turecké rodiny s USH1J typem (Ahmed et al., 2009). Riazuddin et al. (2012) identifikovali

dals$i homozygotni mutaci v C/B2 genu.

3.3.2 USH2 geny
USH typu 2 zpisobuji mutace ve tiech identifikovanych genech: USH24 (MIM

*608400), ADGRVI (MIM *602851) a WHRN (MIM *607928), pticemz 55 - 90 % vsech
ptipadd predstavuji mutace v USH24 genu (Aller et al., 2006, Baux et al., 2007, Dreyer et al.,
2008, McGee et al., 2010).

V roce 1995 Kimberling a spol. (Kimberling et al, 1995) identifikovali prvni lokus pro
USH lokalizovany na chromozomu 1q41. O tfi roky pozdéji, Eudy a spol. (Eudy et al., 1998)
identifikovali mutace v USH2A genu, které jsou pti¢inou typu USH2A (MIM #276901). Gen
USH?2A byl tak druhym USH genem identifikovanym pomoci metody pozi¢niho klonovani. V
roce 2004 van Wijk a spol. identifikovali dalSich 51 exonli genu USH24, které dohromady
koéduji novou, dlouhou izoformu proteinu usherinu. Gen USH2A4 ma dvé sestiihové izoformy:
kratkou izoformu a, kterd obsahuje 21 exonl a dlouhou izoformu b tvofenou dalSimi
pfidanymi 51 exony na 3" konci (Obr. 10, F). Dlouhd izoforma genu USH2A kdduje protein
dlouhy 5202 AMK, ktery je specificky exprimovan ve fotoreceptorovych a vyvijejicich se
kochlearnich vlaskovych buiikdch. Protein usherin je nezbytny pro dlouhodobou udrzbu
fotoreceptorti sitnice a vyvoj kochlearnich bunék (van Wijk et al., 2004, Liu et al., 2007).
Doposud bylo identifikovano vice nez 9000 variant v genu USH2A (https://databases.lovd.nl/
shared/genes/USH2A ke dni 18.7.2019). Podle db HGMD se piedpoklada, ze vice nez 470

variant je patogennich. Mnohé z nich jsou vSak nesynonymni varianty a jejich patogenita
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zUstava nejasnd bez funkcniho ovéreni nebo presvédCivych genetickych dat. Vétsina z téchto
variant byla nalezena v jednom nebo v nékolika malo pfipadech, kromé ¢.2299delG
p-(Glu767Serfs*21) a ¢.2276G>T p.(Cys759Phe). Nejcasteji detekovanou mutaci v USH24
genu je ¢.2299delG, ktera predstavuje 15 - 31 % piipada (Dreyer et al., 2008, Garcia-Garcia
et al., 2011, Le Quesne Stabej et al., 2012), pfic¢emz se vyskytuje u asi 20 % rodin z Evropy a
USA (Weston et al., 2000). Navic je tato mutace pfitomna v homozygotnim stavu nejen u
pacienti s USH2, ale také u pacienti USH3-like, ktefi vykazuji pozdni néastup progresivni
hluchoty, ktera je obCas spojena s vestibularni dysfunkci (Liu et al., 1999).

Zajimavosti je slovinska populace, kde mutace ¢.2299delG celkem chybi, zatimco
missense mutace ¢.11864G>A p.(Trp3955*) v USH2A byla zjisténa s frekvenci 84 % a jde
pfitom o nejcastéjsi slovinskou USH2A4 mutaci (Bonnet et al., 2016, Zupan et al., 2019).
Vysokou frekvenci této mutace u homozygotl ve slovinském genofondu USH24 lze vysvétlit
jako efekt zakladatele, pravdépodobné v disledku migraci ze sousednich populaci. Mutace
c.11864G>A byla popsana i v jinych evropskych populacich, avsak s nizkou frekvenci, napf.
ve Francii 2,5 % a Italii 6,5 %, s vyjimkou némecké populace, kde dosahuje 23 % (Bolz et al.,
2013).

Bylo také prokazano, ze USH2A gen je zodpovédny za nejméne 8 % nesyndromové
AR RP, kde majoritni mutaci je ¢.2276G>T, ktera je asociovana s AR RP bez ztraty sluchu
(Rivolta et al., 2000, Bernal et al., 2003). To naznacuje existenci alel, které jsou
pravdépodobné specifické pro toto nesyndromové onemocnéni (specifické pro izolované

poruchy sitnice), av§ak doposud nebyl tento jev podrobné zkouman.
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Obr. 13: Protein usherin.

Schematické znazornéni struktury proteinu usherinu s jednotlivymi doménami a lokalizace pravdépodobné
patogennich variant nalezenych v kohorté 186 vySetfenych pacientii ve studii Lenassiho a spol. (Lenassi et al.,
2015). Mutace diive publikované u pacientd s USH2A typem jsou znazornény pod schématem. Piedpokladané
,»alely specifické pro onemocnéni sitnice* jsou znazornéné Cerveng.

Prevzato z: Lenassi et al., 20135.

Mutace genu ADGRV1 (adhesion g protein-coupled receptor v1), oznacovaného také jako
GPRY8, se vyskytuji u 3 - 5,6 % pripadi (Besnard et al., 2012, Weston et al., 2004) a jsou
zodpovédné za formu USH2C (MIM #605472). Gen ADGRV1 se nachazi na chromozomu
5q14.3 a sklada se z 90 kodujicich exond.

Homozygotni a sloZené heterozygotni mutace genu WHRN (whirlin, oznaCovan také
jako DFNB31) nejsou pii¢inou jenom typu USH2D (MIM #611383), ale také nesyndromové
AR hluchoty DFNB31 (MIM #602084) (Tlili et al., 2005). Ebermann a spol. (Ebermann et al.,
2007) nalezli dvé mutace u némecké rodiny trpici formou USH2. Pozd¢j$i mezinarodni studie
vSak v souboru 195 pacientli s USH nezjistila Zadné patogenni mutace v tomto genu (Aller et

al., 2010). Mutace v genu WHRN jsou vzacnou pii¢inou recesivni ztraty sluchu a USH s

vyskytem 0 % - 1,3 % (Besnard et al., 2012, Le Quesne Stabej et al., 2012).
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3.3.3 USH3 geny

Nejméné casty klinicky typ USH3 je asociovan s mutacemi v genu CLRNI (clarin 1,
MIM *606397), ktery byl donedavna jedinym popsanym genem zodpovédnym za USH3
(Joensuu et al., 2001). Tento gen je lokalizovan na chromozomu 3q25.1 (Adato et al., 2002,
Joensuu et al., 2001), sklada se ze Sesti exonl a mutace v tomto genu zpusobuji geneticky typ
USH3A (MIM #276902). Mutace ¢.300T>G p.(Tyrl76*), také znadma jako Finmajor, je
nonsense mutaci zodpovédnou za vétSinu piipadi USH3 mezi Finy a analyza haplotypu
naznacuje, ze jde o zakladatelskou mutaci ve finské populaci (Ness et al., 2003, Joensuu et al.,
2001, Fields et al., 2002). Dalsi popsana prevalentni mutace v genu CLRNI c.144T>G byla
nalezena jenom v populaci askenazskych zidu (Ness et al., 2003, Adato et al., 2002, Fields et
(MIM #614180) (Khan et al., 2011).

Dalsi klinicky typ USH3B (MIM #614504) je asociovan s mutacemi v genu HARS
(histidyl-tRNA synthetase 1, MIM *142810), které poprvé popsali Puffenberger a spol.
(Puffenberger et al. 2012) ve své studii u dvou pacientil.

Eisenberger a spol. (2012) a Yoshimura a spol. (2015) (Eisenberger et al., 2012,
Yoshimura et al., 2015) identifikovali bialelické patogenni varianty genu ABHDI2 u
pacientti, ktefi byli ptvodné klinicky diagnostikovani jako typ USH3-like. Oba autofi
diagnostikovali tyto pacienty na zakladé souboru ptiznaki, které zahrnovaly polyneuropatii,
ztratu sluchu, ataxii, RP a kataraktu s asnym nastupem (zkratka PHARC), a doporucili, aby
se PHARC bral v tivahu pfi diferencialni diagnostice USH, zejména u pacientd USH3-like s
progresivni poruchou sluchu a rovnovahy. Zajimavosti je studie Suna a spol. (Sun et al.,
2018), ktefi provedli screening 119 klinicky diagnostikovanych pacientt s USH a
identifikovali bialelické patogenni varianty v ABHDI2 jenom u jednoho jedince. V dalsi
studii Li a spol. (L1 et al., 2019) identifikovali u dvou postiZzenych ¢lenli ¢inské rodiny s
klinickou diagn6zou USH3 nonsense variantu ¢.249C>G v genu ABHDI12 v homozygotnim
stavu pomoci metody celoexomového sekvenovani. Gen ABHD12 je exprimovan ve vnitfnim
uchu a v retin¢ a jeho mozné interakce s USH proteiny vyZaduji dal§i zkoumani (Nolen et al.,
2020, Fiskerstrand et al., 2010). Kauzalita genu ABHD12 u pacientti s USH3 je tudiz i nadale

spornd, a je predmétem dalsiho zkoumani.
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3.4 Prognoza, terapie a diagnostika

Ackoliv je genova terapie ve stadiu experimentalnich a pro gen MYO74 i klinickych
studii, zatim neni k dispozici zadny 1€k, ktery by progresi onemocnéni zastavil a navratil zrak
takto postizenym pacientim. Terapeuticky piistup je omezen na zpomaleni degenerativniho
procesu zvysenou ochranou pfed slunecnim svétlem (zejména UV zéafenim), 1é¢bu komplikaci
(katarakta, edém makuly) a pomoc pacientim vyrovnat se se socidlnim a psychologickym
dopadem zrakového postizeni. Projevy i pribéh onemocnéni jsou individualni. Lécba USH je
tedy v tuto chvili symptomatickd a podpiirna.

V ramci vitaminoterapie predepisuji v USA casto néktefi oftalmologové pacientim s
USH vysoké davky vitamini, pfedev§im vitaminu A, ktery mize zpomalit, avSak ne zastavit
progresi RP. Dosavadni studie naznacily moznou roli vitamini nebo mineralnich latek pfi
prevenci progrese RP a tdaje ze studii obecné podporuji souvislost mezi vyzivovymi faktory,
zejména faktory s vitaminem A, a riziky RP (Berson et al., 1993, Massof et al., 1993,
Sibulesky et al., 1999, Berson et al., 2012). I kdyz se tedy nejedna o 1é¢bu v pravém slova
smyslu, miize podavani vitaminu A alespon trochu zpomalit zhorSovani vidéni. Vzhledem k
tomu, ze podavani vysokych davek vitaminu A ma urcitd rizika a vzhledem k tomu, Ze
zpomaleni progrese onemocnéni bylo velmi mirné, neni tento postup v fadé Evropskych
zemich aktivné l€kafi doporucovan. Také zenam s RP, které planuji rodi¢ovstvi nebo jsou
té¢hotné, se nedoporucuje dopliovat vitamin A, protoze vysoké davky vitaminu A mohou byt
spojeny s vrozenymi vyvojovymi vadami déti (Zhao et al., 2019). Z uvedeného vyplyva, ze
ucinek vitaminoterapie u USH pacienti nebyl doposud vyrazné prokdzan a je predmétem
dalsiho zkoumani.

Nadéjny pfiistup v 1€cbé onemocnéni oka, obzvlast€¢ u chorob sitnice, predstavuje
genova terapie, pii které se pridava do bunék spravny (chybéjici) protein a tim dochéazi k
»hahrazeni genu®. Velkym Uspéchem v této oblasti je jeden z nejdrazSich 1ékd na svété -
Luxturna®, ktery se pouZziva k 1é€bé dédi¢né retinalni dystrofie, ktera je zpisobena mutacemi
v genu RPE65. Lék Luxturna obsahuje lécivou latku voretigen neparvovec, coz je
modifikovany adeno-asociovany virus (AAV), ktery obsahuje funkéni kopii genu RPE6S.
Pomoci jednordzové subretindlni injekce voretigenu neparvovec podavané do kazdého oka je
takto funk¢ni gen dopraven AAV vektorem do bunék sitnice. Tento produkt genové terapie je

schvalen v nékolika zemich po celém svét€¢ pro 1écbu ztraty zraku u déti a dospélych s
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potvrzenou bialelickou mutaci v RPE65 a s dostate¢nym mnozstvim zivotaschopnych bunék
sitnice (Russell et al., 2017, Kang, Scott, 2020).

vrozenou ztratou sluchovych funkci, s postizenim zrakovych funkci béhem prvni dekady
zivota a s vestibularni areflexii - USHIB (MIM #276900), ktera je zpisobend mutacemi v
MYO7A genu, jehoz produkt hraje v bunkach fotoreceptorti a retindlniho pigmentového
epitelu (RPE) dtlezitou roli v transportu opsinu. V rdmci metod genové terapie se jednalo o
aplikaci virového vektoru do subretindlniho prostoru (mezi vrstvu fotoreceptori a vrstvu
bun¢k RPE), kde pro pfenos MYO74 genu byly zvoleny konkrétné lentivirové vektory, které
maji vétsi kapacitu pro pfendseny gen, avSak nizsi ucinnost transdukce ve fotoreceptorech nez
vektory AAV. Na mySim modelu bylo prokédzdno obnoveni transportu opsinu (Hashimoto et
al., 2007), coz vedlo v roce 2012 k zahdjeni klinické studie faze I/Ila s 1ékem UshStat, ktera
byla ale sponzorem v roce 2019 zastavena.

Védci se v soucasné dobé snazi identifikovat dalsi geny, které zpisobuji USH a urcuji
funkce téchto genti. Mezi soucasné diagnostické strategie pro USH patii:

a) MLPA pro detekci velkych deleci v jednotlivych genech,

b) cilené NGS sekvenovani panelu popsanych kauzalnich gent,
c) celoexomové sekvenovani (WES),

d) celogenomové sekvenovani (WGS).

Nejvice vyuzivanym piistupem v soucasnosti je NGS, které umoziiuje efektivni
sekvenaci celého genomu, exomu nebo specifickych oblasti genomu. Avsak i tato metoda ma
své limity, a nedokaze presné zjistit ur€ité¢ typy genomickych zmén, které mohou zplsobit
onemocnéni, jako jsou translokace nebo inverze, opakujici se expanze (napfi. trinukleotid
nebo hexanukleotidll), zmény ve vétSin€ regulacnich oblasti (promotorové oblasti) nebo
zmény hluboko v intronech.

Vyzkum v oblasti patogeneze USH povede ke zlepSeni genetického poradenstvi a
v€asnou a piesnou diagndzu, coz vytvaii prostor pro interdisciplinarni piistup pifi tvorbé
rehabilitaniho a vzdélavaciho programu pro tyto pacienty s dudlnim senzorickym postiZzenim.
Pouziti novych molekularné genetickych technik NGS u souboru ceskych a slovenskych
pacient s USH umozZni u Castéji se opakujicich typi uptesnit klinicky popis a dale dovoli

ziskat unikatni molekularné epidemiologické data tykajici se onemocnéni USH v CR a SR.
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II. CiLE PRACE

V dobé zahijeni této prace nebyla rutinni diagnostika Sticklerova a Usherova
syndromu v CR a SR dostupna a jedinou moZnosti bylo vySetieni zasilané do zahraniéi.
Doposud nebyla provedena zadna studie, kterd by urcila prevalenci STL a USH a nebyly
dostupné ani spolehlivé udaje o vyskytu STL a USH v CR a SR. Hlavnim cilem této prace je
ziskat nové védomosti o molekularni podstaté hluchoslepoty a prevalenci mutaci v kauzalnich
genech pro jeji nejcastéjsi hereditarni formy. Cilem prace je zpiesnéni klinické i1 laboratorni
diagnostiky téchto syndromid. Tato prace méa ambici rovnéz prispét ke zlepSeni
informovanosti zejména odborné vefejnosti o moznostech diagnostiky téchto vzacnych

syndromdi.

Shrnuti hlavnich cila této prace:

1. Zjistit absolutni a odhadnout relativni pocet pacientl s klinicky stanovenou diagndzou
Sticklerova (STL) a Usherova (USH) syndromu v CR a SR.

2. Shromazdit a molekularné geneticky vySetfit soubor pacientl s presvédcivymi klinickymi
ptiznaky STL a USH a ziskat tak nové a originalni poznatky o molekularni podstaté¢ obou
syndromd.

3. Na zéklad¢ vysledku provedenych vySetfeni stanovit frekvenci a spektrum mutaci v genech
pro oba syndromy.

4. Zjistit frekvenci a spektrum variant v dosud popsanych genech na jednotlivych typech
obou syndromt u ¢eskych a slovenskych pacientll a stanovit tak roli jednotlivych genid v
patogenezi obou syndromd.

5. Korelovat nalezené mutace s klinickym obrazem u jednotlivych pacienti a na zaklade
vysledkd zptesnit klinicka kritéria pro vybér pacientti k molekularné genetické analyze obou
syndromt a zlepsit klinickou diagnostiku a tim 1 zachyt STL a USH.

6. Vypracovat doporuceny optimalni postup pro efektivni klinickou i DNA diagnostiku téchto
vybranych vzacnych onemocnéni asociovanych s kombinovanou poruchou sluchu a zraku a
na jeho zéklad¢ dale vyhledavat dalsi pacienty a rodiny vhodné pro molekuldrné genetickou

diagnostiku STL a USH.
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III. MATERIAL A METODY

1. Strategie genetického testovani (workflow)
V dobé¢, kdy byla zahdjena tato studie, nebylo NGS sekvenovani prakticky dostupné,

proto bylo provedeno nejdiive testovani nejcastéjSich kauzalnich genli pomoci Sangerova
sekvenovani, a to konkrétn¢ genu COL2A41 pro STL a genu USH2A pro USH.

V ptipad¢ negativniho vysledku Sangerova sekvenovani jsme pokracovali s detekci
rozséhlych deleci a duplikaci v genech COL241 a COLI11A41 pro STL a v genu USH2A pro
USH pomoci metody MLPA. V piipadé negativniho vysledku vySetfeni pomoci metody
MLPA a splnéni striktnich diagnostickych kritérii, byli postupné vSichni pacienti zatazeni do
testovani dalSich genii v nami navrzeném specifickém panelu genli pro hluchotu a slepotu
pomoci metody NGS (vycet vSech genl viz Pfiloha 3). VSechny vysledky analyzy byly
podrobn¢ zkoumany pomoci dostupnych udaji z rtznych genetickych databazi (HGMD a
jiné), predikénich programii a 0daji v literatufe. Varianty, které byly vyhodnocené jako
patogenni nebo pravdépodobné patogenni, byly konfirmovany pomoci Sangerova
sekvenovani. Nasledovalo dovysetfeni ptfibuznych v rodin€ na sledovani segregace nalezené

varianty a kone¢né potvrzeni diagnozy.

Stickleriv syndrom Ushertiv syndrom
(STL) (USH)

Sangerovo sekvenovani
COL2A1/USH2A

MLPA
(P214-B2 COL2A1, P381-A3/P382-A3 COL11A1, P361-A2/P362-A2 USH2A)

NGS panel pro hluchotu a slepotu
(NMlumina, MiSeq)

analyza nalezenych variant konfirmace segregace v rodiné

Obr. 14: Strategie genetického testovani pro STL a USH.
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2. Soubor vySetienych pacientu

Sbér vzorki DNA a dat o pacientech s klinickou diagnézou STL a USH probihal
kontinudlné¢ od roku 2014 avsouCasné dob¢ stale probihd. K potvrzeni diagndézy na
molekularni urovni byl pouzit reprezentativni soubor 75 pacientl s diagn6zou STL a 80
pacienti s diagnézou USH, ktefi byli doporuceni klinickymi genetiky k molekularné
genetickému vySetieni v letech 2014 - 2020 z rtiznych genetickych pracovist v Ceské a
Slovenské republice (Praha, Hradec Kralové, Jihlava, Zlin, Ceské Bud¢jovice, Liberec, Usti
nad Labem, Brno, Ostrava, Olomouc, Bratislava, KoSice), se kterymi jsme zahdjili spolupraci.
Vsichni pacienti museli spliiovat diagnostickd kritéria pro klinické pfiznaky daného syndromu
a absolvovali genetickou konzultaci, kde jim byla vysvétlena podstata molekularné
genetick¢ého vySetieni a naSeho vyzkumu, se kterym vyjadfili souhlas podpisem
informovaného souhlasu. Pfednostné byli vySetfovani pacienti s pozitivni rodinnou
anamnézou, v pripad¢ sporadického vyskytu byli zafazeni pouze pacienti s jasnymi a
presvédCivymi klinickymi ptiznaky obou syndromii. U nékterych pacientt trvalo klinické
podezieni jiz velmi dlouhou dobu, avSak diagn6za nebyla potvrzena na tirovni DNA z divodu
nedostupnosti genetického testovani téchto syndromii v CR a SR. Po dokonéeni molekularné
genetickych vySetfeni nasledovala geneticka konzultace se sdélenim a vysvétlenim vysledkl
vySetfeni vS§em pacientiim a jejich rodindm. U pacientl s prokazateln¢ patogennimi mutacemi
byla v rdmci genetické konzultace nabidnuta moZnost dovySetfeni rodinnych ptislusnikt
vriziku. VSem osobdam nesoucim patogenni mutace v heterozygotnim stavu bylo také
nabidnuto prekoncepc¢ni genetické poradenstvi.

Ke vSem analyzam byla pouzita genomova DNA izolovana z leukocyt z periferni
krve odebrané od vSech jednotliveli a pfislusnych rodinnych pfislusnikit po ziskani
informovaného souhlasu s genetickym testovanim. Pacienti zatazeni do testovani paneli genil
pro hluchotu a slepotu pomoci NGS podepsali souhlas s vyuzitim jejich DNA vzorku pro
dalsi vyzkumné ucely a se skladovanim DNA pro tyto ucely. Vyzkum byl schvalen etickou
komisi 2. LF UK. V piipad¢ detekce varianty v jednom ze STL a USH genil u pacienta byli
testovani dalsi ¢lenové rodiny pro sledovani segregace varianty v rodin€ s danym fenotypem
(op€t pouze s informovanym souhlasem).

V pribehu druhého roku této studie jsme zjistili, Ze na pracovisti o¢ni genetiky VFN
pusobi tym zabyvajici se téZ vyzkumem USH, ktery ziskal grant GAUK ve stejném roce a na

stejnou dobu, jako nds tym (,,Molekuldrné geneticka charakteristika Usherova syndromu u
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pacientl ¢eského pivodu®, GAUK ¢. 4315/2015, hl. fesitel MUDr. B. Kousal, Skolitel doc.
MUDr. P. Liskova, Ph.D., pracovist¢ Oc¢ni klinika 1. LF UK a VFN v Praze). Vzhledem
k tomu, Ze je USH velmi vzacné onemocnéni a prace dvou oddélenych tymul na takto uzké
problematice na pid¢ jedné univerzity by byla kontraproduktivni, navazali jsme uzkou
vzajemnou spolupraci stimto pracovisttm a postupovali jsme nadéle spolecné. Prvni
vysledky nasi spolupréce s pracovistém VFN vsak byly uspésné zavrSené publikaci ,,SD-OCT
imaging as a valuable tool to support molecular genetic diagnostics of Usher syndrome type
1.“ v casopise JAAPOS (Kremlikova Pourova et al., 2018), ve které jsem spoluautorkou. V
publikaci jsou uvedeny vysledky nasi spoluprace, dedikace vsak je uvedena ke grantu GAUK
4315/2015, nebot’ hlavnim tématem ¢lanku byly oc¢ni néalezy. Z této spoluprace je zaroven
ptfipravovana i souhrnné publikace do ¢asopisu s vysSim IF, kterd bude referovat o vice nez 30
pacientll ¢eského plivodu s Usherovym syndromem. V této disertani préaci jsou sdéleny
vysledky pacientd s USH syndromem, ktefi byli molekularné geneticky vysetfeni na nasem
pracovisti. Néktera specificka vysetfeni (naptiklad haplotypové analyzy) pacientli s USH byla
provedena ve spolupraci s laboratofi Centra o¢ni genetiky, jak je vZdy na pfisluSném misté
v textu uvedeno. Na téchto vysetfenich se podilela zejména Ing. Lubica Dud’akové, Ph.D.
Béhem PhD studia jsem od pocatku samostatné provadéla sbér klinickych dat, izolaci
DNA, navrhy oligonukleotidovych primerd, PCR, Sangerovo sekvenovani, navrh panelu
NGS, analyzy NGS vcetné analyzy dat, interpretaci nalezi a formulovala jsem zavéry do
molekularné genetickych vysledkovych zprav, publikaci a této disertacni prace. Od zacatku
roku 2017 dosud, tedy po dobu mé matefské dovolené, navazali na mou praci a provadéli
analyzy ve spolupraci se mnou kolegové z Oddéleni molekularni genetiky Ustavu biologie a
lékatské genetiky 2. LF UK a FN Motol pod zastitou MUDr. Anny Kiepelové, CSc a to
zejména Mgr. Véra Romdnkova, Mgr. Pavel Votypka a technicky personal laboratofe.
Cennou technickou podporu poskytl t¢Z MUDr. Marek Turnovec. U 3 rodin (S13, S17 a U13)
probéhlo vySetfeni nékterych jejich ¢lenti ve spolupraci s Mgr. Janou PospiSilovou, Ph.D, a
Ing. Arpddem Bdédayem z Laboratofe molekuldrni genetiky Agel a.s. Moje Skolitelka se
podilela zejména na vybéru, klinickém vySetfeni a hodnoceni pacientli, ziskdvani souhlasu
pacientl s ucasti ve studii, sdélovani vysledkd, korelaci genotypu s fenotypem a korekci

mnou sepsanych rukopist.
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3. Metody molekularné genetické analyzy

3.1 Izolace DNA

Genomova DNA byla izolovana ze vzorku periferni krve ve zkumavce s EDTA
pomoci automatického izolatoru MagNA Pure (Roche, Basel, Svycarsko) podle navodu
uvedeného vyrobcem. Ptijaté vzorky DNA z jinych genetickych pracovist’ byly extrahovany
pomoci DNA mini kitu (QIAamp® DNA Mini kit, Qiagen, Maryland, USA). DNA pro
prenatalni testovani byla izolovana z kultivovanych a nativnich bunék choriovych klki (CVS)
nebo plodové vody. Kvalita a koncentrace DNA byla kontrolovana pomoci spektrofotometru

NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA).

3.2 Sangerovo sekvenovani

Tzv. ,sekvenovdni prvni generace” je dodnes nejcastéji pouzivanou metodou
molekularné biologickych analyz a predstavuje zlaty standard kurceni ptesného
nukleotidového potadi fragmentu DNA amplifikovaného pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR). Tato metoda byla vyuzita ke genetické analyze genu COL2A41 a USH2A v dobé
zahdjeni této prace (2014), kdy sekvenovani pomoci Sangera jest€ nebylo plné nahrazené
sekvenovanim NGS, tak jak je tomu dnes. Kromé toho bylo Sangerovo sekvenovani takeé
pouzito k verifikaci nalezenych variant z NGS sekvenovani, a dale pro ovéfeni pritomnosti
nalezenych variant u ptibuznych v segregacnich analyzach.

Oligonukleotidové primery pro kazdy exon byly navrZeny pomoci softwaru Vector
NTI® (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Sekvence pouzitych primert pro COL2A1 a
USH2A4 geny jsou uvedeny v Pfiloze 1 a 2. Veskeré oligonukleotidy byly syntetizovany
firmou Eurofins Genomics (Ebersberg, Germany). K amplifikaci DNA byl navrZen vlastni,
maximalné ucinny teplotni protokol pomoci polymerazové fetézové reakce. PCR produkty
byly naamplifikovany v objemu 20ul pomoci PCR mixu obsahujiciho 1x FastStart PCR puft,
1,5mM MgClz, vSechny ctyfi ANTP, 200 uM kazdy (ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA), 50 pmol forward a revers primeru, 60 ng DNA, 1 U FastStart Polymerazy a PCR-grade
vodu (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Pro kazdou PCR byla rovnéz pfipravena
reakce bez templatu, kterd slouzila jako kontrola kontaminace pracovniho prostfedi a

pouzitych reagencii. PCR produkty byly analyzovéany gelovou elektroforézou a vizualizovany
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barvenim pomoci GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Fremont, CA, USA) na 1%
agarozovém gelu a déle precistény pomoci FastAP Thermosensitivni Alkalické Fosfatazy a
Exonukleazy 1 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA), aby se eliminovaly
neinkorporované PCR primery a dNTPs. Poté byly produkty sekvenovany pomoci BigDye
Terminator v3.1 sekvenaéniho kitu (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) s pouzitim
sekvenacnich primerti, které byly shodné s amplifikacnimi primery tak, jak je uvedeno
v Priloze 1 a 2. Po sekvenacni reakci bylo provedeno odstranéni nadbytecnych terminatort
kitem BigDye XTerminator™ Purification Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA) podle navodu uvedeného vyrobcem. Sekvenacni produkty byly analyzovany za pouziti
kapilarni elektroforézy na pfistroji ABI 3500 (s pouzitim 50 cm kapilary) a programu
Sequencing Analysis v5.3 (vS§e Applied Biosystems, Forster City, CA, USA).

Vsechny identifikované varianty byly hodnoceny dle soucasného stavu znalosti
pomoci dostupnych populacnich databazi a in silico predikénich programt (blize popsano v
kapitole 3.4.2). Kazd4 nov¢ identifikovana varianta byla potvrzena sekvenovanim druhého
nezavislého PCR produktu a jeji pfitomnost v Ceské populaci byla ovéfena v dostupnych
databazich, vcetn¢ databaze ¢eského Narodniho centra Iékarské genomiky. Sekvenogramy do
kazuistik v Ptiloze 4 a 5 byly vytvofeny pomoci volné stazitelného softwaru ChromasPro

(http://technelysium.com.au/wp/chromaspro/).

Tab. 7: Slozeni PCR mixu.

SloZeni PCR - vysledna | Objem na 1 vzorek (ul)
Zasobni roztok
koncentrace
FastStart pufr 10x Ix 2
MgCI2 25mM 1,5mM 1,2
dNTPs 10mM (kazdy) 200uM 0,4
F + R primer 10uM (oba) 2uM 2
FastStart polymeraza 5 U/ul - 0,2
H>O - 12,2
DNA (30ng/ul) - 2
Celkovy objem - 20

3.2.1 Muta¢ni analyza genu COL2A1 pro Stickleriiv syndrom

Geneticka analyza byla nejprve provedena pfimym Sangerovym sekvenovanim vsech
54 koédujicich exont COL2A41 genu, vcetné pfilehlych intronovych sekvenci. Pomoci
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specidlné navrzen¢ho PCR protokolu byly amplifikovany vySetfované oblasti genu s vyuzitim
specifickych primerti v jedné PCR reakci (Tab. 8). Celkové se jednalo o 17 PCR produktli o
velikosti 243-1631 bp, které pokryvaly celou kédujici oblast genu (délka produkti a pouzité
sekvenacni primery, vcetné piipadnych wvnitinich sekvenaCnich primert jsou uvedeny
v Ptiloze 1). Ziskané sekvence byly porovnany s referenénimi sekvencemi genu COL2AI

NG 008072.1 a NM_001844.4

Tab. 8: Program pro PCR amplifikaci genu COL2A1.

95 °C 8 min

95 °C 30s

58 °C 30s 35x
72 °C 45s

12°C )

3.2.2 Mutaéni analyza genu USH2A pro Usheriiv syndrom

Genetickd analyza byla provedena pfimym Sangerovym sekvenovanim vSech 72
kodujicich exonlt USH24 genu pro USH, vcetné pfilehlych intronovych sekvenci. Vzhledem
k tomu, ze se jedna o rozsahly gen (800503 bp), byla nejprve vzdy provedena geneticka
analyza nejcastéji se vyskytujicich variant v genu pro USH2A4. Byly navrzeny 3 postupné
mutacni screeningy. Nejprve jsme screeningem 1 vysetfili exony 6, 7, 13 a 20, ve kterych se
nejCastéji nachédzeji patogenni mutace vcetné rekurentnich mutaci ¢.2299delG (nejcastéjsi
mutace) a ¢.4338 4339delCT (2. nejcastéj$i mutace) dle literarnich zdroja (Liu et al. 1999,
Ebermann et al., 2009, Leroy etal. 2001, Pennings et al. 2004, Aller et al. 2006, Dreyer
et al. 2008). V pfipadé¢ negativniho vysledku (bez ndlezu mutace) jsme pokracovali
s dovySetfenim dalSich exonl v screeningu 2, konkrétné se jednalo o exony 4, 9, 14, 32, 53,
c.11864G>A v exonu 61 (van Wijk et al., 2004, Le Quesne Stabej et al., 2012). V piipade
negativniho vysledku screeningu 2 jsme pokracovali se screeningem 3 - analyzou zbylych
exont genu USH2A, konkrétné exony 2, 3, 5, 8§, 10-12, 15-19, 21-31, 33-52, 54-60, 62, 63,
65-72. Pomoci specialné navrzeného PCR protokolu (Tab. 9) byly amplifikovany postupné
vySetifované oblasti genu s vyuzitim specifickych primert. Celkové se jednalo o 68 PCR
produktt o velikosti 337-1616 bp (délka produktl a pouzity sekvenacni primer jsou uvedeny

v Ptiloze 2). VSichni pacienti byly také vySetfeni na pfitomnost ¢asté mutace lokalizované
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hluboko v intronu 40: ¢.7595-2144A>G. Tato intronova varianta vytvaii vysoce kvalitni
sestifihové donorové misto a vede k inzerci pseudoexonu (PE40) do zralého transkriptu, u
které¢ho se predpoklada, ze povede k predCasnému ukonceni translace a vzniku zkraceného
nefunk¢niho proteinu usherinu (Vache et al., 2012).

Vsechny ziskané sekvence byly porovnany s referencni sekvenci genu USH2A

NG _009497.2, NM_206933.4.

Tab. 9: Program pro PCR amplifikaci genu USH2A4 (vSechny 3 mutacni screeningy).

95 °C 8 min
95 °C 30s
60 °C 30s 38 x
72 °C 30s
12°C )
3.3 MLPA

MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) je metoda, ktera se pouziva
pro stanoveni relativniho poctu kopii az 60 sekvenci DNA v jediné multiplexni PCR reakci.
Muze slouzit k identifikaci Sirokého spektra genomickych zmén, predevsim se vSak pouziva
na detekci deleci/duplikaci vétsiho rozsahu, napt. deleci/duplikaci exoni jednotlivych gent
nebo deleci/duplikaci oblasti jednotlivych chromosomi. Principem MLPA je navazani
oligonukleotidovych sond na cilovou sekvenci DNA na zaklade
jejich komplementarity. Kazda sonda se sklada ze dvou oligonukleotidd. Po hybridizaci na
cilové misto jsou oligonukleotidy spojeny ligaci. Pouze spojené sondy jsou po denaturaci
amplifikovany pomoci klasické PCR reakce za pouziti jednotného paru primerid. Jeden PCR
primer je fluorescencné znaCeny a umoznuje tak vizualizaci amplifikacnich produktii béhem
separace fragmentli. NamnoZené sondy jsou rozdéleny kapilarni elektroforézou na zakladé
jejich razné délky, ¢imz se ziska specificky elektroforeogram. Relativni vyska kazdého
vrcholu (piku) jednotlivych sond ve srovnani s relativni vyskou pikti sond v riznych
referencnich vzorcich DNA odrazi relativni pocet kopii odpovidajici cilové sekvence ve
vzorku. Delece jedné nebo vice cilovych sekvenci vede ke sniZzeni vysky piku, zatimco
zvySeni vySky piku svéd¢i pro duplikaci.

Pro MLPA reakci bylo pouzito 5 ul DNA pacienta se vstupni koncentraci v rozmezi
50-100 ng. Po denaturaci byla tato DNA hybridizovana se sondami pro jednotlivé exony genu

COL241 (SALSA MLPA P214 COL2A1 probemix) a COLI141 (SALSA MLPA P381, P382
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COLI11A1 probemixy) pro STL a genu USH24 (SALSA MLPA P361, P362 USH2A
probemixy) pro USH, od firmy MRC Holland, Amsterdam, Nizozemsko. Vysledné DNA
fragmenty byly analyzovéany kapilarni elektroforézou na sekvenatoru ABI 3500. Intenzita
signal jednotlivych fragmenti u pacientské DNA byla porovnavana s kontrolni DNA a
vysledky byly ziskany pomoci specidlniho in-house softwaru E-mlpa (emlpa.lf2.cuni.cz/) a
paraleln€¢ i pomoci voln¢ dostupného softwaru Coffalyser (MRC Holland, Amsterdam,

Nizozemsko, https://support.mlpa.com/).

3.4 Sekvenovani nové generace (NGS)
Termin sekvenovani nové generace, next-generation sequencing (NGS), oznacuje

technologii téZ nazyvanou masivné paralelnim sekvenovanim, kterd byla poprvé pouzita v
komeréné dostupném zafizeni v roce 2005 a od té doby postupné nahrazuje Sangerovo
sekvenovani. Tato univerzalni technika pro charakterizaci a kvantifikaci nukleovych kyselin
je zalozena na masivnim paralelnim sekvenovani mnoha fragmenti DNA o urcité délce, z
nichz je kazdy amplifikovan samostatné a mnoho takto vzniklych kopii kazdého fragmentu je
poté Cteno riznymi technologiemi podle pouzité platformy. NGS umoziuje paralelni
testovani vétSiho mnozstvi geni (cilené sekvenovani), nebo celého exomu (exomové
sekvenovani) nebo celého genomu (celogenomové sekvenovani) spolu s testovanim vétsiho
mnozstvi pacienti v jednom experimentu. Zavedeni metody masivniho paralelniho
sekvenovani umoznilo v oblasti genomiky nebyvaly rozvoj, jelikoz bylo nahle mozné
osekvenovat cely lidsky genom za zlomek ceny a ¢asu v porovnani s do t¢ doby pouzivanymi
metodami (Voelkerding et. al., 2009).

Pacienti byli zafazeni do testovani ndmi navrZené¢ho panelu genii pro hluchotu a
slepotu (viz Ptiloha 3), ktery byl vyvinuty pro ucely genetického testovani pacienti
s kombinovanym postizenim sluchu a zraku a tudiz 1 pro ucely této disertacni prace. Na
zakladé¢ studia literatury bylo vybrano celkem 231 genli prokazatelné spojenych s poruchou
sluchu a/nebo zraku. Panel zahrnoval v§echny v dané dob¢€ popsané geny asociované se STL -
COL241 (NM_001844.4), COL9AI (NM_001851.4), COL9A42 (NM _001852.3), COL9A43
(NM _001853.3), COLI114A1 (NM _080629.2), COLI1A2 (NM _080680.2) a VCAN
(NM _004385.4) a s USH - ADGRVI (NM _032119.4), CDH23 (NM_022124.6), CIB2
(NM _006383.4), CLRNI (NM _001195794.1), MYO74 (NM_000260.4), PCDHIS5
(NM _033056.4), PDZD7  (NM 032429.2), USHIC (NM _153676.3), USHIG
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(NM_173477.5), USH24 (NM_206933.4), WHRN (NM_015404.4). Seznam vSech genil je

uveden v Piiloze 3.

3.4.1 Target enrichment, pfiprava knihovny a vlastni NGS sekvenovani

K NGS sekvenovani panelu genti je nejprve potieba vytvorit navrh préb k cilenému
obohaceni (target enrichment) vybranych cilovych oblasti zjmu. Za pouziti téchto prob je
pak vytvofena DNA knihovna pro vlastni NGS sekvenovani. Sondy byly navrzené a
syntetizované firmou NimbleGen-Roche (Basel, Svycarsko) a byly navrzené pro pouZiti kitu
MiSeq Reagent Kit v2 (Illumina, CA, USA) pro pfipravu NGS knihoven SeqCap EZ choice
library (NimbleGen-Roche, Basel, Svycarsko) pro sekvenovani na sekvenatoru MiSeq
(Illumina, CA, USA) s délkou ¢teni 150 bp. Navrzené sondy byly nasledné vyuzity k
obohaceni vzorku o cilové oblasti genomu podle protokolu NimbleGen SeqCap Target
Enrichment pro sekvenovani na platformé Illumina. SeqCap EZ Choice Library system je
metoda obohacovani cilovych sekvenci, ktera pokryva region zajmu mnoha oligomery (80-
105 bp dlouhymi) DNA préb (www.nimblegene.com). Tim je zajisténo dostate¢né uniformni
vychytani cilovych sekvenci o velikosti 7-50 Mb. Systém hybridizaénich DNA prob lze
vyuzit pro jakékoli cilové sekvence v rozsahu kapacity a v jeho ramci jsme navrhli vlastni
panel genti obsahujicich vSechny v danou dobu (rok 2018) znamé geny pro hluchoslepotu, ale
1 izolovanou poruchu zraku a sluchu (viz Pfiloha 3). Navrh sond byl vytvofen tak, aby
pokryval vSechny kodujici exony a pfilehlé oblasti gent plus 5’a 3 UTR oblasti. Proby
navrzené v jednotlivych krocich byly nakonec spojeny do jednoho velkého designu.

Ptiprava knihovny spociva v nckolika za sebou ndsledujicich krokia: fragmentace
genomické DNA, hybridizace navrZzenych prob na cilené vybrané useky DNA a amplifikaci
cilovych oblasti.

Dulezitym faktorem pfi pfipravé knihovny pro nasledné kvalitni sekvenacni data je
kvalita a kvantita vstupni DNA. Vstupni koncentrace genomové DNA vzorka byla 50 ng a
byla zméfena na pfistroji Qubit® 2.0 Fluorometer (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)
z divodl vyssi specificity oproti méfeni zalozeném na absorbanci UV svétla. Pouzita byla
vyhradné DNA bez ptfitomnosti EDTA (v pfipadé zaslané jiz izolované DNA z jiného
pracovisté byla tato jesté precisténa a eluovana do EB pufru z QIAquick Gel Extraction Kitu
(neobsahuje EDTA). Béhem pftipravy knihovny je DNA nastépena a na jeji upravené konce

jsou ligaci pfipojeny pomocné adaptéry, které umoznuji PCR amplifikaci. Béhem této
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polymerazové fetézové reakce je kazdy fragment mnohonasobné zkopirovan a je tak
pfipraven k samotnému sekvenovani (Weiss et al., 2013). Na pfipravu pln¢ automatizované
konstrukce knihovny DNA za 1,5-3 hodiny s nemechanickou fragmentaci byl pouzit KAPA
Library Preparation Kit podle pfesného postupu doporu¢eného vyrobcem. Tento systém
umoziiuje univerzalni a efektivni fragmentaci DNA pro rychlou pfipravu knihoven pro
[Nlumina® sekvenovani. Kit obsahuje vSechny enzymy a reakéni pufry vyzadované pro
enzymatickou fragmentaci DNA, upravu konct (tzv. end reapir) a A-tailing, ligaci adaptorti a
amplifikaci knihovny.

Pro sekvenovani nové generace byl zvolen pfistroj MiSeq® od firmy Illumina, ktery
vyuziva tzv. metodu sekvenovani syntézou, kdy jsou po vytvoreni klastrii k adaptérim na
koncich fragmentl hybridizovany sekvenaéni primery a do pritokové komiirky je ptfivedena
smés polymerdzy a nukleotidi, které jsou oznaceny fluorescencni znackou. Jedna se o pfistup
masivné paralelniho sekvenovani, kdy dochazi k detekcei jednotlivych nukleotidii v potadi, v
jakém jsou inkorporovany do rostouciho fet¢zce DNA (www.illumina.com).

Ackoliv je metoda sekvenovani pomoci NGS univerzalni metodou této doby, 1 v tomto
pfipadé¢ se mizeme setkat s artefakty vzniklymi v pribéhu reakce. Proto byly vSechny
varianty nalezené¢ metodou NGS nasledné ovéfeny pomoci Sangerova sekvenovani DNA u

pacienta a pokud mozno i u jeho rodi¢ii, sourozenct, nebo dalsich ¢lenti rodiny.

3.4.2 Softwarova analyza dat

Bioinformatické zpracovani dat probihalo v jednotlivych fazich za pomoci riiznych
analytickych nastrojii pro vyhodnocovani ziskanych dat. VSechna data byla po dob&hnuti
cyklu stazena do tzv. BaseSpace (Illumina, USA), kde byla také ziskand data jednotlivych
sekvenacnich béhlti a jednotlivych vzorkiit DNA jako napf. primérnd hloubka pokryti,
primérna délka cteni (bp), pravdépodobnost pfifazeni spravného nukleotidu do dané pozice,
procento Cteni, které lze vyuzit k analyze (PF - passing filter), zastoupeni urcitého indexu a
dalsi.

V ramci primarni analyzy, kterou zajiStuje samotny sekvenator, dochazi k prevedeni
signalu detektoru na Ctyfpismeny kod jednotlivych bazi a k vypoctu kvality pro ziskana data.
Vystupem ze sekvendtoru Illumina MiSeq je soubor ve FASTQ (soubor sekvenci jednotlivych
readt), ktery obsahuje informaci o kvalité¢ precteni dané baze - Phred Quality Scores (Q) a

vétsinou dosahuje hodnot 1 az 41 (http://driveS.com/usearch/manual/quality score.html). Cim
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je Q vyssi, tim je pfesnost ¢teni bazi vyssi, tedy niz§i chybovost. Sekundarni analyza
spocivala ve filtrovani a mapovani jednotlivych readd, kde kvalita ziskanych dat byla
zkontrolovana pomoci nastroje FastQC, ktery po importovani FASTQ souboru umoziuje
krom¢ zakladnich statistik 1 grafické znazornéni nckolika kvalitativnich parametri
sekvenovaného tseku. Alignment (mapovani readil) probéhl pfifazenim jednotlivych ¢teni k
lidské referencni sekvenci genomu Human hgl9 (GRCh37). Takovéto sefazeni readi do
kompletni sekvence nam nasledné umoznuje hledat variacni rozdily (odchylky mezi ziskanou
a referencni sekvenci). Data byla zpracovana pomoci Burrows-Wheeler Aligner (BWA)
algoritmu (L1, Durbin, 2009) nasledovaném GATK analyzou
https://software.broadinstitute.org/gatk/. Ziskané varianty byly v posledni terciarni fazi
analyzy filtrovany pomoci Variant Studio Software 3.0 (Illumina, CA, USA). V této fazi
analyzy dochazi k interpretaci zanalyzovanych dat (vstupnimi daty jsou BAM a VCF), kde po
naimportovani souboru nasleduje provedeni bud’ vlastni filtrace nalezenych variant (podle
nedostatecné kvality ¢i hloubky cteni), ptipadné je mozno pouzit automatickou filtraci, ktera
provede filtraci podle vyrobcem piednastavenych parametri kvality jako je frekvence minor
alely, hloubka cteni a kvalita sekvenace. Po filtraci dat je mozné pfistoupit k ,,anotaci®. Tato
funkce vyhleda a pfifadi zndmé informace ke kazdé z nalezenych variant véetné odkazu na
databézi variant.

Analyza dat probihala také pouzitim programu Sequence Pilot (https://www.jsi-
medisys.de/). Déle byly varianty filtrovany na zéklad¢ frekvenci v uvedenych v populacnich
databazich jako EXAC Browser (http://exac.broadinstitute.org/), gnomAD Browser
(http://gnomad.broadinstitute.org/), 1000 Genomes (http://www.internationalgenome.org/),
dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). Hodnoceny byly vSechny varianty,
které mély frekvenci v uvedenych databdzich < 2 %. VSechny nalezené varianty byly
hodnoceny na zaklad¢ literatury a dalSich dostupnych online databazi (OMIM, dbSNP,
ClinVar, HGMD, LOVD).

Db OMIM je komplexni a autoritativni souhrn lidskych gend a genetickych fenotypa,
ktery je voln¢ dostupny a kazdy den aktualizovany. Obsahuji informace o vSech znamych
genetickych poruchach a vice nez 15 000 gent. OMIM se zamé&fuje na vztah mezi fenotypem
a genotypem (https://www.omim.org/about).

Db SNP je bezplatny vetejny archiv pro genetické variace v ramci rtiznych druha
vyvinuty Narodnim centrem pro biotechnologické informace (NCBI) ve spolupraci s

Nérodnim institutem pro vyzkum lidského genomu. Ackoli nazev db implikuje kolekci pouze
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jedné tiidy polymorfismii (tzn. jednonukleotidové polymorfismy (SNPs)), ve skute¢nosti
obsahuje celou fadu molekularnich variaci: (1) SNP, (2) polymorfismy kratké delece a
inzerce, (3) mikrosatelitni markre nebo kratk¢é tandemové repetice (STR), (4)
multinukleotidové polymorfismy (MNPs), (5) heterozygotni sekvence a (6) pojmenované
varianty (Sherry et al., 1999).

Db ClinVar je volné pfistupny vefejny archiv publikaci s informacemi o vztazich mezi
lidskymi variacemi a fenotypy. ClinVar zpracovava varianty nalezené ve vzorcich pacientt,
tvrzeni tykajici se jejich klinického vyznamu, informace o zadavateli a dalsi podptirna data
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/intro/).

Databaze lidskych genovych mutaci (HGMD®) piedstavuje komplexni soubor
publikovanych zarodeénych mutaci v genech, které jsou asociovany s dédicnym
onemocnénim u ¢lovéka (Stenson et al., 2019). S novymi mutacnimi zdznamy (akumulaci
vyssi nez 17 000 roén¢), predstavuje HGMD de facto centralni jednotné tlozist¢ dédi¢nych
mutaci zpisobujicich lidské genetické onemocnéni, které celosvétove pouzivaji védci, 1€kari,
diagnostické laboratote a geneticti poradci, a je zdkladnim nastroj pro anotaci dat sekvenovani
nové generace (Stenson et al., 2017).

LOVD je bezplatna, flexibilni webova db vyvinutd v Leiden University Medical
Center v Nizozemsku, jejimz cilem je shromazd'ovat a zobrazovat varianty v sekvenci DNA.
Vsechny varianty nalezené u jednotlivcl jsou shromazd’ovany v db spolu s informacemi o
tom, zda by mohly byt kauziln€ spojeny s onemocnénim (tzn. varianta nebo mutace
zpuisobujici onemocnéni), ¢i nikoli (tzn. varianta nezptsobujici onemocnéni). Specializovani
1€kati (klini¢ti genetici) pouzivaji LOVD k diagnostice a poradenstvi u pacientti s genetickym
onemocnénim (Fokkema et al., 2005). Na rozdil od databazi lidského genomu, které ukazuji
informace o vSech variantaich DNA, zahrnuji LOVD informace o jednotlivcich, u kterych byly
varianty nalezeny. Tyto informace o pacientech jsou obvykle pifistupné pouze registrovanym

uzivatelim (https:// www.lovd.nl/).

Nalezené varianty, které nebyly uvedené v databdzich ani v literatute, se hodnotily pomoci
online dostupnych in silico predikénich programi:

= SIFT (http://www.Blocks.thcrc.org/sift/SIFT.html, Vaser et al., 2016),

- PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph, Adzhubei et al., 2010),

- Mutation taster (http://www.mutationtaster.org/documentation.html, Schwarz et al.,

2014),
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- SNPs&GO (https://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/, Calabrese, et al.
2009),

- PhD-SNP (http://snps.uib.es/phd-snp/phdsnp.html, Capriotti, et al. 2006),

-  PROVEAN (http://provean.jcvi.org, Choi et al., 2012),

- PANTHER (http://www.pantherdb.org/, Thomas et al., 2003),

- EIGEN (http://www.columbia.edu/~ii2135/information_eigen.html, Ionita-Laza et al.,

2016),

- FATHMM-MKL (http://fathmm.biocompute.org.uk/index.html, Shihab et al., 2013).
Nalezené sestiithové varianty byly hodnoceny pomoci softwaru Alamut Visual (Interactive
Biosoftware, Francie), ktery ma inkorporované dalsi predikcni programy pro in silico analyzu
pro sestfihové varianty:

- MaxEntScan (http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan scoreseq.html),

- NNSPLICE (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html),

- HSF (Human Splicing Finder, http://www.umd.be/HSF/, Desmet et al., 2009).

Predikéni programy pro sestiihové varianty hodnoti potencialni vliv na sestiih ve Skéle
0 - 100 % od nejmensi k nejvyssi pravdépodobnosti ovlivnéni sestiihu.
Pravdépodobné patogenni varianty byly hodnoceny dle kritérii publikovanymi ACMG
(Richards et al., 2015), do ttid 1-5 dle zavaznosti:
Ttida 1: Benigni varianta,
Ttida 2: Pravdépodobné benigni varianta,
Ttida 3: Varianta nejasného vyznamu (VUS — Variant of Unknown Significance),
Ttida 4: Pravdépodobné patogenni varianta,
Ttida 5: Patogenni varianta (opakované popsana v literature, ptipadné ovéiena
funkénimi studiemi).
Vsechny pfedpokladané patogenni varianty byly ovéfeny pomoci Sangerova sekvenovani u
probanda, jeho rodict, pfipadné dalSich pfibuznych v rodiné, kde se sledovala také segregace
dané varianty.
Vsechny zjiSténé varianty byly zapsany podle aktudlnich doporuc¢eni HGVS
(https://varnomen.hgvs.org/, den Dunnen et al., 2016).

3.5 HaploPainter

Pro tvorbu rodokment jsme vyuzili freeware (volné¢ dostupny software) HaploPainter

V.1.043 (http://haplopainter.sourceforge.net/).
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IV. VYSLEDKY

1. Stickleriv syndrom
V réamci vyzkumu Sticklerova syndromu bylo celkem vySetfeno 75 vzorki DNA,

z toho 45 pacientt s klinickym podezienim na STL a 30 zdravych piibuznych z 28 rodin.
Z tohoto souboru jsme pomoci dostupnych metod nalezli kauzélni varianty u 39 postizenych
pacientt z 22 rodin a vyloucili jejich vyskyt u 30 zdravych ptibuznych. U 6 pacientii z 6 rodin
nebyla pouzitymi metodami zachycena zadna potencidlné kauzalni varianta. Pfi¢inu obtizi
jsme tedy objasnili u 79 % rodin (22 z 28). U jediného vySetfeného pacienta ze SR byla
prokédzana kauzalni varianta v genu COL2A1 (S8), ostatni rodiny byly ¢eského pivodu.

Analyzou genu COL2A1 pomoci Sangerova sekvenovani jsme detekovali patogenni
varianty u pacientll z rodin S1-S7 a S13. Pacienti bez prokdzané kauzalni varianty v genu
COL2A1 byli déle vySetfeni pomoci metody MLPA na pfitomnost duplikaci/deleci v genu
COL2A41 a COL11A1, kde jsme vSak zadny patogenni nalez nedetekovali, a ndsledné¢ pomoci
nami navrZzeného NGS panelu genli pro hluchotu a slepotu, kde jsme identifikovali dosud
nepopsané varianty v genu COLIIAI u pacientl z rodin S19-S22. Pacienti z rodin S8-12 a
S14-22 byli vysetieni ptimo na NGS panelu. Varianty v dalSich genech pro STL nebyly u
zadného z pacientll indikovanych k vySetfeni pro STL detekovany.

Celkové jsme nalezli kauzalni variantu v jednom ze STL gend u 39 pacientl z 22
rodin, z toho u 28 pacientii z 18 rodin (82 %) byly nalezeny varianty v genu COL2A1 au 11
pacient ze 4 rodin (18 %) varianty v COLI1AI genu. U 8 rodin (15 pacientil) byl zjistén
familiarni vyskyt a ve 14 pfipadech se jednalo o sporadicky vyskyt. Obéma metodami
(Sangerovo a NGS sekvenovani) bylo celkem nalezeno v genu COL2A41 15 riiznych variant
v 18 rodinach a v genu COLI1A41 byly nalezeny 4 rGzné varianty ve 4 rodinach. Ze vSech 19
nalezenych kauzalnich variant bylo 7 jiz dfive popsanych a 12 nové nalezenych (8 novych
variant v genu COL2A1 a 4 nové v genu COL11A1). U nové€ nalezenych variant byla kauzalita
uznana, jen pokud byla provedena segrega¢ni analyza v roding, ve stejném nukleotidu byla jiz
popsédna jind patogenni varianta, nebo pokud kauzalit¢ nasvédcovaly dalsi silné argumenty
jako predikce in silico a nebo velmi silnd korelace genotypu s fenotypem. Celkovy podil
detekovanych variant v genech COL241 a COLI1AI je vyznaCen v Grafu 1. Zastoupeni
jednotlivych typl patogennich variant v genech COL241 a COL11A1 je vyznaceno v Grafu 2
a3.
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ECOL2A1 mCOL11A1

Graf 1: Podil nalezenych kauzalnich variant v genech COL2A1 a COL11A41 v souboru

¢eskych a slovenskych pacienti.

mmissense M®nonsense ®splice-site = frameshift

Graf 2: Podil jednotlivych typi COL2A41 patogennich variant.

Emissense M splice-site  ® frameshift

Graf 3: Podil jednotlivych typi COL11A41 patogennich variant.
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1.1. Spektrum a frekvence kauzalnich variant v COL2A1
Z 16 variant detekovanych v genu COL2A41 byla pouze jedna typu missense, a to jiz

popsana patogenni varianta ¢.2710C>T p.(Arg904Cys), vSechny ostatni varianty jsou
predikovany jako zkracujici protein. Varianty c.1597C>T p.(Arg533*) a ¢.2659C>T
p-(Arg887%*) byly v nasem souboru rekurentni (u 2 rodin kazda), zatimco dal$i dvé nonsense
varianty ¢.2566C>T p.(GIn856*) a c.2818C>T p.(Arg940*) byly nalezeny vzdy pouze
jednou. Ze Sesti riznych sestfihovych variant se vyskytovaly dvé rtizné varianty v jednom
nukleotidu a to ¢.816+1, tedy v prvnim nukleotidu intronu 12. V jednom piipad¢ se jedna o
deleci tohoto nukleotidu c.816+1del a v druhém piipadé o zaménu ¢.816+1G>A. Ve zbylych
4 rodinach byly zachyceny 3 rizné frameshift varianty. Seznam vSech nalezenych variant je
shrnut v Tab. 10. Vysledky in silico predikce patogenity vSech nové popsanych missense
variant v genech COL2A1 a COLIIAI jsou shrnuty v Tab. 11, in silico zhodnoceni vlivu
sestfithovych variant na splicing je uvedeno v Tab. 12 a patogenity variant zpiisobujicich

posun ¢teciho ramce a tim vznik pfedCasného stop kodonu v Tab. 13.

1.2. Spektrum a frekvence kauzalnich variant v COL11A41

Ve 4 riznych rodinach se zna¢né odliSnymi fenotypy jsme odhalili 4 rGzné dosud
nepopsané varianty v genu COLI1A1. Ve dvou ptipadech se jednalo o missense varianty a to
¢.5350A>C p.(Thr1784Pro) a ¢.4180G>C p.(Glu1394Gln). Predikce tykajici se téchto variant
jsou uvedeny v Tab. 11. Zbylé dvé varianty jsou predikovany jako zkracujici protein. Varianta
c.2845-1G>C vede pravdépodobné k pieskoceni exonu 37 pii transkripci a varianta c.1560del
p-(Ile521Serfs*19) zptsobi posun cteciho rdmce a tim vznik predCasného terminacniho
kodonu. Vysledky in silico predikci pro missense varianty jsou uvedeny v Tab. 11, pro

varianty zpusobujici alternativni sestfih a posun ¢teciho ramce v Tab. 12, resp. Tab. 13.

95



Tab. 10: Seznam nalezenych variant v souboru ¢eskych a slovenskych pacientii se STL a jejich klinicky vyznam.
Proband | Gen Nukleotidova zaména | Aminokyselinova zaména | Segregace v rodiné | Nova/ Popsana Klinicky vyznam *
S9:11-1 COL241 | ¢.709-2A>G p.? de novo Miyamoto et al., 2005 Patogenni
S7:11-4 COL241 | ¢.816+1G>A p.? dcera Nova Patogenni
S10:1I-1 | COL2A41 | c.816+1del p.? de novo Nova Patogenni
SI12:1I-1 | COL241 | ¢.924+1del p.? de novo Nova Patogenni
S4:11-1 COL241 | ¢.1123-2A>G p.? matka, bratr Nova Patogenni
S3:111-1 otec .
COL241 | ¢.1597C>T p-(Arg533%*) Liberfarb et al., 2003 Patogenni
S13:11-2 matka
S11:1I-1 | COL241 | ¢.2096 2105del p.(Gly699Valfs*86) de novo Hoornaert et al., 2010 Patogenni
S8:11-1 | COL241 | c.2342del p.(Lys781Argfs*7) de novo Nova Patogenni
SEN2 | or241 | e2382del p.(Gly795Alafs*86) de novo Hoornaert etal., 2010 | .\ o
S5:11-1 matka
S16:11-2 COL2A41 | ¢.2566C>T p.(GIn856%*) ? Nova Patogenni
S15:11-1 de novo
COL241 | ¢.2659C>T p-(Arg887%) Hoornaert et al., 2010 Patogenni
S17:11-2 matka, bratr
S6:11-1 COL241 | ¢.2679+1G>A p.? de novo Nova Patogenni
SUA-T | COL241 | ¢2710C5T p.(Arg904Cys) de novo Richards etal. 2010 | Patogenni
S18:1V-4 | COL241 | c.2818C>T p.(Arg940*) matka Kondo et al., 2016 Patogenni
S14:111-2 | COL241 | ¢.3491del p-(Gly1164Valfs*63) matka Nova Patogenni
S21:1v-6 | COL1IA | ¢.1560del p-(Ile521Serfs*19) otec, bratr +4 Nova Patogenni
S19:11-2 | COLIIA | ¢.2845-1G>C p.? de novo Nova Patogenni
S22:11-2 | COLIIA | ¢.4180G>C p-(Glu1394Gln) ? Nova Pravdépodobné patogenni
S20:11-2 | COLIIA | ¢.5350A>C p-.(Thr1784Pro) matka, syn Nova Pravdépodobné patogenni

*Dle ACMG, kritéra hodnocena pomoci programu pro interpretaci genetickych variant (GVIT) - http://www.medschool.umaryland.edu/Genetic_Variant Interpretation Tooll.html/

a na zékladé tabulky 5 v Richards et al. (2015). (https://www.acmg.net/docs/Standards Guidelines for the Interpretation of Sequence Variants.pdf).
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Tab. 11: Nalezené missense varianty u pacienti se STL a jejich in silico predikce.

Gen Varianta In silico prediktivni algoritmy
SIFT Poly Mutatio | SNPs | PhD- | PROVEAN | PANTHER | EIGEN FATHM
Phen-2 n taster | &GO | SNP M-MKL
COLI11AI | c.5350A>C Deleterious | Probably Disease NV NP Deleterious Probably Pathogenic | Damaging
p.(Thr1784Pro) damaging | causing DAV | DRP damaging
COL11AI | c.4180G>C Deleterious | Probably Disease NV NP Deleterious Probably Pathogenic | Damaging
p.(Glul394Gln) damaging | causing DAV | DRP damaging
NV - Neutral variation, DAV - Disease associated variation, NP - Neutral polymorphism, DRP - Disease-related polymorphism.
Tab. 12: Nalezené sestfihové varianty u pacienti se STL a jejich in silico predikce.
Gen Varianta Exon/ Vliv na sestrih In silico prediktivni algoritmy
Intron Mutation taster | MaxEnt | NNSP | HSF | EIGEN FATHMM-
LICE MKL
COL2A41 c.1123-2A>G | Intron 18 | Acceptor splice site | Disease causing | -100 % -100 % | -100 % | Pathogenic Damaging
OL2A41 ¢.2679+1G>A | Intron 40 | Donor splice site Disease causing | -100 % -100 % | -100 % | Pathogenic Damaging
COL241 c.816+1G>A Intron 12 | Donor splice site Disease causing | -100 % -100 % | -100 % | Pathogenic Damaging
COL241 c.816+1del Intron 12 | Donor splice site Disease causing | -100 % -100 % | -100 % - -
COL2A41 c.924+1del Intron 14 | Donor splice site Disease causing | -100 % -100% | -100 % - -
COLI1AI | c.2845-1G>C | Intron 36 | Acceptor splice site | Disease causing | -100 % -100% | -100 % | Pathogenic Damaging
Tab. 13: Nalezené frameshift varianty u pacientii se STL a jejich in silico predikce.
Gen Varianta Exon/ In silico prediktivni algoritmy
Intron "\ itation taster MaxEnt NNSPLICE HSF
COL241 c.2342del p.(Lys781Argfs*7) Exon 35 | Disease causing - - -
COL2A41 ¢.2096_2105del p.(Gly699Valfs*86) Exon 33 - +3,9% +14,2 % +0,7 %
COL2A41 c.3491del p.(Glyl1164Valfs*63) Exon 50 | Disease causing +8,4 % +4,6 % +0,6 %
COLI1AI | c.1560del p.(Ile521Serfs*19) Exon 13 | Disease causing - - -
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1.3 Klinické nalezy u pacientii s COL2A1 a COL11A1 variantami

Jednim z cila prace bylo podrobné charakterizovat fenotyp pacientt jako podklad pro
upfesnéni diagnostickych kritérii a zlepSeni korelace genotypu s fenotypem. Zakladni
demografické idaje a hlavni klinické nalezy u pacientll s patogennimi nebo pravdépodobné
patogennimi COL2A1 variantami jsou uvedené v Tab. 14 a pacientid s patogennimi nebo
pravdépodobné patogennimi COLI1AI variantami v Tab. 15. Ve zkoumaném soboru byla
pozorovana vyrazna intra- a interfamiliarni variabilita.

Podrobné kazuistiky jednotlivych STL rodin s nalezenou kauzdlni variantou jsou
shrnuty v Ptiloze 4. VSechny rodokmeny byly vytvofeny pomoci programu HaploPainter, a
sekvenogramy s nalezenymi variantami pomoci programu ChromasPro. Prediktivni testovani
neodhalilo kauzélni variantu u Zadného z nepostizenych ptibuznych, coz potvrzuje segregaci
variant v rodinach pacientd a Uplnou penetranci onemocnéni. Paternita u vSech rodin se
suspektnimi de novo variantami byla potvrzena pouzitim sady 16 forenznich markert

(Ensenberger et al., 2010).

Fenotyp pacientii asociovany s COL2A1 variantami

Nejcastéjsim symptomem u 26 z28 (93 %) jedinci s patogennimi variantami
v COL2A1 genu byla myopie, zejména t€zZkd myopie (= —6,0D), kterd byla pozorovana
v alespon jednom oku u 20 pacientt (71 %). Z dalSich o¢nich komplikaci byla ¢asta spontanni
amoce sitnice, kterd se vyskytovala neyméné v jednom oku u 11 pacientd (39 % vSech
pacienttl, 56 % pacientl starSich 15 let) v prumérném véku 12 let (rozmezi 6 - 32 let) a déle
kongenitalni bilateralni katarakta, ktera se vyskytovala u dvou pacienti (7,1 %). NejcastéjSim
non-okularnim klinickym znakem u pacientl byla hypoplazie stfedni ¢asti obliceje, kterd byla
pozorovana u 18 (64 %) pacienti. Celkem 14 pacientii (50 %) se narodilo s rozs§tépem patra,
bud’ izolovanym (6 pacientd - 21,5 %), nebo v ramci PRS (8 pacientd - 28,5 %).
Senzorineurélni ztrata sluchu byla detekovana u 9 pacientii (32 %, 50% pacientti starSich 15
let), a 2 pacienti (7 %) méli prolaps mitralni chlopné. U pacientli ve véku vice nez 9 let (14
ptipadi), byla u vSech kromé 4 pacienti (14 z 18, celkem 77,7 %), pfitomnd kloubni
hypermobilita, a celkem 11 pacientt (39 %) trpélo riznym stupném artropatie a/nebo artrdzy.

Klinické nalezy pacientli nesoucich kauzalni varianty v genu COL2A1 jsou shrnuty v Tab. 14.
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Fenotyp pacientii asociovany s COL11A1 variantami

Celkem u 11 postizenych pacienti ze 4 rodin byly nalezeny patogenni nebo
pravdépodobné patogenni varianty v COL11A1 genu. Spole¢nym znakem probanda ze vsech
rodin byla myopie, kterd se vétSinou nevyskytovala u jejich dalSich postizenych piibuznych, a
u 2/3 probanda se vyskytovalo sluchové postizeni, které bylo naopak pifitomné u vétSiny
piibuznych. U dvou pacientti (S19:11-2, S20:11-2) doslo k odchlipenti sitnice, avSak s pomérné
velkym veékovym rozdilem nastupu - ve véku 8 let a 44 let. Klinické ndlezy pacientd

nesoucich kauzalni varianty v genu COL11A1 jsou shrnuty v Tab. 15.

1.4 Klinické nalezy u pacientii bez nalezené varianty v STL genech
U celkem 6 pacienti s klinickymi pfiznaky STL nebyla pouzitymi metodami

detekovana zadna patogenni nebo pravdépodobné patogenni varianta v zadném z vySetfenych
gent pro STL a pficina jejich klinického nalezu tedy zlstavd nevyfeSena. Dva pacienti
muzského pohlavi byli klinicky vySeteni ithned po narozeni kvili PRS, u jednoho z nich se
nasledné¢ ve véku 9 mésict rozvinula vysokd myopie, dalsi dvé pacientky mély také PRS,
avsak byly vySetfeny v pozdé¢jsim véku, jedna z nich neméla zddné o¢ni symptomy, druha
méla vysokou myopii a amoci sitnice v 9 letech na jednom oku. U dalSich dvou pacientek
dominovala ptedCasna artrdza spolu se stfedni az vysokou myopii. Celkové se tedy jednalo o
4 pacienty s PRS, ztoho jeden s vysokou myopii, 3 pacienti méli artropatii, a kloubni
hypermobilita byla pfitomna u vSech 6 jedinct. Celkové myopii trpéli 4 pacienti a jedna
pacientka prodé€lala amoci sitnice. V rodinné anamnéze pacienta s PRS bez myopie je mladsi
bratr s PRS a ukoncend gravidita matky pro zavazny roz$t€p, mikromandibulu a nizko
posazené usi, a velice suspektni PRS, plod byl muZského pohlavi. VSechny klinické udaje o

téchto pacientech jsou ptehledn€ uvedeny v Tab. 16.
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Tab. 14: Klinické priznaky pacienti s fenotypem STL a detekovanymi variantami v COL2A1 genu.

‘= Myopie / SE Jiné o¢ni priznaky Dalsi osobni/rodinné udaje
B v —- | . O e s o
)§ E g % E - 5 § E» z § ool g (vék pri méreni) (vék nastupu)
232 |5 S |> 32 & E - 2| B F = PO LO PO LO
£ =E | > - =g 7 A
S1:II-1* c.2710C>T M 9 SP - + | + |NA - [-190@3r1) | -15.031) - - skoliéza, scapula alata,
p-(Arg904Cys) maly vzrist
S2:11-2* ¢.2382del M 14 SP |[PRS| + | - |NA - 1-3.0(12r) | -1.0(12r) | AS(61) | AS(71)
p-(Gly795Alafs*86)
S3:10I-1* F 21 FAM - - - - - |-7020r)|-7.0(20r) | AS(10r) | AS (13 r) |autoimunitni tyreoiditida,
c.1597C>T atonickd dermatitida
S3:1I-1 p.(Arg533%*) M 50 FAM - - - - - 1-9.030r)|-9.030r) | AS(201) | AS(13 1) |LSS, artroza,
otec AS na PO (20 let) a
TQQ
S4:11-1* F 23 FAM |PRS|+/-| 13 | + - -11.5 UA AS (10r) | AS(121) |bifidni uvula, ploché nohy,
gonartrdza
S4:11-2 ¢1123-2A>G | 15 FAM |[CP|+-]| - | + - |+0.5(141)| -4.0 14 1) - K |bilateralni nekroza
p.? femoralni hlavice,
S4:1-2 F 46 FAM - | -] 13| H- - -8.0 -8.0 - - aneuryzma lienalni tepny
S5:10I-1* F 48 FAM - - - |+ - -8.0 -8.0 - - astenicka postava
c.2382del :
S5:111-1 p.(Gly795Alafs*86) M 16 FAM - - - |+ - -8.0 -8.0 - AS (UA) vys‘oke patro, pectus
carinatum
S6:1I-1* | ¢.2679+1G>A,p? | F 3 SP |PRS| + | - | - - -8.0 -8.0 - - pectus excavatum
S7:11-4%* F 48 FAM - + | + |40 - >-6.0 >-6.0 - - astenicka postava,
dilatovana aorta, artroza,
c.816+1G>A bratr AS, HK, otec
p? artropatie, FD
S7:111-3 F 25 FAM -+ + 120 - -11.0 -11.0 - - bolesti patete, artralgie,
bratr myopie
S8:I1-1* c.2342del M 43 SP |PRS| - | 6 | - - >-6.0 >-6.0 AS (191) | AS (14 1) |amaurdza PO, dlouhé
p-(Lys78Arg*7) prsty, klinodaktylie,
S9:11-1* ¢.709-2A>G, p? F 32 SP |[PRS| + | + | <6 - >-6.0 >-6.0 K (10r1), AS(32r) |kyfoskolioza
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= Myopie / SE Jiné o¢ni priznaky Dalsi osobni/rodinné udaje
et ~ > N X 3 P A ~ z
)§ 2 E‘ % E o 5 § g E § ol W g (v€k pri méreni) (véK nastupu)
28 & |& S|> 2 E TE |G| =~ <| g S PO LO PO LO
£ =5 > A = & A
S10:11-1*|  ¢.816+1del, p? F 14 SP  [PRS| + | - - |12+ |-45(1r)|-525(1971)| AS(1171) - hypotyroidizmus
SIT:I-1*| ¢.2096 2103del | M 1 SP |[PRS| + [NA| - | - | + -4.0 -4.5 - - VSD, pedes equinovari,
p-(Gly699Valfs*7) predcasné narozeni, [IUGR,
17 1% N i i i PNV
S12:11-1 ¢.924+1del, p.? M 8 SP 10.0 11.0 AS (771) prommuglclwcelo, hluboko
posazené o¢i
S13:11-2* F 9 FAM [CP| + | + | - | + | - -7.0 -4.0 AS (71) - opakujici se zanét
c.1597C>T sttedniho ucha
S13:1-2 p.(Arg533%) F 44 FAM [CP| + | + | - | - | - - - - - mirnd SED, matka AS na
PO (43 let) o oberaci
S14:111- M 2,5 FAM - + | - - |+ | - |-13.5(141)|-14.0 (14 1) K K otec Bechtérevova nemoc
2% c.3491del
p.Gly1164Valfs*63 X
S14:11-1 F 28 FAM - EON I A o - - GL (281), K (401) |bolesti zad
S15:1I-1* ¢.2659C>T M 1 SP PRS| + | - - - - [-12,5Q2r) |-16,25 (2 1) - - mikrocefalie, dlouhé prsty
p-(Arg887%) rukou i nohou
S16:11-2* ¢.2566C>T F 3 SP CP| + | - -+ - >-6.0 >-6.0 - AS hypertenze, stomatologické
p-(GIn856%*) potize, bolesti svall
S17:11-2* F 1 FAM |CP| + | - | - | -] -1-925@31r)| -85@31) - -
¢.2659C>T . "
S17:1-2 p.(Arg887%) F 25 FAM - - -1+ -] - [-245@31) -3(2371) - - Hashimotova thyreoitida
S17:11-1 M 5 FAM - - - - -] - 90671 -10(51) - -
S18:1vV-4 c.2818C>T F 0 FAM |CP| - | - | - | - | - -4.0 -5.0 GL GL
S18:I11- p-(Argd40%) F 6 FAM | - | - | - |+ ] -] - [-80(251]|-80(251) - - amblyopie
10

*proband; + klinicky znak pfitomen; - klinicky znak nepfitomen; NA - data nejsou k dispozici; M — muz, F — Zena, PRS - Pierre-Robinova sekvence; CP - rozstép patra; FD - facialni dysmorfie;
PS - porucha sluchu; A - artropatie; HK — hypermobilita kloubti; MVP - prolaps mitralni chlopné; AS - amoce sitnice; SP - sporadicky; FAM - familiarni; UA - neznamy vék; IUGR -
intrauterinni rustova restrikce/retardace; VSD - defekt komorového septa; SED - spondyloepifyzarni dysplazie; LSS — lumbalni spinalni stenéza; PO - pravé oko; LO - levé oko; GL - glaukom;
K - vrozena katarakta; SE- sféricky ekvivalent (sféricka komponenta refrakce, k niZ je pfipoétena polovina cylindrické komponenty refrakce). Cisla ve sloupcich prezentuji vék nastupu potizi.
Pozn.: Informace o dioptriich byly ziskany pied operaci katarakty, ¢isla v zavorkach oznacuji vék pii meteni, pokud se lisi od veku pii vySetfeni. V ptipadé SE<O0, je pfitomna myopie.
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Tab. 15: Klinické priznaky pacienti s detekovanymi variantami v COL11A1 genu.

. = Myopie/ SE Jiné o¢ni priznaky DalSi osobni/ rodinné
h A~ i = > |y Z.1-0
§25 | EOREES Bzl o le |o - e
52 i= s (g3 ?:ggs g = |~ |3 |< a S PO LO PO LO
£28 |2 = = g
S19:11-2* c.2845-1C>Gp.? | M | 12 0 SP | + | + | - + | NA| + - -14 -14  |GL,K,N,| GL,K,N, |polyhydramnion,
(2.51)| (2.51) |SLC(31),| SLC(31) [skolibza, laryngomalacie,
enukleace platyspondylie, masivni
(CHY) metafyzy, maly vzrist
S20:11-2* ¢.5350A>C F | 51 30 [FAM| - | + 30| - | 42| + - >-6 >-6 |AS(44r) -
p-(Thr1784Pro) S .
S20:1-2 F 80 40 |FAM| - + | 50 - 40 + - - - - - Casna artroza, TEP
S20:111-3 M | 12 6 FAM| - | + | - - - - - -4 -4 - -
S21:1V-6* c.1560del M | 15 11 |[FAM| - | - | 11 - - + - <0 <0 - - dalsi ptibuzni s PS a
.(le5218Serfs*19 myopii ve 3 generacich
S21:1V-7 P ) M | 11 10 |FAM| - | - | 10 | - - - - - - - - vop g
S21:111-4 M | 42 16 |FAM| - | - | 16 | - - - - - - - -
S21:111-2 F | 58 15 |FAM| - | - | 15| - - - - <0 <0 - -
S21:1V-3 M | 18 13 |FAM| - | - | 13 | - - - - <0 <0 - -
S21:vV-4 M| 6 5 FAM| - | - 5 - - - - <0 <0 - -
S22:11-2* c.4180G>C F | 44 6 SP | - | - 5 - - - - -2,5 2,5 - - myopie, hemangiomy na
p.(Glu1394Gln) (42r) | (421) jatrech, astma cca od 8

*proband; + klinicky znak pfitomen; - klinicky znak nepfitomen; NA - data nejsou k dispozici; M — muz, F — Zena; PRS - Pierre-Robinova sekvence; FD - facialni dysmorfie; PS - porucha
sluchu; SED - spondyloepifyzarni dysplazie; A - artropatie; KH - kloubni hypermobilita; MVP - prolaps mitralni chlopné; AS - amoce sitnice; SP- sporadicky; FAM- familiarni; PO - pravé oko;
LO - levé oko; GL - glaukom; K - vrozena katarakta; N — nystagmus, SLC — spontanni luxace ¢o¢ky; TEP — totalni endoprotéza; SE- sféricky ekvivalent (sféricka komponenta refrakce, k niz je
pfipodtena polovina cylindrické komponenty refrakce). Cisla ve sloupcich prezentuji vék néstupu potizi.

Pozn.: Informace o dioptriich byly ziskany pfed operaci katarakty, ¢isla v zavorkach oznacuji vek pti méteni, pokud se lisi od veku pfi vySetieni. V ptipadé SE<O0, je pfitomna myopie
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1.5. Nalezy rozSirujici fenotypové spektrum STL
V rodin¢ S4 byla mutace NM_001844.4:¢.1123-2A>G p.? v intronu 18 genu COL2A1

prokazana u matky a jejich dvou potomkii. Probandkou je nyni 23letd divka narozend s PRS,
s vysokou myopii diagnostikovanou ve 2 letech a po prodélané amoci sitnice v 10 letech. Od
13 let mé sluchadlo pro poruchu sluchu. Probandka je nyni indikovdna k operaci totalni
endoprotézy kolene. Jeji mladsi bratr se narodil s rozStépem patra, avSak bez PRS, a byl
odhalen velmi vzacny o¢ni nalez, kdy rozdil mezi refrak¢éni chybou pravého a levého oka byl
4,5 dioptrie, pricemz levé oko bylo myopické a pravé oko emetropické. Naopak shodnym
rysem obou sourozencl je zavaznd artropatie, kdy bratr probandky jiz podstoupil operaci
nahrady kolene ve véku 15 let. Fenotyp obou sourozenct je ve zna¢ném protikladu k fenotypu
matky, kterd krom¢ myopie (-8D bilateraln¢), kterou feSila operaci a kontaktnimi ¢ockami,
nevykazovala az do stfedniho véku jiné ptiznaky nez nespecifické bolesti zad. Ve 48 letech
prodélala pod obrazem nahlé ptihody bfiSni aneurysma arteria lienalis s ndslednou
splenektomii.

Také matka probandky z rodiny S13 vykazovala abnormalni okularni fenotyp. Matka
byla molekuldrné geneticky vySetfena v ramci vySetfeni dcery, u které byla potvrzena
opakované popsana patogenni varianta NM 001844.4:¢c.1597C>T p.(Arg533*). Probandka
byla vySetfena pro podezieni na STL vzhledem k rozstépu patra, myopii a amoci sitnice v 7
letech. Matka 1 dcera maji facialni dysmorfii typickou pro STL (plochy obli¢ej, mensi bradu)
a kloubni hypermobilitu, ale matka na rozdil od své dcery netrpi Zadnou refrakéni vadou.
Studiem genealogie bylo zjiSténo, Ze maternalni babi¢ka probandky prodélala ve 43 letech
amoci sitnice. Bohuzel vzorek babicky nebyl jiz pro nasi analyzu dostupny. Podle soucasnych
védomosti je matka prvni dokumentovanou pacientkou ve svétové literatufe se STL1 bez
jakékoliv o¢ni patologie. Na tento fakt jsme upozornili také v nasi publikaci (Copikova et al.,

2020).
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Tab. 16: Klinické znaky u pacientii bez nalezu patogennich nebo pravdépodobné patogennich variant v genech pro STL.

Postizeny | Pohlavi VEk pri PRS | FD | PS | A | KH | MVP Primarni o¢ni DalSi osobni/rodinné udaje
jedinec/ vySeti‘eni priznaky

pribuzny

F23:11-1%* M 0 + - - + - MY (-8D/-10D) novorozenec s PRS, rozvoj myopie v 9 mésicich

F24:11-2%* M 0 - - - - v RA dva bratii s PRS, rodic¢e zdravi

F25:1-2* F 49 - + + NA MY, GL spontanni zlomenina, v rodin¢ vyskyt myopie,

poruchy sluchu a artropatie

F26:1-2* F 17 + - - + + - MY pfedcasna artrdza

F27:1-2* F 9 - - - + + NA MY, AS svalova slabost

F28:1-2* F 30 + - - - + - - kiehké kapilary

*proband; + klinicky znak pfitomen; - klinicky znak nepfitomen; NA - data nejsou k dispozici; M - muz; F - zena; PRS - Pierre-Robinova sekvence; FD - facialni dysmorfie;

PS - porucha sluchu; A - artropatie; KH - kloubni hypermobilita; MVP - prolaps mitralni chlopné; MY - myopie, GL - glaukom, AS - amoce sitnice

Tab. 17: Seznam nalezenych variant v souboru pacientii s non-STL fenotypem a jejich in silico predikce.

- In silico predikce
s
> 174 1
o 2 ®) Z & =
-g o & 2 g Q % § E Z =
s 2z e = Y EL |2 & > = = | =
= S = = s = -5 | E38 | & a =) Z o | E =
2 g = 3 = | E2 | 2% | Z = 2 | < |2 <X
z. : 7 & | =8| & = - a B =2
A = @ = Gen Varianta
VI1:1I-2 ACG2 de novo Nova | COL2A41 c.1421 1422delinsTT DL | PD DC DRP DRP DL - -
p-(Gly474Val)
V2:11-1 SEDT | de novo Nova | COL241 ¢.3266 3268del p.(Gly1089del) - - DC - - DL - - -
V3:11-1 EDM6 matka, Nova | COL9A1 c.1343G>T p.(Gly448Val) DL DC DC DRP DRP DL PD P D
bratr

N/P - nova / popsana, ACG2 - achondrogeneze typ 2, SEDT - spondyloepifyzarni dysplazie tarda, EDM6 - mnohocetni epifyzarni dysplazie 6
DL - deleterious, PD - probably damaging, DC - disease causing, DRP - disease related polymorphism, P - pathogenic, D — damaging.
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V rodiné S21 jsme molekularné geneticky analyzovali celkem 6 ptibuznych pacienta
trpicich nesyndromovou postlingvalni poruchou sluchu. U ptivodné vysetieného 15letého
probanda bylo vysloveno podezieni na STL vzhledem ke kombinaci postlingvalni poruchy
sluchu, stfedni myopie a astenické postavy s mirnou hypermobilitou kloubt. Po nalezeni
dosud nepopsané frameshift varianty NM_080629.2:c.1560del p.(Ile521Serfs*19) v exonu 13
genu COLI1AI byli vySetfeni i rodice probanda a jeho bratr a varianta byla potvrzena u
probandova otce a bratra, kteti oba trp€li postlingvalni poruchou sluchu. Z rodinné anamnézy
vyplynulo, Ze postlingvalni poruchou sluchu trpi dalSich miniméln¢€ 7 ¢lent rodiny. Tti dalsi
postizeni ¢lenové rodiny souhlasili s analyzou DNA a varianta u nich byla potvrzena. U 4
¢lenti rodiny, véetné probanda, byla potvrzena myopie mirné¢ho ¢i stfedniho stupné, avsak u
ostatnich nedoslychavych pacientli nebyla myopie zaznamendna. Podle naSich znalosti se
jedna o druhou popsanou rodinu na svété s variantou v COLIIAI genu neboli DFNA37

(Copikova et al., 2020).

1.6. Vedlejsi nalezy

Na zadost spolupracujicich klinickych genetikli jsme nami designovany panel pouzili
pro diagnostiku pacientli s podezienim na kolagenopatie s non-STL fenotypem. Ve 3
ptipadech byly zachyceny varianty v STL genech, coz do budoucna otvira dals§i moznosti

vyuziti ndmi navrzeného panelu. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 17.
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2. Usheriv syndrom
V nasi studii zamétené na USH jsme vysetfili celkem 80 vzorkti DNA (30 pacientil a

50 zdravych ptibuznych z 27 rodin s riznym stupném posSkozeni sluchu a zraku). Pfi¢ina
hluchoslepoty byla objasnéna u 24 pacientil z 21 rodin (78 % rodin). Molekularné geneticky
bylo potvrzeno 38 nepostizenych pienasect. Celkem u 6 nepiibuznych pacientii s pfiznaky
odpovidajicimi USH nebyla pouzitymi metodami nalezena zddnd potencidln¢ patogenni
varianta. Ze tii vySetfenych slovenskych rodin (vSechny s fenotypem USH1) byly kauzalni
varianty potvrzeny u dvou (U17 a U19). Ostatni rodiny byly ¢eského ptivodu, kromé U21,
kde otec pochazel z Nizozemi.

Seznam vSech variant nalezenych v USH genech a jejich reference jsou uvedeny
v Tab. 18. Vysledky in silico predikci vSech nov€ nalezenych missense variant jsou shrnuty
v Tab. 19 a sestfihovych variant v Tab. 20. V souboru nebyly identifikovany Zadné nové
varianty zpusobujici vznik pred€asného stop kodonu (frameshift varianty), kromé variant typu
nonsense, jejichz predikce neni zvykem uvadét. Varianty v genu USH24 byly nalezeny u 15
pacientli ze 14 rodin (67 %), v genu MYO7A u 4 pacientd ze 3 rodin (14 %), v genu USHIC u
2 pacientt ze 2 rodin a CDH23 u 3 pacientl z 2 rodin (9,5 % oba). Procentualni zastoupeni
jednotlivych USH gend, u kterych byla nalezena patogenni nebo pravdépodobné patogenni

varianta, je znazornéno v Grafu 4.

mUSH2A ®USHIC =CDH23 ~MYO7A

Graf 4: Zastoupeni jednotlivych USH genii u pacienti s klinickou diagnézou USH.
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2.1. Spektrum a frekvence kauzalnich variant v USH2A
Celkové nejvice variant bylo nalezeno v genu USH2A (Slo o homozygoty nebo sloZzené

heterozygoty), a to 19 variant u 16 pacienti z 15 rodin, z toho 18 variant bylo patogennich
nebo pravdépodobné patogennich (tiida 4 a 5) a jedna varianta byla tfidy 2. Za kauzalni
povazujeme USH2A varianty u 15 pacientll ze 14 rodin. Tyto varianty byly vySetfeny u 30
pfibuznych v riziku a u 22 pacientli bylo potvrzeno bezptiznakové pienaSecstvi varianty na
jedné alele, 8 pribuznych neneslo zddnou variantu. Proporce variant v USH2A4 na celkovém
poctu variant v USH genech je vizualizovdna v Grafu 4 a podil jednotlivych typl variant

nalezenych v USH2A genu je zndzornén v Grafu 5.

. 11864G=>A (p.Trp3955*%) mnonsense
I missense splice-site
® frameshift ECNVs

Graf 5: Spektrum nalezenych patogennich variant v genu USH2A u pacienti s USH2.

Z 18 riiznych kauzalnich variant nalezenych v USH24 genu bylo 9 jiZ popsanych a 9
variant bylo nov€ nalezenych. Nejcastéjsi detekovanou variantou v genu USH24 (i v
celém naSem souboru  pacientl) byla  jiz  popsana  nonsense varianta
NM_206933.4:¢.11864G>A p.(Trp3955*) a to na 10 izolovanych alelaich u 8 rodin (3x
v homozygotni formé a 4x v heterozygotni). Tato varianta byla jiz dfive opakované
identifikovana u pacientli slovanského ptivodu (Bonnet et al., 2016, Zupan et al., 2019) a
proto byva oznacovana jako tzv. ,slovanska™ varianta. Z nov€ nalezenych variant se jednalo
celkem o 4 varianty typu missense, 2 nonsense varianty, 2 delece a 1 sestfihovou variantu.

Velmi zajimavy je nalez u pacienta U13:1I-1 a to dvé dosud nepopsané varianty v exonu 60,
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ob¢ v homozygotnim stavu. Segregacni analyza potvrdila, Ze oba rodice probanda jsou nosici

stejné vzacné alely, aniz by si byli védomi blizkého ptibuzenstvi, jsou v§ak endogamni.

2.2. Spektrum a frekvence kauzalnich variant v MYO7A
V genu MYO7A pro USH typ 1B jsme identifikovali 6 riznych variant u 4 pacientd ze

3 rodin. Krom¢ jedné varianty se jednd v 5 ptipadech o nové popsané mutace. Popsanou
variantou je sestiithova varianta ¢.471-1G>T v intronu 5 nalezena ve slozen¢ heterozygotnim
stavu s nové nalezenou nonsense variantou ¢.4180C>T, p.(GIn1394*) u pacientky s velmi
signifikantnim fenotypem a soucasnym nalezem dvou variant v genu USH2A (obé popsané,
jedna jako tfida 5 a druha tiida 2). Celkové byly v genu MYO74 identifikovany dv¢ sestfihové
varianty, dvé nonsense varianty a dvé missense varianty. U vSech pacienti byla vzdy

pritomna kombinace riiznych typi variant.

2.3. Spektrum a frekvence kauzalnich variant v USHIC
V genu USHIC pro stejnojmenny typ USH1 byly nalezeny 3 kauzélni varianty u dvou

neptfibuznych pacientek. Sestiihovd varianta ¢.496+1G>T p?, kterd byla jiz v literatufe
popsana, byla nalezena u obou pacientek jednou v kombinaci s dosud nepopsanou sestfihovou

variantou ¢.497-2A>C p.? a v druhém ptipadé s nonsense variantou ¢.937C>T p.(GIn313%*).

2.4. Spektrum a frekvence kauzalnich variant v CDH23 a PCDH15

U dvou rodin vnasem souboru byly zachyceny 3 rtizné kauzalni varianty v genu
CDH?23, z toho u jedné zaroven i dvé varianty v genu PCDHI5. U této rodiny se jednd o
kombinaci nonsense a missense varianty v genu CDH23, které dosud nebyly popsany a ob¢
jsou hodnoceny jako tfida 4, a dvou jiz popsanych missense variant v genu PCDHIS5
hodnocenych jako tfida 2-3 resp. 3-4. U druhé rodiny byla potvrzena jiZ popsand kauzalni

missense varianta (ttida 5) v homozygotnim stavu.
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Tab. 18: Seznam nalezenych variant v souboru ¢eskych a slovenskych pacienti s USH a jejich klinicky vyznam.

Rodina Gen Exon / N’ukleotidové A’mi?okyselinové Genotyp Metoda Reference K’linicky
Intron zaména zaména vyznam*
U1:1I-5 USH2A4 Exon 4 c.773 774del p.(Ser259Phefs*63) homozygot S Seyedahmadi et al., 2004 Ttida 5
U12:11-2 USH24 Exon 6 c.949C>A p.(Arg317=) heterozygot NGS Pennings et al., 2004 Ttida 5
U21:1V-3 USH24 Exon 7 c.1256G>T p.(Cys419Phe) heterozygot S Weston et al., 2000 Trida 5
U6:1-2 USH2A4 Exon 10 ¢.1836 1839dup p.(Gly614Tyrfs*6) heterozygot S Dreyer et al., 2008 Ttida 5
U2 USH24 Exon 10 c.1840G>T p-(Gly614*) heterozygot S Nova Ttida 5
U21:1V-3 USH24 Ex10,11 delece ex 10,11 p.? heterozygot MLPA Nova Ttida 4
U10:11-2 USH24 Exon 13 ¢.2209C>T p.(Arg737%) heterozygot NGS Kaiserman et al., 2007 Ttida 5
U12:1I-2 USH24 Exon 13 c.2610C>A p-(Cys870%*) heterozygot NGS Stabej et al., 2012 Ttida 5
U6:1-2 USH24 Exon 28 c.5594A>T p.(Asp1865Val) heterozygot S Nova Ttida 4
ULL:II-1 USH24 Exon 40 c.7524del p-(Arg2509Glyfs*19) heterozygot NGS Bonnet et al., 2011 Ttida 5
Ul1:11-1 USH2A Intron 43 | ¢.8682-9A>G p.? heterozygot NGS Glockle et al., 2014 Ttida 5
US:11-1 USH2A4 Exon 50 c.9788 9808del p-(11e3263 Gly3269del) heterozygot S Nova Ttida 4
Ul13:1I-1 USH2A4 Exon 60 c.11660G>T p-(Trp3887Leu) homozygot NGS Nova Ttida 4
Ul13:1I-1 USH24 Exon 60 c.11699A>T p-(Tyr3900Phe) homozygot NGS Nova Ttida 4
U2,U7-9 heterozygot S ..
U3,U4,U5 | USH2A | Exon61 | c.11864G>A p.(Trp3955+) homozyyggot S van Wijk et al., 2004 Ttida 5
Ul15:11-2 heterozygot NGS
U9:11-1 USH24 Exon 63 ¢.12525G>C p.(Trp4175Cys) heterozygot S Nova Ttida 5
U15:11-2 USH2A Exon 64 c.14074G>A p.(Gly4692Arg) heterozygot NGS Garcia-Garcia et al., 2011 Ttida 2
U10:11-2 USH2A4 Intron 65 | ¢.14343+2T>A p.? heterozygot NGS Nova Ttida 5
U7:11-1 USH24 Exon 67 c.14621C>G p-(Ser4874*) heterozygot S Nova Ttida 4
Ul15:11-2 MYO74 Intron 5 c471-1G>A p.? heterozygot NGS Riazuddin et al., 2008 Ttida 5
Ul4:11-1 MYO74 Exonl4 c.1679A>G p.(Tyr560Cys) heterozygot NGS Nova Ttida 4
Ul6:1I-1,2 | MYO74 Exon 15 c.1771C>T p-(GIn591%) heterozygot NGS Nova Ttida 4
Ul4:11-1 MYO74 Intron 30 | ¢.3924+1G>C p.? heterozygot NGS Nova Ttida 4
U15:11-2 MYO7A4 Exon 32 c.4180C>T p-(GIn1394*) heterozygot NGS Nova Ttida 4
Ule6:1l-1,2 | MYO74 Exon 40 ¢.5497G>C p-(Gly1833Arg) heterozygot NGS Nova Ttida 4
Si;ﬁ:} USHIC Intron 5 c.496+1G>T p.? heterozygot NGS Ebermann et al., 2007 Ttida 5
U17:11-1 USHIC Intron 5 c.497-2A>C p.? heterozygot NGS Nova Ttida 5
U18:1I-1 USHIC Exon 12 c.937C>T p-(GIn313%) heterozygot NGS Nova Ttida 4
Ul19:1II-1: | CDH23 Exon 10 c.871G>A p-(Gly291Arg) homozygot NGS Aparisi et al., 2014 Ttida 5
U20:1I-1,2 | CDH23 Exon 18 c.1888G>T p-(Glu630*) heterozygot NGS Nova Ttida 4
U20:11-1,2 | CDH23 Exon 41 c.5314G>A p-( Asp1772Asn) heterozygot NGS Nova (rs1247269) Ttida 4
U20:1I-1,2 | PCDHI5 | Exon 29 c.3817C>A p-(Argl273Ser) heterozygot NGS Bonnet et al., 2011 Ttida 3,4
U20:11-1,2 | PCDHI15 | Exon 33 ¢.5359C>T p.(Pro1787Ser) heterozygot NGS Stabej et al., 2012 Ttida 2,3
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Tab. 19:

Seznam nalezenych variant typu missense u pacientii s USH a jejich in silico predikce.

Gen Exon | Varianta In silico prediktivni algoritmy
SIFT Poly Mutation | SNPs | PhD- | PROVEAN | PANTHER | EIGEN FATHM
Phen-2 taster &GO | SNP M-MKL
USH24 | Exon | c.5594A>T Deleterious Probably Disease NV DRP | Deleterious Probably Pathogenic | Damaging
28 p-(Asp1865Val) damaging causing damaging
USH24 | Exon | c.12525G>C Deleterious Probably Disease NV DRP | Deleterious Probably Pathogenic | Damaging
63 p-(Trp4175Cys) damaging causing damaging
USH24 | Exon | c.11660G>T Deleterious | Possibly Disease DAV | DRP | Deleterious | Probably Pathogenic | Damaging
60 p-(Trp3887Leu) damaging causing damaging
Exon | c.11699A>T Deleterious Probably Disease DAV | DRP | Deleterious Probably Pathogenic | Damaging
60 p-(Tyr3900Phe) damaging causing damaging
MYO74 | Exon | c.1679A>G Deleterious Probably Disease DAV | DRP | Deleterious DAV Pathogenic | Damaging
14 p.(Tyr560Cys) damaging causing
MYO74 | Exon | ¢.5497G>C Deleterious | Probably Disease DAV | DRP | Deleterious | DAV Pathogenic | Damaging
40 p.(Gly1833Arg) damaging causing
CDH23 | Exon | ¢.5314G>A Deleterious | Probably Disease DAV | DRP | Deleterious | Probably Pathogenic | Damaging
41 p-(Asp1772Asn) damaging causing damaging

NV - Neutral variation, DAV - Disease associated variation, DRP - Disease-related polymorphism

Tab. 20: Nalezené sestiihové varianty u pacienti s USH a jejich in silico predikce.
Gen Varianta Intron Vliv na sestrih In silico prediktivni algoritmy

Mutation taster | MaxEnt | NNSPLICE | HSF EIGEN FATHMM-MKL
USH24 c.14343+2T>A | Intron 65 | Donor splice site Disease causing | -100% -100% -100% | Pathogenic | Damaging
MYO74 | c.3924+1G>C Intron 30 | Donor splice site Disease causing | -100% -100% -100% | Pathogenic | Damaging
USHIC | c497-2A>C Intron 5 Acceptor splice site | Disease causing | -100% -100% -100% | Pathogenic | Damaging
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2.5. Klinické nalezy pacientii s kauzalnimi variantami v USH genech
Segregace patogennich a pravdépodobné patogennich variant korelovala ve vSech

rodinéch s fenotypem. Hlavni klinické ptiznaky pacientd s USH uvadi Tab. 21 a Tab. 22.

Podrobné kazuistiky vétSiny USH rodin s detekovanymi variantami jsou shrnuty
v Pfiloze 5 véetn¢ rodokment, sekvenogramti a patogenity zodpovédnych variant. VSechny
rodokmeny byly vytvofeny pomoci programu HaploPainter, a sekvenogramy pomoci
programu ChromasPro.

Vsem osobam nesoucim patogenni varianty v heterozygotnim stavu bylo nabidnuto
prekoncepéni genetické poradenstvi. Vysledky analyzy byly sdéleny pacientim jejich
indikujicimi 1ékafi. U pacienti s prokazatelné¢ patogennimi variantami byla provedena
genetickd konzultace se sdélenim vysledkli a nabidnutim dovySetfeni rodinnych ptislusnikii
v riziku. Klinickd data pacientd s detekovanymi USH variantami jsou shrnuta v Tab. 21 a

Tab. 22, data pacientli bez nalezenych variant v Tab. 23.

Fenotyp pacientii asociovany s USH2A variantami

Kauzalni varianty ¢i delece genu USH2A byla zjiSténa u 15 pacientd ze 14 rodin. U
vSech pacientli byla potvrzena porucha sluchu rizného stupné, podrobnéjsi klinicka data
ohledné poruchy sluchu jsou dostupna pro 13 pacienti ze 12 rodin.

Dva pacienti z 2 rodin (15,5 %) vykazovali téZkou Casnou senzorineuralni poruchu
sluchu s nastupem pied druhym rokem Zivota, 5 pacientii ze 4 rodin (38,5 %) se jiz narodilo
se stfedné téZkou ztratou sluchu a 6 pacientd z 6 rodin (46 %) trpi mirnou az stfedni
nedoslychavosti zachycenou mezi 3. a 5. rokem (pramér 4,2 roky).

Relevantni klinicka data ohledné poruchy zraku méme k dispozici pro 10 pacientl
z 10 rodin. RP a Seroslepost byla pfitomna u vSech pacientli kromé pacientky U12:11-2, které
byly v dobé vySetieni pouhé 4 roky a pacienta U21:IV-3, v dobé vysetfeni dvouletého.
Vysledek ocniho vySetfeni jeho otce U21:III-5 nemame bohuZel k dispozici. Rozvoj RP byl
pozorovan u pacientd v rozmezi 11 - 30 let (pramér 17,3 let).

Interval mezi nastupem RP a poruchy sluchu byl 8 az 28 let, v priméru kolem 15 let

(14,7). VSechny tyto nalezy jsou piehledné shrnuty v Tab. 21.
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Fenotyp pacientit asociovany s variantami v genech spojenych s USHI

Vsech 9 pacientil ze 7 rodin trpélo tézkou vrozenou senzorineuralni hluchotou.

VSechny 4 pacientky ze tii rodin s prokdzanymi bialelickymi variantami v
genu MYO74 jsou uzivatelkami kochledrniho implantatu od v€ku 1 - 2 let z divodu tézké
vrozené ztraty sluchu a u vSech byla prokazana vestibularni areflexie, ktera vedla k porucham
rovnovahy, opozdéné vertikalizaci a tim k mirnému opozdéni psychomotorického vyvoje
s nastupem chiize v rozmezi 16 - 18 mésict, tedy na horni hranici normy.

Zadny z 5 pacienti ze 4 rodin s variantami v genech USHIC a CDH23 subjektivné
piiznaky poruchy rovnovahy neuvadeél a u tfi vySetfenych jedincii nebyla vestibularni
areflexie piitomna.

Vzhledem k v€kovému slozeni ndmi vySetfenych pacientek s variantami v genu
MYO7A (vSechny mladsi 12 let) se dosud u zddné z nich subjektivné neprojevilo zuzovani
zorné¢ho pole, avSak pfistrojovymi metodami byla potvrzena pocinajici RP u pacientky
UI15:11-2 (ve 4 letech) a U17:1I-1 (ve 12 letech). Obé tyto pacientky také subjektivné uvadéji
Seroslepost. Dvojcata zrodiny U19 dosud nebyla vzhledem k veéku dosud podrobné
oftalmologicky vysetfena a rodi¢e zatim ve véku 3 let pfiznaky poruchy zraku nepozoruji.

Obé& probandky s prokazanymi kauzdlnimi variantami v USHIC byly sledovany na
strabismu a U17:1I-1 nosila od 8 let bryle pro refrakéni vadu. Obtize charakteru RP byly
podrobnym vySetfenim potvrzeny u probandky U18:1I-1 ve vé€ku 25 let a u U17:1I-1 jiz v 16
letech. Probandka U17:1I-1 trpi dale bolestmi hlavy, skoliézou a srde¢ni vadou.

Dvé pacientky ze dvou rodin s CDH23 kauzalnimi variantami trpi kromé tézkeé
vrozené poruchy sluchu také RP, kterd byla u obou shodné potvrzena v 15 letech. U obou se
jednalo o preventivni vySetifeni. Probandka U19:11I-1 zacala vnimat zGzeni zorného pole ve
véku 20 let, 16leta pacientka U20:1I-2 je zatim bez subjektivnich ptfiznaki RP. Na rozdil od
sve sestry aktudlné 18lety proband U20:1I-1 postiZenim sitnice netrpi. RP u néj dosud nebyla
zjiSténa ani pii pe€livém vysetfeni ocniho pozadi pomoci specialni optiky.

Tyto nélezy jsou shrnuty v Tab. 22.
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Tab. 21: Hlavni klinické piiznaky u pacientt s potvrzenymi variantami v genu USH2A.

Pacient | Gen Alela 1 Alela 2 Vék | RP | SS | Porucha sluchu Vestibularni
(vék nastupu v letech, priubéh) | funkce

ULI-5 USH24 ¢.773_774del p.(Ser259Phefs*63) 45 17 + 3, progrese, nyni tézka (90 %) normalni
U2 USH24 | ¢.1840G>T p.(Gly614%) c.11864G>A p.(Trp3955%) 39 NA | NA [ NA NA

U3 USH24 c.11864G>A p.(Trp3955%) 32 NA | NA [ NA NA
U4:1-1 USH24 ¢.11864G>A p.(Trp3955*) 31 30 + 2, t&zka, 80% ztrata normalni
Us:I-1 USH24 ¢.11864G>A p.(Trp3955*) 33 14 + 4, mirna normalni
ve6:1-2 USH24 | ¢.5594A>T (Asp1865Val) c.1836_1839dup p.(Gly614Tyrfs*6) 56 28 + vrozena, tézka normalni
U7:11-1 USH24 | c.11864G>A p.(Trp3955%) ¢.14621C>G p.(Serd4874%) 56 16 + 5, mirna, bilateralné, sluchadla normalni
US:1I-1 USH24 | c.11864G>A p.(Trp3955%) ¢.9788 9808del 19 15 + vrozena, stfedné t€zka, sluchadla | normalni

p.(11e3263 Gly3269del)
U9:1I-1 USH24 | c.11864G>A p.(Trp3955%) ¢.12525G>C p.(Trp4175Cys) 30 14 5, sttedné tézka, progresivni normalni
U10:11-2 USH24 | ¢.14343+2T>A p.? c.2209C>T p.(Arg737%) 35 14 + 4, stredni, progrese do KI v 27 normalni
Ull:1I-1 USH24 | c.8682-9A>G p.? c.7524del p.(Arg2509Glyfs*19) 33 11 + 3, stiedni (72 %), sluchadla normalni
U12:11-2 USH24 | ¢.949C>A p. (Arg317=) ¢.2610C>A p.(Cys870%) 4 - - vrozena, stiedné tézka normalni
Ul13:1I-1 USH2A4 ¢.11660G>T p.(Trp3887Leu) 31 14 + vrozena normalni
c.11699A>T p.(Tyr3900Phe)

U21:1V-3 | USH2A4 | Delece ex 10,11 ¢.1256G>T p.(Cys419Phe) 2 - - vrozena, sttedné tézka normalni
U21:111-5 | USH2A | Delece ex 10,11 ¢.1256G>T p.(Cys419Phe) 38 NA | NA | vrozen4, stfedné tézka NA

+ klinicky znak pfitomen; - klinicky znak nepfitomen, NA - data nejsou k dispozici, ¢isla ve sloupcich prezentuji ve€k nastupu potizi v letech, tuéné nové mutace

Ve&k - v&k pii vysetfeni v letech, RP - retinitis pigmentosa, SS - Seroslepost, v. areflexie - vestibularni areflexie, KI — kochlearni implantat, % = procenta dle Fowlera.
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Tab. 22: Hlavni klinické piiznaky u pacientt s potvrzenymi variantami v USH1 genech.

Pacient Gen Alela 1 Alela 2 Vék RP SS Porucha sluchu Vestibuldrni
(vé€k nastupu v letech, pribéh) | funkce
Ul4:11-1 | MYO74 ¢.1679A>G p.(Tyr560Cys) ¢.3924+1G>C p.? 12 NA + vrozena v. areflexie
UlsII-2 | MYO74 c.471-1G>T p.? ¢.4180C>T p.(GIn1394%) 8 4 + vrozena v. areflexie
USH24 c.11864G>A p.(Trp3955%) c.14074G>A p.(Gly4692Arg)
Ulé6:1I-1 MYO74 ¢.1771C>T p.(GIn591%) ¢.5497G>C p.(Gly1833Arg) 0,75 NA NA | vrozena v. areflexie
Ule:l-2 | MYO74 ¢.1771C>T p.(GIn591%) ¢.5497G>C p.(Gly1833Arg) 0,75 NA NA | vrozend v. areflexie
U17:1I-1 USHIC c.496+1G>T p.? c.497-2A>C p.? 28 26 + vrozena normalni
U18:1I-1 USHIC c.496+1G>T p.? ¢.937C>T p.(GIn313%) 34 25 NA | vrozena NA
Ul19:MI-1 | CDH23 c.871G>A p.(Gly291Arg) 25 15 + vrozena NA
U20:11-1 CDH23 ¢.1888G>T p.(Glu630%) ¢.5314G>A p.(Asp1772Asn) 18 - - vrozena, zjisténa v 9 m normalni
PCDHI15 | c.3817C>A p.(Argl273Ser) ¢.5359C>T p.(Pro1787Ser)
U20:11-2 CDH23 ¢.1888G>T p.(Glu630%) ¢.5314G>A p.(Asp1772Asn) 16 15 + vrozena normalni
PCDHI5 | c.3817C>A p.(Argl273Ser) ¢.5359C>T p.(Pro1787Ser)

+ klinicky znak pfitomen; - klinicky znak neptitomen, NA - data nejsou k dispozici, ¢isla ve sloupcich prezentuji ve€k nastupu potizi v letech, tué¢né nové mutace
VEk - vek pfi vysetteni v letech, RP - retinitis pigmentosa, SS - Seroslepost, v. areflexie - vestibularni areflexie.
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2.6 Klinické nalezy u pacienti bez bialelickych kauzalnich variant v USH

genech
Z 6 pacientt z 6 rodin, u kterych nebyly nalezeny zadné patogenni varianty v genech

spojenych s USH, dva odpovidali fenotypu USHI1, tfi USH2 a u jednoho pacienta nebyla
k dispozici klinickd data. Fenotypy vsech téchto pacientl jsou shrnuty v Tab. 23. U pacienta
U26 zrozsahlé konsangvinni romské rodiny byly na NGS panelu geni detekovany dvé
slozen¢ heterozygotni varianty v jednom z gend pro vrozenou ztratu sluchu a homozygotni
varianty v genu pro Casnou ztratu zraku (dosud nepublikovana data). Pacient je velmi
presvédcivou fenokopii USH1. Analogickou fenokopii pro USH1 je probandka U25 a pro
USH2 probandka U22, u kterych se nam vSak provedenymi vysetfenimi pfic¢inu onemocnéni

prokazat nepodatilo.

Tab. 23: Hlavni klinické priznaky u pacientii s fenotypem USH bez nalezenych variant.

Proband | VEkpii | RP- | Seroslepost | Porucha sluchu Vestibularni
vySetfeni | vék funkce

u22 42 12 + 1,5; progrese, od 6 let prakticka hluchota | normalni
U23 24 1 + 14; stfedni smiSena normalni
U24 44 40 + 30; stiedni s progresi normalni
u25 37 11 - vrozena normalni
U26 19 4 + vrozena normalni
u27 15 NA NA NA NA

+ klinicky znak pfitomen; - klinicky znak nepfitomen, ¢isla ve sloupcich prezentuji vék nastupu potizi v letech, NA - data
nejsou k dispozici.
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V. DISKUZE

Vzhledem ke spoleCenské a medicinské zavaznosti problematiky hluchoslepoty a zejména
jejich nejcastéjSich dédiénych forem - Sticklerova a Usherova syndromu, je zptesnéni jejich
diagnostiky dalezitym ptfinosem k pozndni nejen patogeneze a molekularniho mechanismu
vzniku hluchoslepoty, ale také k definovani role téchto syndromt v etiologii hluchoslepoty
v CR a SR. Stanoveni molekularné genetickych pii¢in Usherova a Sticklerova syndromu ma
krucialni pfinos pro konecné potvrzeni diagndzy pacientl se zavaznou prognozou, pro
odhaleni pfenasecstvi v jejich rodinach a tim celospolecensky vyznam v oblasti genetického
poradenstvi, kde i diky této praci bude mozné za pomoci prenatdlni a preimplantacni

diagnostiky zefektivnit primarni prevenci téchto devastujicich postizeni.

1. Stickleritv syndrom

V této studii jsou prezentovany fenotypy a genotypy pacientil s diagndézou STL

s detekovanymi COL2A41 a COL11A1 variantami z celkem 22 neptibuznych rodin z CR a SR.

1.1. Patogenita nové nalezenych variant v genu COL2A1
Dle databaze HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/, 26.11.2020) bylo dodnes

publikovano vice nez 585 patogennich variant v genu COL2A1, z toho 266 jako pticina STLI1.
Nase studie dale rozsifuje mutacni spektrum o 8 novych zmén.

Z 8 nov¢ identifikovanych zmén jich 5 zasahuje misto sestfihu (ve 4 ptipadech
donorové misto a v jednom ptipad¢ akceptorové misto) a 3 varianty vedou k prfedasnému
vzniku stop kodonu (2 frameshift a nonsense). U dvou neptibuznych rodin jsme nasli dveé
rizné dosud nepopsané sestifihové varianty ve stejné pozici donorového mista sestiihu intronu
12 genu COL2A1 ato NM_001844.4:¢.816+1G>A p.? u rodiny S7 s familiarnim vyskytem a
NM 001844.4:c.816+1del p.? u rodiny S10, kde se vyskytla de novo. Ob¢ tyto zmény velmi
pravdépodobné vedou k aberantnimu sestfihu mRNA pro COL241 a knaruSeni jeho
fyziologické funkce. VétSina pouzitych predikénich programt (6/6 resp. 4/6) hodnoti ob¢
varianty jako patogenni a poskozujici protein (Tab. 12), a maji nulovou frekvenci vyskytu ve
zkoumanych populacnich databazich. Ob¢ varianty segreguji v rodinach s fenotypem. Dle
ACMG hodnoceni se jedna v obou piipadech o patogenni variantu (pathogenic Ia, tfida 5,

kritéria PVSI1, PP1-S, PM2, PM4, PP3, PP4 resp. PVS1, PS2, PM2, PM4, PP3, PP4).
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Donorové misto zasahuje také varianta NM_001844.4:¢.924+1del p.?, a to v intronu
14. Segregacni analyzou nebyla zjiSténa pfitomnost této varianty u matky, otce a bratra
probanda, jedna se proto o de novo variantu s nulovou alelickou frekvenci vyskytu v populaci
kontrol a nebyla dosud popsana v literature ¢i v db HGMD. In silico predikce (Tab. 12) ve 4
programech ze 6 vyhodnotila variantu jako poskozujici, dle klasifikace ACMG se jedna o
patogenni variantu (Pathogenic Ia, tfida 5, kritéria: PVS1, PS2, PM2, PM4, PP3). Z divodu
vyse uvedenych informaci a dle doporuc¢eni ACMG povazujeme tuto variantu za kauzalni pro
vznik STL1 u probanda S12:1I-1.

Posledni z variant interferujicich s funkci donorového mista sestfihu je
NM_001844.4:¢.2679+1G>A p.?, ktera s vysokou pravdépodobnosti ovliviiuje sestiih RNA,
ma nulovou populacni frekvenci a byla vyhodnocena predikénimi programy jako vysoce
rizikova (Tab. 12). Varianta nebyla potvrzena u zdravych rodicii a sestry probandky, jde tedy
o vyskyt de novo. Dle ACMG kritérii (PVS1, PS2, PM2, PM4, PP3, PP4) je hodnocena jako
patogenni (Pathogenic Ia, tfida 5).

Akceptorové misto intronu 18 naruSuje varianta NM_001844.4:¢.1123-2A>G p.?,
kterd velmi pravdépodobné ovliviluje sestfih a/nebo stabilitu mRNA. Varianta segreguje
s onemocnénim v rodin€ (nese ji 1 postizend matka a bratr) a predikéni programy ukazuji
vysokou pravdépodobnost poskozujiciho efektu (viz Tab. 12). Dle dle ACMG Kklasifikace je
varianta hodnocena jako patogenni (Pathogenic Ia, tfida 5, kritéria: PVS1, PS1, PS2, PM2,
PM4, PP3, PP4).

Prvni ze tfi variant vedoucich k vzniku pted¢asného stop kodonu a to mechanismem
posunu Ctectho ramce je de novo vznikld varianta NM_001844.4:c.2342del
p.(Lys781Argfs*7) v exonu 35 genu COL2A41 vedouci k posunu ¢teciho ramce a tim ke
vzniku predCasného terminacniho kodonu. Dle ACMG hodnoceni je varianta patogenni
(Pathogenic Ia, tfida 5, kritéria: PVS1, PS2, PM2, PM4, PP3, PP4), variantu proto
povazujeme za velmi pravdépodobné patogenni.

Druhd  varianta  posunujici  ¢teci ramec, neboli  frameshift varianta,
NM_001844.4:c.3491del p.(Gly1164Valfs*63) v exonu 50 genu COL2A41 ma dle dostupnych
databazi nulovou populacni frekvenci. Dle ACMG kritérii je varianta hodnocena jako
patogenni (Pathogenic Ia, tfida 5, kritéria: PVS1, PP1-S, PM2, PP1, PP3, PP4). Vzhledem k
tomu, Ze v referencni genomové sekvenci se nalézaji tfi po sob¢ jdouci G narusujici rozhrani
exonu-intronu, neni presny efekt detekované varianty ziejmy (G na pozicich ¢.3490 a ¢.3491

jsou prvni dva kodujici nukleotidy v exonu 50, a G na pozici ¢.3490-1 pak tvoii prvni
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nukleotid intronu 49). V disledku detekované varianty dochézi k posunu c¢teciho ramce a k
predcasnému ukonceni translace proteinu: p.(Glyl164Valfs*63). V rdmci posuzovani mozné
patogenity detekované sekvencni varianty jsme dale provedli in silico analyzu pomoci
predikénich programi hodnoticich sesttih, které svéd¢i pro maly vliv varianty na sestfih
mRNA (viz Tab. 13). Segregacni analyza potvrdila variantu u postizené matky probanda.
Vysledky naseho vyzkumu prokdzaly, ze proband je nositelem varianty c.3491del v genu
COL2A1, ktera by mohla zptisobovat jeho kongenitalni kataraktu a patologickou myopii. K
detailni charakterizaci o¢niho nalezu, ktery by mohl podpofit patogenitu varianty v genu
COL2A41, by bylo vhodné o¢ni vySetieni a fotodokumentace, a dovySetieni dal§ich piibuznych
(postizené tety probanda a jejiho syna), které vSak bohuzel nebylo mozné vzhledem k piéani
rodiny. Dal§i moznosti, jak podpofit patogenitu detekované varianty, je funkéni ovéteni
efektu varianty, které by dle dostupné literatury mélo byt mozné ze vzorku Cerstvé krve
(Yaguchi et al., 2011). Dale je doporuceno sledovat probanda a zaméfit se na zhodnoceni
moznych minimélnich projevi STL (napf. bolesti kloubti, artropatie vznikld v ¢asném veku,
skolioza, kyfoza, postizeni sluchu, retruze stiedni ¢asti obliceje, PRS). Na zaklad¢ zjisténych
informaci a pozitivni rodinné anamnézy hodnotime variantu jako kauzélni pro onemocnéni
STL1 u probanda.

Vznik ptfed¢asného stop kodonu pisobi téz varianta NM_001844.4:¢.2566C>T
p.(GIn856*) v exonu 39 genu COL2A1I, kterd se nevyskytuje v populaci kontrol ani v db
HGMD, v db SNP je uvedena pod ¢islem rs1565674604 a v db ClinVar je varianta uvedena
jako patogenni. Jednd se o nonsense variantu, coZ je u tohoto genu znadmy mechanizmus
rozvoje onemocnéni. Dle ACMG Kklasifikace je hodnocena jako patogenni (Pathogenic Ib,
ttida 5, kritéria: PVS1, PM2, PM6). Variantu uzavirame jako velmi pravdépodobné patogenni

a prepokladame dalsi potvrzeni po vySetieni segregace v roding.

1.2. Patogenita nové nalezenych variant v genu COL11A1
Dle databdze HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/, 26.11.2020) bylo dodnes

publikovdno vice nez 99 patogennich variant v genu COLI1A41, ztoho 51 kauzélnich pro
STL2, 13 pro MS, 8 variant pro piechodny fenotyp STL/MS, 7 pro fibrochondorogenezu a 1
pro DFNA37. Nase studie pfidava k tomuto spektru 4 nové varianty, dvé pro fenotyp STL2,
jednu pro STL/MS a jednu pro DFNA37. Z hlediska typu mutace se jedna o jednu variantu
naruSujici sestfih, jednu variantu vedouci k pfed€asnému vzniku termina¢niho kodonu na

podkladé€ posunu ¢teciho ramce a o 2 varianty vedouci k zdmén¢ aminokyseliny.
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Varianta narusujici kanonické akceptorové misto sestiihu intronu 36 genu COLIIA],
NM_080629.2:¢.2845-1G>C p.? vede k poruse sestfihu exonu 37. Vystfizeni exonu 37 by
vedlo k deleci 54 nukleotidl, resp. 18 aminokyselinovych zbytk. Varianta ma nulovou
populac¢ni frekvenci a analyza pomoci predikénich sestfihovych softwarii ji vyhodnotila jako
vysoce rizikovou (Tab. 12). Dle ACMG kritérii (PVSI1, PS2, PS4, PM2, PM4, PP3, PP4) je
varianta hodnocena jako patogenni (Pathogenic la, tfida 5). Mechanismus vystfihnuti jednoho
zexonu genu COLI1AI stypickou délkou 54bp byl jiz diive popsan jako patogenni pro
vysledny protein (Annunen et al., 1999). Z téchto divodi a také vzhledem k presvédcivému
klinickému nalezu u pacienta a odpovidajici segregaci alely v roding, kde se vyskytla de novo,
hodnotime variantu jako velmi pravdépodobné patogenni.

Varianta NM_080629.2:¢.1560del p.(Ile521Serfs*19) v exonu 13 genu COLIIAl
vedouci k posunu ¢teciho ramce, ma nulovou populacni frekvenci a nebyla dosud popsana v
literatute, neni uvedena v db HGMD a ClinVar. Varianta byla prokazana u vSech 6 jedinct
trpicich poruchou sluchu a vyloucena u vSech tii zdravych piibuznych. Dle ACMG kritérii
(PVS1, PP1-S, PM2, PP3) je hodnocena jako patogenni varianta (Pathogenic Ia, tfida 5).
Variantu tedy uzavirdme, zejména vzhledem k pravdépodobnému vzniku pted€asného
termina¢niho kodonu a segregaci s AD postizenim sluchu ve 3 generacich, jako patogenni pro
fenotyp DFNA37.

Zaménu  aminokyseliny  zplsobujici  varianta ~ NM_080629.2:¢.5350A>C
p-(Thr1784Pro) v exonu 67 genu COLI1A41 zasahuje vysoce konzervovanou aminokyselinu
ve funkéni proteinové doméné a ma nulovou populacni frekvenci. Predikénimi softwary je
hodnocena jako zavazna (viz Tab. 11), dle ACMG Kklasifikace jako pravdépodobné patogenni
(Likely pathogenic II, tfida 4, kritéria: PP1-S, PP3, PP4, PM2, PP2). Varianta byla prok4zéna
1 u matky a syna probandky, syniv ocni fenotyp s téZkou myopii odpovidd STL2, avSak
fenotyp matky neni zcela kompletné pfesvédCivy pro onemocnéni STL2, zejména s ohledem
na absenci o¢nich symptomi ve vysokém veéku. Vzhledem k velké fenotypové variabilit¢ STL
obecné neni mozné u matky STL2 jednoznacné vyloucit ¢i potvrdit. Z uvedenych dtvodii
hodnotime tuto variantu jako pravdépodobné patogenni.

Druhd missense varianta NM_080629.2:¢.4180G>C p.(Glu1394GlIn) v exonu 56
genu COLI1A1 se nevyskytuje v populaci zdravych kontrol, neni uvedena v db ClinVar,
HGMD, LOVD, ani v literatuie. /n silico predik¢ni mechanismy ji hodnoti jako majici vliv na
strukturu/funkci proteinu. Segregace v rodiné dosud nemohla byt ovéfena. Na zakladé

dostupnych informaci hodnotime nalezenou variantu dle ACMG klasifikace jako variantu
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pravdépodobné patogenni (Likely pathogenic IV, tiida 4, kritéria: PM2, PM1, PM6), ackoliv
je velmi pravdépodobné, Zze po dokonéeni vysetieni segregace v rodiné¢ bude varianta

pieklasifikovana na patogenni.

1.3. Frekvence a spektrum COL2A1 variant

Celkem 3 varianty jsme identifikovali u ¢lenii 2 raznych neptibuznych rodin. Zatimco
u rodin S3 a S13 se muze jednat o efekt zakladatele a rodiny tedy mohou byt vzdalené
ptibuzné, v obou zbyvajicich pfipadech se jedna o kombinaci vyskytu familiarniho a de novo,
1ze tedy uvazovat spise o efektu hot spot mutace. Existence hot spotti v genu COL2A1 byla po
velmi dlouhou dobu negovana (Nishimura et al., 2005, Richards et al., 2010), ackoliv byly
nckteré mutace nachézeny ve studiich z rtiznych neptibuznych populaci opakovane. Nicméné
recentni metaanalyza (Zhang et al, 2020) shrnujici data 663 nezavislych pacientd
s potvrzenymi variantami v COL2A4 1 ukazuje na vyznamnou kumulaci 4 variant nalezenych u
vice nez 10 pacientli, z nichz jednu, NM_001844.4:c.2710C>T p.(Arg904Cys), jsme coby
jedinou missense variantu v genu COL2A41 nasli u rodiny S1. V uvedené metaanalyze je dale
uvedeno 12 rekurentnich variant vzdy nalezenych u 5 az 10 pacientll, z nichz byla v naSem
souboru prokézana pouze varianta NM_001844.4:¢.1597C>T p.(Arg533*) a to u dvou nasich

rodin s familiarnim vyskytem nevylucujicim efekt zakladatele.

1.4. Korelace genotyp-fenotyp u pacientii s COL2A1 variantami
Fenotypy vétsiny jedincti s COL2A1 variantou odpovidaly publikovanym kritériim pro

STL1 (Rose et al., 2005; Snead, Yates, 1999). Stejné€ jako v jinych studiich, byly i v nasi
studii zaznamendny vyrazné intrafamilidlni rozdily, obzvlast’ v rodiné S4 s mirné postiZenou
matkou a jejimi dvéma téZce postizenymi détmi, a v rodin¢ S13, kde probandka S13:1I-2 m¢la
typicky o¢ni fenotyp asociovan se STL1, s myopii v détstvi a odchlipenim sitnice (RD),
zatimco jeji matka S13:1-2 nevykazovala Zadnou oc¢ni patologii (tzn. Zadnd myopie nebo
vyrazna vitreoretinopatie ve véku 44 let), zatimco u jeji babicky (mutacni status neni znam) se
vyskytlo odchlipeni sitnice pravého oka ve véku 43 let. Tzv. non-okularni fenotyp je velice
neobvykly nalez u pacientl nesoucich mutaci zpusobujici ztratu funkce genu COL2A1 jako
pfi¢inu STL1. Podle naSich znalosti zadny jiny pacient s variantou v COL2A41 genu
neprokazal non-okularni STL fenotyp (Liberfarb et al., 2003, Rose et al., 2005, Hoornaert et
al., 2010, Richards et al., 2010, Nagendran et al., 2012).
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Jediny pacient (S1:II-1) s missense variantou v COL2A1 genu - p.(Arg904Cys), ktera
ma za nasledek substituci argininu za cystein v triple-helikalni doméné, trpél malym vzristem
vyzadujici 1écbu rtstovym hormonem (pivodné 3. percentil, po zavedeni 1écby rastovym
hormonem 50. percentil), zatimco pacienti s variantami zpusobujicimi ztratu funkce proteinu
("loss of function") byli normdlniho vzrlstu (v priméru 46. percentil). Pivodné byly za
pfi¢inu STL1 povazovany pouze mutace majici za ndsledek haploinsuficienci, vétSinou
prostiednictvim posttranskripéniho procesu nonsense-mediated mRNA decay (NMD)
(Richards et al., 2007, Van der Hout et al., 2002), zatimco missense COL2A4I mutace
nez STL (Spranger et al., 1994, Husar-Memmer et al., 2013, Barat-Houari et al., 2016) - viz
Tab. 2 (alelické choroby STL). Nésledné vSak byla zjiSténa vyjimka, kterou jsou nékteré
zamény argininu za cystein v triple-helikalni doméng, které jsou zodpovédné az za 9 % STLI1
(Hoornaert et al., 2006, Husar-Memmer et al., 2013) a vedou k fenotypu zahrnujicimu maly
vzrust, ktery je hlavnim rysem non-STL COL2AI onemocnéni vzniklych na podkladé
missense mutaci COL2A1 (Terhal et al., 2012). Z uvedeného Ize predpokladat, Zze pacienti
s témito vyjimecnymi missense mutacemi vykazuji de facto fenotypovy piekryv mezi STL a
non-STL chorobami spojenymi s patogennimi mutacemi v genu COL2A41, kde nékteré
zamény Arg>Cys zpusobuji STL a jiné Arg>Cys zamény zpusobuji non-STL, ale i u téch,
které zplisobuji STL, je charakteristicky fenotyp malého vzriistu u postiZenych jedinct.

Rodiny S3 a S13, které nesou ob& familiarni variantu NM 001844.4:c.1597C>T
p-(Arg533%*) v nékolika generacich, jsou az piekvapivé fenotypové odlisné. Zatimco v rodiné
S3 je téméf jedinym dominantnim projevem unilateralni amoce sitnice nastavajici na prelomu
druhé a treti dekady provazena sekundarnim glaukomem, kataraktou a oslepnutim na dané
oko, vrodiné¢ S13 matka probandky (S13:1-2) nevykazuje v paté dekadé¢ veéku Zzadné
subjektivni ani objektivni oftalmologické ptiznaky. U jeji matky (jejiz genotyp vSak bohuzel
neni znamy) doSlo k amoci sitnice po operaci ve ¢tvrté dekadé, zatimco u jeji dcery (S13:11-
2), narozené srozStépem patra, doSlo k amoci sitnice jiz v 7 letech, v obou rodinach je
negovana pfitomnost poruchy sluchu. Varianta byla poprvé popsana u tii americkych
nepitibuznych rodin, kde u poloviny probandl byl ptitomen rozstép patra, vSichni zkoumani
jedinci méli myopii a/nebo odchlipeni sitnice, polovina vykazovala poruchu sluchu a u
vetSiny byly prokazany skeletdlni abnormity (Liberfarb et al., 2003), dale byla popsdna u

britské pacientky narozené s rozSt€pem patra trpici pouze mirnou myopii, bez znamek zmén
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na skeletu (Nagendran et al, 2012). Lze tedy fici, ze korelaci této wvarianty s
konkrétnim fenotypem jsme v nasi studii ani v literatufe nepozorovali.

Fenotypy probandl z rodin S15 a S17 nesoucich variantu NM_001844.4:¢.2659C>T
p-(Arg887%*) v exonu 40 genu COL2A1 byly od pocatku velmi podobné. Oba se narodili pod
obrazem PRS a v ¢asném détstvi u nich nastoupila vysoka myopie. U probanda S15:11-1 pfes -
16D ve véku 1 roku a -9D u probandky S17:11-2 véku 1,5 roku. V rodin¢€ S17 se vSak jedné o
familiarni vyskyt, kde matka a bratr probandky krom¢ myopie nemaji zadné dalsi obtize.
V literatuie je popsan 39lety pacient s relativné vysokym skore (17) shrnujicim ptiznaky STL,
avsak bez jejich podrobnéjsi specifikace (Hoornaert et al., 2010).

Varianta NM_001844.4:¢c.2382del p.(Gly795Alafs*86) v exonu 36 genu COL2A1 se
objevila de novo u probanda S2:11-2 s PRS, poruchou sluchu, t€Zkou myopii a amoci sitnice v
6 letech. Stejnou variantu ve familiarni formé nese i1 astenickd 53letd probandka S5:II-1 s
tézkou myopii na obou ocich, strabismem a gotickym patrem a jeji syn s tézkou myopii a
odchlipenim sitnice na levém oku, pectus carinatum a bolestivymi hypermobilnimi klouby.
Varianta byla poprvé popsdna ve vySe zminéné souhrnné studii 100 pacientii se STL a to u
dvou pacientt ve véku 5 a 41 let s relativné niz§im fenotypovym skore (10 a 12) (Hoornaert et

al., 2010).

1.5. Korelace genotyp-fenotyp u pacientii s COL11A41 variantami
V této studii jsme identifikovali pomoci metody NGS dvé nové protein zkracujici

varianty ¢.2845-1G>C (rodina S19) a c.1560del (rodina S21) a dv€ missense varianty
c.5350A>C (rodina S20) a ¢.4180G>C (rodina S22) v genu COLII1AI. Klinické nalezy u
nasich pacientli s COLI1A41 variantami byly extrémné variabilni. Heterozygotni varianty se
ztratou funkce COLI11A41 genu byly recentné popsany jako vzacna pticina nesyndromové AD
ztraty sluchu. Casna ztrata sluchu byla poprvé zaznamenana u dvou pacientil heterozygotnich
pro dv& rizné protein zkracujici varianty v COLI1AI genu, jejichZz potomci trpéli AR
fibrochondrogenezi typu I (Tompson et al., 2010). Pozdéji se také u velké rodiny s vice nez 22
postizenymi Eleny prokazalo, Ze sestfihové heterozygotni varianty v COLI1A41 genu mohou
také zplisobit mirnou az stiedné t€Zkou AD nesyndromovou ztratu sluchu - DFNA37 (Booth
et al., 2019). Podobn¢ jako u téchto pozorovani, i v nasi studii se vyskytla mirna az sttedni
porucha sluchu u postizenych jedinct ze dvou rodin S21 a S22, u kterych jsme metodou NGS
detekovali doposud nepopsanou patogenni variantu c¢.1560del (rodina S21) a pravdépodobné

patogenni variantu ¢.4180G>C (rodina S22) v genu COLI1A41.
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Jediny pacient S19:1I-2 se sestfihovou variantou ¢.2845-1G>C v COL11A41 genu mél
negativni rodinnou anamnézu z hlediska STL symptomt. Tézké zrakové postizeni zahrnujici
vrozeny glaukom a kataraktu s opakovanymi luxacemi ¢ocky do sklivce a odchlipeni sitnice u
n¢ho vedlo az k enukleaci pravého oka ve véku 8 let. Fenotypove u néj dominuje exopthalmos
a deformita patete tvorici gibbus. Je t€Z zjevna hypermobilita kloubni a plochonozi. Zatimco
jeho o¢ni fenotyp a nékteré dysmorfické rysy (maly vzrist, platyspondylie, fidké vlasy,
dlouhé¢ philtrum a nizko posazené usi) svéd¢i spiSe pro MS, absence typickych ryst pro MS
(zejména ztluSténi lebky a nitrolebni kalcifikace) naznacovala, Ze pacient spada do spektra
s prekryvajicim se fenotypem MS/STL syndromu. Guo et al. (2017) popsali podobny ptipad
divky s prekryvajicim se fenotypem MS a STL2, u které byla nalezena sestfihova varianta
c.2808+1G>C. Pacient ma téZ intelektovou nedostatecnost a podobné jako jeho bratr ma
diagnostikovanou poruchu autistického spektra, které jsou (podle zjisténi na jiném pracovisti)
dasledkem syndromu fragilniho X, kde jejich matka je nosi¢kou této choroby vyvolané
expanzi trinukleotidi v genu FMRI na chromozomu X. Tento soub¢h vyskytu dvou
syndromt ptisobil zna¢né diagnostické rozpaky. STL2 1 MS jsou charakterizovany poruchou
pojivové tkané v disledku abnormalni syntézy kolagenu typu XI. Kolagen XI se nachézi
v hyalinni chrupavce, sklivci, intervertebralnich discich a ve vnitinim uchu, coz vysvétluje,
pro€ se jedna o multisystémové postizeni. Jako fenotypové rozdily mezi obéma syndromy se
u MS uvadéji maly vzrist, sedlovity kofen nosu, ¢asny nastup poruchy sluchu a vyraznéjsi
hypoplazie maxily, kdezto u STL2 jsou ristové odchylky s vékem méné vyrazné (Imamoglu
et al.,, 2016). V minulosti byly MS a STL2 povazovany za dv€ riznd onemocnéni
s podobnymi fenotypovymi projevy. Dnes, vzhledem k objevu patogennich variant ve stejném
lokusu COL11A41 pro oba syndromy, je potfebné zvazit, jestli je potfebné tyto dva syndromy
striktné oddélovat.

U pacientky S20:1I-2 s velkou $kalou riznych obtiZi (myopie, odchlipeni sitnice,
porucha sluchu, artropatie, artr6za) byla nalezena dosud nepopsand missense varianta
¢.5350A>C p.(Thr1784Pro) asociovana, jak u probandky tak i u pfibuznych, s poruchou zraku
a sluchu, a také s kloubnimi potiZemi. Jeji syn, rovnéZ nositel stejné varianty, nemél kromé
myopie zadné dalsi potize s klouby ani poruchou sluchu, zatimco jeji matka trpéla poruchou
sluchu a riznymi kloubnimi obtizemi, avSak do vysokého véku u ni nebyla prokazana zadna
oc¢ni patologie.

U pacienta S21:IV-6 s myopii a poruchou sluchu byla nalezena nepopsané varianta

c.1560del, kterd byla detekovana u dalSich 5 postizenych c¢lenli rodiny a tim segregovala
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s onemocnénim. V rodinné anamnéze vSak nebyl kromé poruchy sluchu zaznamenan vyskyt
o¢nich abnormalit (kromé& jednoho pifibuzného s mirnou myopii, coz je ale bézna refrakcni
chyba). Prestoze subklinicky fenotyp, jako je velmi mirna vitreopatie, nelze vyloucit, je
potiebné doplnit dals$i nezbytné klinické udaje o této rodiné, které by potvrdily asociaci
nalezené varianty se ztratou funkce v COLI1A41 genu s AD nesyndromovou ztratou sluchu.

U probandky S22:1I-2 bez ndpadné;jsi facialni stigmatizace byla prvnim diagnostickym
piiznakem senzorineuralni porucha sluchu v pfedskolnim véku, ktera se vyskytovala také u
dalsich piibuznych, a kromé této vady trpéla dale stfedn¢ vysokou myopii. Byla u ni
detekovana pravdépodobné patogenni varianta typu missense ¢.4180G>C v genu COLI1A1 a
probandka vykazovala pomérné¢ mirny fenotyp potizi. Dédi¢ny plvod varianty nebylo
doposud mozné ovéfit. Nicméné, tento piipad dokazuje, ze patogenni varianty typu missense
v COLI1A1 genu jsou zodpovédné jak za mirny fenotyp, tak za zdvazny fenotyp asociovany

se STL (viz proband S19:11-2).

Doposud publikované vysledky s ndlezem kauzélnich variant v COLI14I genu
asociovanych klinicky se STL se vzdjemné lisi. Napiiklad ve studii Annunena a spol.
(Annunen et al., 1999) vykazovali pacienti s COL11A1 variantami méné zavazné o¢ni nalezy,
nez pacienti s patogennimi variantami v genu COL2A1, kde téméf vSichni pacienti s COL2A1
variantami m¢li vitreoretindlni degeneraci a amoci sitnice. Autofi studie také zjistili, ze
kraniofacidlni abnormality jsou béZné v piipadech s kauzalnimi variantami v COLIIAI. Ve
studii z roku 2004 (Poulson et al., 2004) bylo zjisténo, ze 42 % pacientt s COLI1Al
variantami bylo skutecné s vysokym rizikem odchlipeni sitnice a az 80 % pacientl mélo
urcity stupenn senzorineuralni ztraty sluchu. NaSe ndlezy také potvrzuji variabilitu exprese
onemocnéni. Nicméné, dle vysledkl studie Annunen et al. (1999) a vysledkd nasi studie je
ziejmé, Ze pacienti se STL2 maji Castéji stiedné tézké az tézké poSkozeni sluchu, které je
obvykle vrozené nebo diagnostikované v détstvi, zatimco u pacientd se STL1 muze byt

A2

postiZeni v naSem souboru nesl pravé pacient s variantou v genu COL11A1.

1.6. Zachytnost kauzalnich variant podle jednotlivych priznaki
Do studie bylo zahrnuto celkem 12 pacientti s PRS a u 9 z nich (75 %) byla zachycena

kauzalni varianta, z toho u 8 v genu COL247 au 1 v genu COLI11A41. Z toho u 7 pacientii byla

zéaroven pfitomna tézkéa ¢asnd myopie (kauzalni varianta potvrzena u 6, tedy 86 %, z nich), u 4
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lehka myopie (75 % potvrzenych) a u 1 pacienta s PRS se vdal§im Zivot¢ myopie
nerozvinula.

Ze 45 pacientii mélo 24 té¢zkou myopii (92 % z nich mélo potvrzené kauzalni varianty
v STL genech), 15 lehkou az sttedni myopii (80 % mélo STL variantu) a 6 pacientli myopii
netrpélo (u 67 % byly prokdzany varianty STL gend). Ze 14 pacient, ktefi prod¢lali
odchlipenti sitnice alesponl na jednom oku, mélo 11 zachycenou variantu v genu COL2A41 a 2
pacienti v genu COLI1A1, celkovd zachytnost tedy byla 93 %. U pacientl s potvrzenou
variantou v STL genech nastala amoce sitnice v primérném véku 14,7 roku (rozmezi 6 - 44
let). U pacientky bez nalezené varianty prob¢hlo odchlipeni sitnice v 8 letech.

Typicky vzhled obliceje s plochym profilem byl popisovéan u 25 pacientt a z toho u 22
(88 %) byly potvrzeny varianty v STL genech.

U 23 pacientli byla v prib¢hu Zivota zjisténa porucha sluchu a u 19 (82 %) z nich byly
nalezeny varianty ve STL genech. Porucha sluchu byla u téchto pacientl zjisténa v pruméru
ve véku 15,5 roku s rozmezim od 5 do 50 let.

Z uvedené statistiky vyplyva, ze ptfiznakem s nejvyssi zachytnosti je odchlipeni sitnice
a t¢zké myopie, které nasleduje porucha sluchu (nejdiive v casném Skolnim véku). Odchlipeni
sitnice 1 porucha sluchu jsou ptiznaky dominujici druhé dekad¢ zivota. Pro Casny zachyt
onemocnéni je tedy velmi dulezitym ptiznakem vrozena PRS a rozvoj té¢zké myopie béhem

prvnich dvou let Zivota. Nejspecifictéjsi je samoziejme kombinace obou symptomii.

1.7. NavrZena indika¢ni kritéria pro vySetieni STL v CR
Na zaklad¢ pozorovani shrnutych v ptfedchozi podkapitole a rozsahlé reserSe literatury

jsme vypracovali nize uvedena vlastni doporuceni.
Doporuceni jsme recentné publikovali v Casopise Otorinolaryngologie a foniatrie
(Copikova et al, 2021).

Ke genetickému vySetieni pro STL je vhodné odeslat tyto pacienty:
a) vSechny pacienty s Pierre-Robinovou sekvenci

b) vSechny kojence a predskolaky s vysokou myopii (-6.0 D a vyse)
c¢) vSechny déti a mladé dospélé s rupturou sitnice

d) pacienty, kteti maji alespon 2 z nésledujicich ptiznaka

- rozStép patra
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- porucha sluchu - vSechny typy (po vylouceni souvislosti s rozStépem patra)
- té¢zk& myopie

- kloubni hypermobilita

- spondyloepifyzarni dysplazie

- pred¢asna degenerace kloubti (TEP pted 30. rokem)

- plochy profil obliceje, ustupujici brada, prominujici oc¢i

- ruptura sitnice (i traumatickad, ¢i v dosp€lém veéku)

- pozitivni rodinnd anamnéza pro kterykoliv z uvedenych ptiznakt
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2. Ushertv syndrom
USH jsme potvrdili u 24 pacientii z 21 rodin. Na 48 alelach bylo nalezeno 33 rtiznych

variant v genech pro USH, z toho ve tficeti pfipadech se jednalo o varianty patogenni Ci
pravdépodobné patogenni a ve tfech pfipadech o varianty nejasného vyznamu. Mutacni
spektrum genii asociovanych s USH jsme rozsifili celkem o 18 novych variant, z toho 9 bylo
v genu USH2A, 5 variant v genu MYO7A, 2 varianty v genu USHIC a 2 varianty v genu
CDH?23. Klinicka distribuce jednotlivych typt v nasi kohorté pacientt je 23 % pro USH1, 67
% pro USH2, a 10 % ptipadl pfedstavuje atypicky USH. Ani v jedné rodiné jsme neprokazali
vzacny typ USH3. Z uvedeného vyplyva, ze typ USH2 je nejcastéjsim typem v eské populaci
spolu s nejcastéjSim kauzalnim genem USHZ2A, u kterého jsme detekovali kauzalni varianty
celkem u 14 rodin. Tato pozorovani jsou konzistentni s rozsdhlou studii zahrnujici 427
pacientli evropského ptivodu s diagnézou USH, kde 60,4 % pacientii mélo USH2, z toho 91,5
% meélo kauzalni varianty v genu USH2A4 (Bonnet et al., 2016). Kauzalni varianty se ndm
podafilo najit u 21 z 27 rodin (78 %), kdy v literatufe je uvadén zachyt 57 — 79,3 % (Le
Quesne Stabej et al., Bonnet et al., 2011, Bonnet et al., 2016, Dreyer et al., 2008), coz svédci

o pravdépodobné existenci dalSich gentl, jejichz poruchy jsou kauzalni pro USH.

2.1. Patogenita nové nalezenych variant v genu USH2A
Dle databaze HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/, 26.11.2020) bylo doposud

publikovano 1487 variant v genu USH24, ztoho 1182 kauzalnich, a z nich je 627 s dobie
charakterizovanym fenotypem USH2. Tato prace dale rozSifuje mutacni spektrum o 9 novych
zmén, znichz 5 bylo predikovano jako meénici délku proteinu (a to dvé delece rtzného
rozsahu, dv€ nonsense varianty a jedna varianta narusSujici sesttih) a 4 byly typu missense.
Nové nalezena delece exoni 10 a 11 genu USH2A4 v rodiné U21 vykazuje z
genetického hlediska velmi zajimavy pseudoautozomdlni pfenos mezi otcem a synem, kdy
otec i syn maji stejny genotyp - kombinaci mutace a delece v pozici trans z divodu nosicstvi
této nove detekované delece 1 u matky probanda, pfi¢emz nalez nelze vysvétlit dohledatelnou
konsangvinitou nebo endogamii rodi¢t, ktefi pochazeji zriznych zemi Evropy (CR a
Nizozemi), bez jakékoliv informace o cizokrajném pluvodu nékterého z jejich predku.
Varianta neni pfitomna v zadné z referen¢nich databazi a ACMG klasifikace ji hodnoti jako
patogenni (Pathogenic la, tfida 5, kritéria: PVS1, PP1-S, PM2, PM3). Frekvence vyskytu
deleci/duplikaci v USH2A genu je dle literarnich zdrojii dodnes nejasna. Studie zamétend na

dohledani druhé, bézné Sangerovym sekvenovanim nezachytitelné, odchylky u 49 pacientt
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s monoalelickou patogenni variantou v USH2A genu a pfesvéd¢ivym fenotypem potvrzujicim
USH2 (Steele-Stallard et al., 2013) detekovala deleci jednoho ¢i vice exonti u 5 rodin (10 %
z vySetfovanych alel), duplikaci u 1 rodiny (2 %) a hlubokou intronovou variantu c¢.7595-
2144A>G u 3 rodin (6 %). Varianta c.7595-2144A>G byla u vSech nasSich pacientll vylouc¢ena
a delece exont 10 a 11 byla jedinou variantou poctu kopii zachycenou v nasem souboru
tvofici 2 % vSech kauzélnich alel.

Druhou delecni variantou je inframe delece 21 nukleotidii v exonu 50 genu USH2A4
NM 206933.4:¢.9788 9808del p.(11e3263_Gly3269del), ktera nebyla dosud v souvislosti s
vyskytem USH2 popsana, ackoliv je uvedena v db SNP pod ¢islem rs1246009294 (bez blizsi
specifikace fenotypu) a je uvedena v db gnomAD obsahujici data od vice nez 251 000
jedincii, kde byla nalezena pouze u jednoho clovéka latinsko-amerického plvodu v
heterozygotnim stavu, neni uvedena v db HGMD ani LOVD. Hodnoceni dle ACMG
klasifikace je patogenni (Pathogenic Illa, tfida 5, kritéria: PS4, PM2, PM3, PM4). Varianta
byla nalezena u naseho pacienta US:II-1 s piesvéd¢ivym USH2 fenotypem v kombinaci s jiz
opakovan¢ popsanou patogenni tzv. ,slovanskou® variantou NM 206933.4:c.11864G>A
(p.Trp3955%).

Prvni z nové popsanych nonsense variant je NM_206933.4:¢.1840G>T p.(Gly614*) v
exonu 10, nachazejici se u rodiny U2 v pozici trans s patogenni tzv. ,,slovanskou‘ variantou.
Nebyla dosud popséna v literatufe, neni ani uvedena v db ClinVar, HGMD ani LOVD a ma
nulovou populacni frekvenci. Dle ACMG kritérii (PS4, PM2, PM3, PVS1) je klasifikovana
jako patogenni (Pathogenic Ia, tfida 5).

Druh4d  varianta ~ ménici  aminokyselinu na  pfedCasny stop  kodon
NM_206933.4:¢.14621C>G p.(Ser4874*) v exonu 67 neni uvedena v db HGMD, LOVD,
ClinVar a nema ani uvedenou frekvenci, je hodnocena dle ACMG klasifikace jako patogenni
(Pathogenic Ia, tfida 5, kritéria: PVS1, PM2, PM3). Nachazi se ve funk¢ni proteinové doméné
fibronectin type-III. VySetfeni rodiny potvrdilo pozici trans s nejcastéjsi variantou nalezenou
v souboru, jiz popsanou patogenni ,slovanskou* variantou NM 206933.4:c.11864G>A
(p-Trp3955%).

Sestfihova varianta NM_206933.4:¢.14343+2T>A p.? v intronu 65 neni uvedena v db
HGMD ani LOVD, ve stejné pozici vSak byla publikovana jako patogenni jind zdmeéna
c.14343+2T>C (Vistinsalo et al., 2012). Varianta je hodnocena predikénimi softwary jako
vysoce rizikova (viz Tab. 20) a dle ACMG kritérii (PVS1, PS1, PM2, PM3) je hodnocena

jako patogenni (Pathogenic Ia, tfida 5). U probandky se nachézi v pozici trans s jiz opakované
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popsanou patogenni variantou. Vzhledem k naruseni donorového mista sestfihu, nulové
populaéni frekvenci a segregaci v rodin€ povazujeme variantu za patogenni.

Ze 4 missense variant se dveé vyskytly ve fazi trans s jiz popsanou kauzalni variantou,
zatimco druhé dvé zasahuji stejny exon a byly nalezeny ob¢ v homozygotni formé u jednoho
probanda, jedna se tedy o extrémn¢ vzacnou slozenou homozygozitu.

Prvni missense varianta NM_206933.4:¢.5594A>T p.(Asp1865Val) se nachéazi v
misté¢ stifedné konzervovaného nukleotidu a slabé konzervované aminokyseliny. Mezi
kyselinou asparagovou a valinem je velka fyzikalné-chemicka odlisnost (Grantham skore 152,
pfi¢emz rozmezi je 0-215), varianta je pfitomna ve funk¢ni laminin G-like 2 doméné. Dle
dostupnych predikénich programt je tato varianta hodnocena jako patogenni (Tab. 19), coz
podporuje také nulova frekvence vyskytu celosvétove i v evropské populaci. Varianta neni
také uvedena ani v db ClinVar, HGMD a LOVD, dle ACMG Kklasifikace je hodnocena jako
pravdépodobné patogenni (Likely pathogenic IV, tfida 4, kritéria: PM2, PM3, PP1-M, PP2,
PP3). Predikéni sestiihové softwary MaxEnt, NNSPLICE ani HSF nepiedpokladaji zménu
sestfthového mista zplisobenou nalezenou variantou. Vzhledem k fenotypovym projevim a
vyskytu AR dédi¢nosti je pravdépodobné, Ze tato varianta je patogenni.

Druha varianta zpusobujici zaménu aminokyseliny NM 206933.4:¢.12525G>C
p-(Trp4175Cys) v exonu 63 neni uvedena v referencnich databazich a ma nulovou frekvenci
vyskytu. Pravdépodobné patogenité¢ nahrdva i pozice varianty - nachdzi se v misté vysoce
konzervovaného nukleotidu a vysoce konzervované aminokyseliny. Mezi aminokyselinami
tryptofanem a cysteinem je velkd fyzikalné-chemicka odliSnost, varianta je pfitomna v
proteinové domén¢ fibronectin type-III. Segregacni analyza potvrdila pozici trans s tzv.
»slovanskou® variantou. Predikénimi softwary je tato varianta hodnocena jako patogenni
(Tab. 19). Dle ACMG kritérii (PS4, PM1, PM2, PM3, PP1) je hodnocena jako patogenni
(Pathogenic Illa, tida 5).

Posledni dvé missense varianty NM_ 206933.4:¢.11660G>T p.(Trp3887Leu) a
NM 206933.4:¢.11699A>T p.(Tyr3900Phe) se ob¢ nachazeji v homozygotnim stavu,
v exonu 60 u jednoho pacienta. Varianty nebyly doposud popsané v literatufe a nejsou ani
uvedeny v db HGMD a LOVD, nachézeji se ale 1x v db ClinVar, kde jsou hodnoceny jako
patogenni. Nemaji uvedenu frekvenci vyskytu a jednd se tedy o vzacné varianty. Vzhledem k
tomu, Ze vSechny nalezené sekvencni zmény veetné polymorfisml byly u pacienta nalezeny v
homozygotnim stavu, provedli jsme také vySetfeni rozsahlych deleci metodou MLPA.

Intragenové delece nebyly detekovany. Dale jsme provedli DNA vySetfeni obou rodict

129



probanda k vylouceni mozné uniparentalni disomie, kterd nebyla potvrzena. Oba rodice jsou
heterozygoti pro obé nalezené varianty. U sekvencni zmény ¢.11660G>T dochazi k zaméné
vysoce konzervované aminokyseliny tryptofan za leucin a je lokalizovana v proteinové
doméné fibronectin type-IIl. Podle predik¢nich programii a dle ACMG kritérii (PS4, PM2,
PP1-M, PM1, PM5) je varianta hodnocena jako pravdépodobné patogenni (Pathogenic Illa,
tiida 4). U druhé sekvenéni zmény c.11699A>T p.(Tyr3900Phe) dochazi k zaméné vysoce
konzervované aminokyseliny tyrosin za fenylalanin. Podle predikénich programi a dle
ACMG Kklasifikace je varianta hodnocena jako pravdépodobné patogenni (Likely pathogenic
I1, téida 4, kritéria: PS4, PM2, PP3). V. db HGMD je uvedena jina varianta ve stejném kodonu
NM 206933.4:c.11698T>G p.(Tyr3900Asp) hodnocend jako kauzalni pro USH2. V ptipadé
této varianty je tedy mozZné, Ze by mohla byt skute¢né pticinou USH u probanda, protoZe
dojde-li k zaméné tyrosinu za fenylalanin, jde o aminokyselinu s podobnou strukturou, a to by
vysvétlilo mirnéjsi projevy USH u probanda. K jednoznacnému rozhodnuti o patogenité
variant, které jsou pfitomné v homozygotni formé, by mohlo pfispét molekularné genetické
vySetfeni genu USH2A u bratrQi probanda. Pokud by také varianty v homozygotnim stavu
nesli a projevy onemocnéni u nich nejsou, nejedna se o pficinu USH, pokud by nesli varianty
pouze v heterozygotnim stavu nebo je neméli, dalo by se uréit pravdépodobnou miru
patogenity. U obou variant predikéni programy ne zcela jednozna¢né hodnoti miru patogenity.
Spise se pfiklanime ke kauzalité varianty c¢.11699A>T, protoze velmi podobna varianta jiz
byla v minulosti u pacienta s USH popséna, pfesto ACMG hodnoceni ukazuje na vyssi

patogenitu varianty c.11660G>T.

2.2. Patogenita nové nalezenych variant v genu MYO7A
V genu MYO7A4 bylo k dnesnimu dni v databdzi HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/,

26.11.2020) zvetejnéno 599 pravdépodobné patogennich variant, ztoho 536 kauzélnich,
pficemZ u 218 z nich byl dobie charakterizovan fenotyp USHI1B. Tato prace déle rozSifuje
mutacni spektrum o 5 novych zmén, a to o 3 varianty ménici délku proteinu (dvé nonsense
varianty a jednu sestfihovou) a dvé varianty typu missense. Obé missense varianty byly vzdy

ve f4zi trans s variantou interferujici s délkou proteinu.

Nonsense varianta NM_000260.4:¢.1771C>T p.(GInS91*) vede k pied¢asnému
vzniku termina¢niho kodonu a tim k pied¢asnému ukonceni syntézy proteinu a nema
uvedenou zadnou frekvenci v populacnich databazich. Segrega¢ni analyza potvrdila fazi trans

s missense variantou u dvou sourozencl - devitimési¢nich monozygotnich dvojcat - s tézkou
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vrozenou poruchou sluchu. Varianta se nenachdzi v zadné z referencnich db a podle ACMG
kritérii (PVS1, PP1-S, PM2) je hodnocena jako patogenni (Pathogenic Ia, tfida 5).

Druhou nonsense variantu NM_000260.4:¢.4180C>T p.(GIn1394*) nachazejici se
Vv pozici trans s jiz popsanou sestiihovou mutaci u divky s presvéd¢ivym USH1B fenotypem
(vrozend porucha sluchu, vestibularni areflexie, pocinajici retinopatie na OCT) jsme jiz
publikovali v nasem c¢lanku (Kremlikovéa Pourova et al., 2018). Varianta nebyla dfive popsana
a m¢la nulovou alelickou frekvenci v dostupnych db. Avsak v jejim okoli se nachazi obdobné
mutace p.(Argl373*) a p.(Trp1431%*), které byly publikovany jako patogenni pro USHI1 (Jaijo
et al., 2006 a Le Quesne Stabej et al., 2012). Tato varianta je vedena v db SNP pod cislem
rs1235286507, neni uvedena v db ClinVar, HGMD a ani LOVD a ma nulovou frekvenci
vyskytu v evropské populaci. ACMG klasifikace ji zhodnotila jako patogenni (Pathogenic Ia,
ttida 5, kritéria: PVS1, PS4, PP4, PM2).

Varianta NM_000260.3:¢.3924+1G>C p.? v donorovém sestiihovém misté intronu 30
nebyla podle nasich informaci dosud publikovana a neni uvedena v referenc¢ni db ani v db
HGMD a LOVD. Varianta se nachazi v donorovém sestfihovém misté invariantniho +1
nukleotidu a s vysokou pravdépodobnosti ovlivituje sestiih mRNA, coZ podporuje 1 analyza
predikénimi sestfihovymi softwary (Tab. 20), které predikuji ztratu sestfihového mista. Cilené
genetické vySetfeni u rodinnych piislusnikti potvrdilo pozici trans s rovnéz nové popsanou
missense variantou. Dle ACMG kritérii (PVS1, PM2, PP4) je varianta hodnocena jako
patogenni (Pathogenic Ic, tfida 5).

Missense varianta NM_000260.3:¢.1679A>G p.(Tyr560Cys) v exonu 14 se nachézi
v pozici trans svySe zminénou pravdépodobné patogenni sestfihovou variantou
NM _000260.3:¢.3924+1G>C p.?, neni uvedena v referencnich databazich a nachdzi se v
misté vysoce konzervovaného nukleotidu a vysoce konzervované aminokyseliny ve funkéni
proteinové doméné myosinu VIIA. Mezi tyrosinem a cysteinem je vyrazna fyzikalné-
chemické odlisnost. K patogenité se kromé¢ vySe uvedenych fakti piiklani také hodnoceni
predikénimi softwary (napf. PolyPhen: probably damaging, SIFT: deleterious, Mutation
Taster: disease causing, dale Tab. 19) a také nulova popula¢ni frekvence. ACMG hodnoceni
varianty je pravdépodobné patogenni (Likely pathogenic IV, tfida 4, kritéria: PM1, PP3, PM2,
PM3).

Druhd missense varianta NM_000260.4:¢.5497G>C p.(Gly1833Arg) v exonu 40
nebyla dosud publikovéna v zadné z databazi HGMD, ClinVar a LOVD a nachazi se v pozici
trans s nonsense variantou NM 000260.4:c.1771C>T p.(GIn591%*) u monozygotnich dvojcat
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se segregujicim fenotypem. Varianta ¢.5497G>C ma uvedeno v db SNP ¢islo rs1367496020
a ma témét nulovou frekvenci vyskytu. Nachdzi se v mist¢ vysoce konzervovaného
nukleotidu a vysoce konzervované aminokyseliny, v proteinové domén¢ MyTH4. Mezi
glycinem a argininem je mirna fyzikalné-chemickd odliSnost (Grantham skére 125 z rozmezi
0-215). Predik¢nimi softwary je hodnocena jako patogenni (Tab. 19). Vzhledem k lokalizaci
varianty blizko sestfihového mista je mozny vliv na sestfih, avSak predikénimi programy je
stanoven jako minimalni (MaxEnt: 0,0 %, NNSPLICE: -4,6 %, HSF: 0,0 %). Dle ACMG
kritérii (PP1-S, PM2, PP3, PP4) je hodnocena jako pravdépodobné patogenni (Likely
pathogenic 1II, tfida 4), avSak pokud pfidame kritérium PM3, tedy pozici trans s patogenni
variantou, hodnoceni se zméni na patogenni (Pathogenic IIIb, tfida 5). Vzhledem k segregaci
s fenotypem USH1B odpovidajicim véku u obou dvojcat, predikcim a nizkym populaénim

frekvencim hodnotime i tuto variantu jako patogenni.

2.3. Patogenita nové nalezenych variant v genu USHIC
V genu USHIC je aktudlné zndmo a v db HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/,

26.11.2020) uvedeno 59 pravdépodobné patogennich variant, z toho je 44 hodnocenych jako
kauzalni a pouze u 17 znich je charakterizovan fenotyp USHI1. Tato prace dale rozsifuje
mutacéni spektrum o dal$i 2 nové varianty ménici délku proteinu, a to jednu nonsense a jednu
sestfihovou. Kazd4 z nich byla nalezena u jednoho pacienta v pozici trans s jizZ popsanou
sestfthovou variantou ¢.496+1G>T p.?. Nalez varianty ¢.496+1G>T v genu USHIC u dvou
nepfibuznych pacientek (potvrzeno haplotypovou analyzou) je vsouladu se studii
popisujicich tuto variantu jako hot spot (Stabej et al., 2012).

Varianta NM_153676.3:¢.497-2A>T p.? méni akceptorové kanonické misto sestfihu
intronu 5 genu USHIC a mé tak znacny vliv na pofadi aminokyselin a délku kodovaného
proteinu harmoninu. Tomu nasvédcuje 1 analyza pomoci predikénich sestfihovych softwart,
které¢ vyhodnotily tuto variantu jako vysoce rizikovou (Tab. 20), dle ACMG kritérii (PVSI,
PM2, PM3, PS1, PP3) je hodnocena jako patogenni (Pathogenic la, tfida 5). Tato varianta
neni uvedena v db gnomAD ani v EXAC. Ve stejném misté byla ale popsana jako patogenni
varianta ¢.497-2del (Rizel et al., 2011). Vzhledem k nulové populacni frekvenci, pozici trans
s jiz popsanou patogenni variantou, pii korelaci s fenotypem USHI1 u pacientky a dle
konsensualnich kritérii pro sestfihové varianty uzavirame, ze varianta je patogenni.

Varianta NM_153676.3:¢.937C>T p.(GIn313*) vexonu 12 neni uvedena
v dostupnych db (HGMD, ClinVar, LOVD) a ma nulovou alelickou frekvenci v souborech
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kontrol. Dle ACMG kritérii (PVS1, PM2, PM3, PP3) je hodnocena jako patogenni
(Pathogenic Ib, tfida 5). Vzhledem k témto faktim a pozici trans s jiz popsanou patogenni
variantou a pii korelaci s fenotypem USHI u pacientky jsme presvédCeni, ze se jedna o

patogenni variantu.

2.4. Patogenita nové nalezenych variant v genech CDH23 a PCDH15
K dnesnimu dni je v databazi HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/, 26.11.2020)

uvedeno 412 variant v genu CDH23, z toho 326 jak kauzalni a u 92 z nich je charakterizovan
fenotyp USH1. Rozsifili jsme mutacni spektrum o dals$i 2 nové varianty, z nichZ jedna je
nonsense a druhd missense a ob¢& segreguji s postizenim u dvou sourozenci s poruchou
sluchu, ktefi se lisi svym retindlnim fenotypem.

Varianta NM_022124.5:¢.1888G>T p.(Glu630%) v exonu 18 genu CDH23 je typu
nonsense, vede k predCasnému ukonceni otevieného cteciho rdmce a zabranuje vytvofeni
funkéniho proteinu. Ve stejném nukleotidu jiz byla popsana jina patogenni zaména, missense
mutace c¢.1888G>C p.(Glu630GIn) v homozygotnim stavu u pacienta s vrozenou tézkou
hluchotou a s klinickou diagnézou typ USHID, pficemZ se jednalo o sporadicky vyskyt
(Sloan-Heggen et al., 2016). Dle ACMG kritérii (PVSI1, PS1, PP1-M) je hodnocena jako
patogenni (Pathogenic Ia, tfida 5).

Druhd nalezena varianta v. CDH23 genu v exonu 41 NM_022124.5:¢.5314G>A
p-(Asp1772Asn) vede k zamén€ aminokyselinového zbytku a jeji patogenita byla hodnocena
pomoci predikénich softwarti (Tab. 19). Hodnocena byla softwarové i moznost jejiho vlivu na
sestith pre-mRNA, ktera vSak nebyla zjiSténa. Varianta se nachazi v mist¢ vysoce
konzervovaného nukleotidu a vysoce konzervované aminokyseliny, ve funkéni proteinové
doméné. Tato varianta, ackoliv ma popsané Cislo rs1247269433, nebyla dosud publikovana a
neni ani uvedena v db HGMD a LOVD (shrnuto v Tab. P5.1 v Ptiloze 5). Dle ACMG kritérii
(PP3, PP4, PM2, PM3, PP1-S) je varianta hodnocena jako patogenni (Pathogenic I1Ib).

U obou sourozencti byly také v pozici trans detekovany dvé€ varianty v genu PCDH1 5,
ktery je spojen s fenotypem AR hluchota typ 23 (DFNB23) a USHIF. Varianta
NM 033056.3:¢.3817C>A p.(Argl273Ser) vexonu 29, v db HGMD uvedena jako
patogenni pro USHI1 (Bonnet et al., 2011, Azaiez et al., 2018), a NM_033056.3:¢.5359C>T
p.(Pro1787Ser). V db ClinVar jsou ob¢ varianty hodnoceny jako VUS a pravdépodobné
benigni. Spornd varianta ¢.3817C>A se nachdzi v mist¢ sttedn¢ konzervovaného nukleotidu a

sttedn¢ konzervované aminokyseliny a mezi aminokyselinami argininem a serinem je mirna
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fyzikalné-chemicka odlisnost (Grantham skore 110 z rozmezi 0-215). Predikéni softwary
hodnoti tuto variantu jako patogenni, dle ACMG kritérii (PP5, PP1-M, PM2, PP3)
pravdépodobné patogenni (Likely pathogenic V, tiida 4). Dle db gnomAD ma varianta
frekvenci vyskytu u evropské populace (NFE, non-finish european) 0,09 %. Druhd nalezena
varianta ¢.5359C>T ma dle db gnomAD popsanou frekvenci NFE:1,61 % a nachazi se v misté
slabé konzervovaného nukleotidu a slabé konzervované aminokyseliny a mezi obéma
aminokyselinami je mala fyzikalné-chemické odlisSnost (Grantham skore 74 z rozmezi 0-215).
Pomoci predikénich softwart je tato varianta hodnocena jako benigni. Dle ACMG kritérii
(PM3, PP2, PP1) je varianta hodnocena jako VUS (tfida 3). Varianta c.3817C>A byla
zdédéna od otce a varianta ¢.5359C>T byla zdédéna od matky.

Vzhledem k nulové frekvenci vyskytu v popula¢nich databazich a klinickému nalezu,
kterému dominuje kongenitalni hluchota, bez anamnestickych zndmek poruchy rovnovéhy v
détstvi (samostatna chlize u postizené sestry probanda jiz ve 14 m.), povazujeme za
nejpravdépodobnéji patogenni varianty c.1888G>T a ¢.5314G>A v genu CDH23, pricemz

vliv dal$ich dvou variant v PCDH15 genu na fenotypovy projev také nelze vyloucit.

2.5. Frekvence a spektrum variant v USH genech
Varianta ¢.2299delG v genu USH24 je dle literatury nejéastéji detekovanou mutaci v

USH2A4 genu tvotici 15 % - 31 % alel nesoucich USH2A mutace u pacientii evropského
puvodu (Dreyer et al., 2008, Garcia-Garcia et al., 2011, Le Quesne Stabej et al., 2012).
V nasem souboru pacientil nebyla tato mutace ptitomna. NejvysSi procentualni zastoupeni
této mutace uvadi publikace studujici Skandindvské (Dreyer et al., 2008) a Britské (Le
Quesne Stabej et al., 2012) pacienty, zatimco relativné niz§i vyskyt - cca 11 % uvadi
Spanélska studie Garcia-Garcia et al. (2011).

V naSem souboru byla nej€astéji detekovanou variantou v genu USH24 (s vyskytem
44 % alel) nonsense mutace c.11864G>A (p.Trp3955*), ktera byla nalezena celkem u 8 rodin,
z toho u tfi v homozygotnim stavu. Tato mutace byla v britské studii identifikovana pouze u
jednoho pacienta (1 ze 169 alel), avSak jeji vyskyt byl zjistén u 2 z 860 kontrolnich alel, coz je
stejna frekvence, jako u nejcastéji zachycené varianty ¢2299delG. Ve Spanélské studii nebyla
tato mutace zachycena vibec (Garcia-Garcia et al., 2011), zatimco ve skandindvské studii
byla varianta zachycena na 4,1 % alel (Dreyer et al, 2008). Jako nejcastéj$i variantu
zahrnujici az 84 % patogennich alel ve zkoumaném souboru naopak tuto variantu

c.11864G>A (p.Trp3955*) oznacuje slovinskd studie (Zupan et al., 2019), kterd zaroven
134



zkoumala mozny "founder effect"” dané mutace a zjistila podil 4 rozdilnych haplotypi.
Nejcastéji zjistény haplotyp v této studii (haplotyp 2) byl potvrzen i u vétSiny naSich pacientt
na spolupracujicim pracovisti laboratofe Centra o¢ni genetiky 1. LF UK a VFN (zdroj: osobni
sdéleni Ing. Lubica Dud’akova, Ph.D., piipravovany rukopis). Analyza geografického ptivodu
varianty u nasich pacientli naznacila regiondlni shlukovani alely c.11864G>A v jihovychodni
&asti CR (jizni Morava).

Multicentricka studie zahrnujici pacienty z Francie, Spanélska, Danska, Némecka,
Slovinska a Italie (Bonnet et al., 2016) nalezla obé diskutované mutace shodné na 22 % (53
resp. 54 z 236) vysetfovanych alel, dokumentuje vSak jejich geografickou distribuci, kdy ve
Francii pfevazuje varianta ¢.2299del (29 vs. 5), v Némecku a Italii je vyskyt obou variant
relativné v rovnovaze (18 vs. 11 a 4 vs. 4), zatimco ve Slovinsku zcela dominuje varianta
c.11864G>A (0 vs. 33). Tteti nejcastéjsi variantou zachycenou ve studii je vyhradné italska
c.10712C>T (10 alel), ktera v nasem souboru téz nebyla zachycena. Z uvedeného lze vyvodit,
ze hlavni roli v distribuci variant hraje efekt zakladatele. U mutace ¢.2299del je zjevny silny
severojizni gradient, pfiCemz vyskyt varianty ve §panclské studii lze vysvétlit efektem invaze
Vikingli, kdy doslo k zaneseni piivodné skandindvskych variant starSich nez 1500 let do
primoiskych oblasti sttedozemnich stati (Borry, & Matthijs, 2018). Naopak nalez vysoké
frekvence varianty c.11864G>A, kterou Ize dle dosavadné publikované distribuce oznadit
jako ,.,slovanskou®, odpovida ptedpokladu o pfevazné slovanském plivodu nasi populace.

U dvou rodin U15 a U20 byly nalezeny bialelické varianty ve dvou USH genech ve
sloZzené heterozygotnim stavu, coz predstavuje 9 % vsech ptipadd v nasi studii. U rodiny U15
jsme detekovali dvé patogenni varianty v genu MYO7A4 (z nichz jedna byla popsana a druha
nove nalezena) a dvé popsané varianty v genu USH2A (z nichZ jedna byla popsana jako VUS
a druhd jako patogenni), obé ve sloZzen& heterozygotnim stavu. Klinicky stav pacientky
odpovidal USH1 s vrozenou ztratou sluchu a rozvojem vestibularnich obtiZi, avSak nastup
poruchy zraku (rodi¢i subjektivné zachycena Seroslepost 1 objektivni nalez na OCT) je pro
danou jednotku velmi €asny a piedbihd bézny klinicky obraz USHIB az o 10 let. Lze tedy
spekulovat o roli interakce mezi poskozenymi produkty gentt MYO74 a USH2A. Jedna se
s nejvetsi pravdépodobnosti o prvni dosud popsany piipad ve svétové literature (Kremlikova
Pourova et al., 2018).

U obou postizenych sourozenct z rodiny U20 jsme nalezli dvé dosud nepopsané
varianty v genu CDH?23, které jsou s nejvétsi pravdépodobnosti patogenni, a dvé varianty

v genu PCDH]15, jejichz patogenita neni jednoznacné potvrzena. Vzajemnd interakce gent
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CDH23 a PCDH15 byla sice popséana, v€etné moznosti digenni pticiny USHI (Zheng et al.,
2005), avsak velkd meta-analyza genetiky USH (Jouret et al., 2019) dospéla k zavéru, ze data
o digenni dédicnosti nejsou dostatecné silnym podkladem pro podporu existence digenické
dédi¢nosti u USH a naznacuji, ze u postizenych jedincti ve vySe zminénych studiich mohly
existovat genetické varianty nezjistitelné v té dob& dostupnymi metodami genetického
testovani. Podrobna korelace fenotypu a genotypu u téchto dvou nasich rodin mtze rozhodné

do této diskuse vyznamné ptispét.

2.6. Korelace genotyp-fenotyp u pacientii s USH2A variantami

Klinické nalezy vSech pacientii s detekovanymi patogennimi nebo pravdépodobné
patogennimi variantami v genu USH2A4 (celkem 12 rodin, u dvou piipadi U2 a U3 nemame
relevantni dostupné klinické informace) korelovaly s fenotypem typickym pro USH2.

U vSech pacientl starSich 10 let byla pozorovdna Seroslepost a potvrzena retinitis
pigmentosa (RP) v primérmném véku 17,3 let (rozmezi 11 - 30 let). Probandka U12:1I-2,
zachycena ve véku 4 let, a proband U21:1V-3, zachyceny ve véku 2 let, dosud nemaji zadné
ptiznaky RP. Pro typ USH2 je charakteristicky nastup RP v prvni nebo v druhé dekad¢ zivota.
U probandii nesoucich nejcast&jsi mutaci c.11864G>A, kterd zkracuje protein, bylo rozmezi
nastupu RP 14 az 30 let s primérem 22 let (u 2 pacientli s homozygotni mutaci je to 14 a 30
let). Pro pacienty homozygotni pro tuto mutaci je popisovano typické nahlé zhorSeni zrakové
ostrosti po 40. roce Zivota (Zupan et al., 2019), které¢ho dosud nikdo z naSich homozygotnich
pacientll nedosahl. Pacienti se dvéma mutacemi zkracujicimi protein maji vékové rozmezi 11
az 30 let s primérem 16,5 roku, dva pacienti s kombinaci zkracujici a missense mutace, ktefi
jsou star§i nez 10 let, maji nastup RP ve 14 a ve 28 letech, pacient s dvéma missense
mutacemi ve 14 letech. Je tedy zjevné, Ze nastup RP neni predikovatelny podle konkrétni

varianty ani podle jejiho typu.

U variant USH2A byly popsané rtizné¢ audiologické fenotypy od mirné az po tézkou
ztratu sluchu (Sadeghi et al., 2013, Hartel et al., 2016, Blanco-Kelly et al., 2015). U vSech
nasich pacientl s variantami v USH24 genu byla detekovana oboustrannd ztrata sluchu
rizného stupné, kterou lze rozdé€lit na celkem 3 fenotypy: 1. tézka Casnd ztrata sluchu (3

pacienti), 2. stfedné tézka vrozena ztrata sluchu (4 pacienti z 3 rodin) a 3. mirna az stfedni
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postlingvalni porucha sluchu zachycena v predSkolnim véku (6 pacientl). V ramci korelace
genotypu s fenotypem jsme v nasi kohorté nezjistili vztah mezi konkrétni variantou a jednim
z téchto fenotypii. Nejcastéjsi varianta ¢.11864G>A se vyskytovala v homozygotni form¢ u 1
pacienta s fenotypem 1 a u jednoho s fenotypem 3, v heterozygotni form¢ u dvou pacienta
s fenotypem 3 a u jednoho s fenotypem 2. Z hlediska typu mutaci se kombinace dvou mutaci
zkracujicich protein vyskytla u 7 pacientll se vSemi tiemi fenotypy, z nichz nejcastéji (4x)
nejmirnéjsi fenotyp 3, kombinace missense mutace a zkracujici mutace u 4 pacientiil se vSemi
fenotyp 1. Ackoliv se jedna o pomérné mala Cisla, zd4a se, Ze nonsense mutace prinaseji
mirnéjsi audiologicky fenotyp nez missense , coz je ve shod¢ s pozorovanim ucinénym na 99
pacientli s fenotypem USH2 (Sun et al., 2018). Ackoliv dosavadni poznatky moZnost
jednoznacéné korelace mezi typem mutace a audiologickym fenotypem spiSe rozporuji (Lee et
al., 2020, McGee et al., 2010), Svédskéd studie rodin s heterozygotni variantou c¢.2299del
(Sadeghi et al., 2013) nase pozorovani podporuje. Pochopeni audiologické slozitosti spojené s
USH2A bude uzite¢né pro genetické poradenstvi a strategii 1écby. Z vysledku této studie tedy
vyplyva, Ze potencidlni korelace genotyp-fenotyp pro USH2A4 muze byt aplikovatelna vice pro

ztratu sluchu nez pro (RP), coz dosud naznacovala pouze jedna studie (Sun et al., 2018).

2.7. Korelace genotyp-fenotyp u pacientii s USH1

VSsichni postiZeni pacienti s variantami v MYO74 genu vykazovali podobny klinicky
obraz s pfitomnosti vrozené oboustranné hluchoty, RP, Serosleposti a vestibularni areflexie.
V ramci naSeho vyzkumu jsme detekovali kauzéalni varianty v MYO7A4 genu u neslySici
probandky UI15:1I-2, které byly publikovany v naSem clanku (Kremlikova Pourova et al.,
2018). NaSe pozorovani i nedavna studie u 16 jedinci ve véku 2-42 let s kauzalnimi
variantami v MYO7A4 genu naznacuji, Ze makularni skenovani ziskané pomoci SD-OCT lze
pouzit jako Casny biomarker v diagnostice USH1 piedtim, neZ se u ditéte projevi prvni
symptomy pro noc¢ni slepotu nebo pied zacatkem zhorSovéani zrakové ostrosti (Sumaroka et
al., 2016). SD-OCT také umoznuje kvantifikovat rozsah poskozeni sitnice a tato metoda mtze
byt pouzita ke sledovani progrese onemocnéni (Birch et al., 2013, Patel et al., 2015). Kromé
toho miize byt SD-OCT vySetieni pouzito ke stanoveni korelace genotyp - fenotyp v ptipade,

kdyz molekularni genetické vySetfeni neprokaze, zda identifikované varianty jsou pficinou
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onemocnéni. U pacientli s Usherovym syndromem typu 1B je zcela indikovana bilateralni
kochlearni implantace, ktera u nasi probandky prob¢hla ve véku 1 roku a 23 mésict.

Pozorovali jsme pozoruhodné atypické vestibularni ndlezy u dvou nepiibuznych
pacientek (U17:11-1 a U18:II-1), u kterych jsme v genu USHIC detekovali stejnou patogenni
variantu ¢.496+1G>T, a které obé¢ trpély vrozenou hluchotou a nastupem RP v prvni dekadé
zivota. Ani jedna z pacientek neuvadéla poruchu vestibularniho systému, piipadné pridruzené
potize asociované s vestibularni areflexi, ktera je typickd pro pacienty s USHI1 jako
komorbidita tézké poruchy sluchu. V dfive publikovanych studiich byly pii klinické
diagnostice USH vestibularni testy pouzity pouze u omezeného poctu pacientll a nejcastéji se
jednalo o kaloricky test (Zina et al., 2001, Ben Rebeh et al., 2010). Nedavna studie Wafa et al.
(2020) pomoci né€kolika metod pro vestibuldrni testovani potvrdila jeden piipad pacienta
s geneticky potvrzenym USHI (s nalezem bialelickych patogennich variant v genu MYO74),
ktery mél normalni nalez pomoci vySetteni cVEMP (vestibularni myogenni evokovany
potencial). Takovy klinicky obraz je pro USHIB velmi vzicny. Metoda cVEMP méfi
vestibuldrni potencidly a je celosvétové béznou soucdsti vysetfeni vestibularniho systému
(Cerny et al., 2017). V naSem pfipad&, vzhledem k vy$e zminénym faktim, bylo obéma
pacientkdm doporuceno podstoupit podrobnéjsi klinické vySetieni vestibuldrniho systému,
které vSak vzhledem k soucasné situaci nebylo dosud provedeno. Rozhodné se ptiklanime
k tvrzeni studie Magliulo et al. (2015), Ze vestibularni diagnosticky protokol miize byt
uzitecnym doplitkovym nastrojem pro dalsi charakterizaci vestibularniho fenotypu u pacientti
s USH a planujeme dal3i spolupraci s Mgr. Cakrtem O., Ph.D. z Neurologické kliniky 2.LF a
FNM na této problematice.

Nase pozorovani zcela v souladu s recentni rozsahlou metaanalyzou studii témét 2500
pacienti (Bonnet et al., 2019) ukazuje, Ze fenotyp USH1 je casto k nerozeznani od mnoha
dalSich dédicnych poruch spojenych se ztratou sluchu a/nebo RP. Proto se doporucuje pouzit
pro molekularné genetické testovani multigenovy panel nebo komplexni genomové testovani 1
u pacientl, ktefi dosud nemaji rozvinuty vSechny krucidlni pfiznaky (ztratu sluchu,
vestibularni poruchu i RP). Analogicky u USH2 je diagnoza velmi ¢asto zanedbana vzhledem
k bagatelizaci moznych genetickych pfi¢in poruchy sluchu, kterd neni téZkou vrozenou
ztratou sluchu, a genetické vySetfeni zacne byt oSetifujicim Iékatem zvazovano az ve chvili,
kdy pacient bud’ dospéje do stadia nutnosti kochlearni implantace, nebo rozvine zavazny

stupen RP.
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Dvé dosud nepopsané varianty v genu CDH23 jsme zachytili u dvou vrozené
neslySicich sourozencli, wuzivateli kochlearniho implantatu, spolecné s bialelickymi
variantami v genu PCDH15. O¢ni nalez se na rozdil od foniatrického néalezu obou sourozenct
vyznamné liSil. Zatimco u mladsi sestry byly, i pfes absenci subjektivnich ptiznaki, zjistény
jisté znamky RP, u probanda tyto znamky zcela chybi. Patogenni varianty v genu CDH23 jsou
asociovany jak s nesyndromovou hluchotou DFNB12 (MIM #601386), tak i s USHI1D typem
(MIM #601067). Hluchota je primarn¢ zplisobena missense mutacemi zpusobujicimi zaménu
aminokyselin. Pfedpoklada se, ze diky rezidualni funkci mutovaného proteinu nedochdzi k
rozvoji jiného nez sluchového postizeni. Varianty typu nonsense, frameshift a nékteré
missense varianty zpusobuji USHI1D. Piedpoklada se, ze tento typ mutaci vede ke vzniku
uplné¢ nefunkéniho proteinu. Vzhledem k tomu, Ze varianta NM_022124.5:¢.1888G>T
p-(Glu630*) vede k predéasnému ukonceni oteviené¢ho cteciho ramce a vSechny zndmé
varianty tohoto typu v homozygotnim stavu jsou asociovany s USHI, jedna se o alelu, ktera
by v homozygotnim stavu zpusobila USHI1. Varianta NM_022124.5:¢.5314G>A
p-(Asp1772Asn) je typu missense, tudiz v homozygotnim stavu by zplisobovala pouze
nesyndromovou hluchotu. Na zaklad¢ vSech dostupnych informaci nelze predpoveédét dalsi
vyvoj mozné poruchy zrakovych funkci jak u probanda, tak u jeho sestry nesouci stejnou
kombinaci variant. V literatufe neni mnoho udaji o klinickych nalezech pacientt, ktefi jsou
sloZzenymi heterozygoty pro nonsense a missense variantu v genu CDH23, zda se jejich
fenotyp podoba spiSe nesyndromové hluchoté¢ DFNB12 nebo USHID. V nékterych ptipadech
bylo pozorovano, Ze jedna missense alela zfejmé staci k tomu, aby nedoslo ke vzniku USH. V
souvislosti s nékterymi missense mutacemi byl popsan také i atypicky pribéh onemocnéni s
pozdnim vznikem retinopatie (Astuto et al., 2002; Bolz et al., 2001; Branson et al., 2016).
Vzhledem k normélnimu vyvoji chiize a klinicky normalnimu nélezu na sitnici u probanda a
vzhledem k velmi mirnému postiZeni sitnice u sestry probanda, se nejedna o typické klinické
projevy USH. Ackoliv patogenita nalezenych variant a segregacni analyza v rodiné svédci pro
kauzalitu potizi u probanda a jeho sestry, je zapotiebi nadale sledovat stav probanda a jeho
sestry. Rodiné bylo doporuceno detailni vySetfeni vestibularnich funkci a vySetfeni funkce
sitnice pomoci elektroretinografie, kter¢ mulze odhalit dalsi doposud nedetekované
abnormality. U sestry probanda je nutné také sledovat, jestli dochazi k progresi sitnicového
nalezu. Ostatni dvé detekované varianty v genu PCDHI5 jsou vzacné a jevi se jako méné
pravdépodobné zpiisobujici onemocnéni vzhledem k jejich frekvenci vyskytu v populaci,

kterd je vyssi, nez odpovidd vyskytu USH. Ob¢ jsou navic uvedeny v db ClinVar jako
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pravdépodobné nepatogenni nebo jako VUS. Nicméné, vzhledem k popsané digenni
dédic¢nosti pro mutace v PCDHI15 a CDH23, nelze vyloucit, Ze jejich pfitomnost klinické
vyjadieni néjakym zplsobem modifikuje. V soucCasné dobé neumime vysvétlit, pro¢ je u
sestry probanda pfitomen nalez na sitnici a u jejiho starSiho bratra (proband) neni, i1 pfes
pfitomnost identickych variant v genech PCDHI5 a CDH23. Muze to byt zplisobeno bud’
riznym genetickym pozadim, nebo koincidenci dvou riznych vzacnych onemocnéni, tedy RP

a nesyndromov¢ hluchoty.

2.8. NavrzZena indikaéni kriteria pro genetické vysetieni USH v CR

Na zaklad¢ naSi studie a jejiho porovnani s dostupnou literaturou navrhujeme

nasledujici algoritmus vybéru pacientli ke genetickému vySetfeni kandidatnich genti pro USH:

a) vSechny pacienty s vrozenou poruchou sluchu jakéhokoliv stupné, zejména pokud je

provéazena poruchou rovnovahy ¢i opozdénym vzpiimovanim*,

b) vSechny kojence a predskolni déti s rozvojem poruchy sluchu a to i stfedni nebo lehké

s progresi,
¢) adolescenty s poruchou sluchu a pocinajici Serosleposti ¢i trubicovym vidénim,

d) vSechny dospélé pacienty s poruchou zraku a sluchu, které nejsou jasné vysvétlitelné
napiiklad urazem, nebo jinym zakladnim onemocnénim, s poc¢atkem obtiZi pted 40. rokem
zivota a preferen¢né tehdy, pokud porucha sluchu pfedchdzi poruSe zraku alespont o n¢kolik

let.

* VysSetfeni vSech vrozené neslysicich pacientli je vhodné provést pomoci panelu pro
poruchy sluchu a zraku, vzhledem k mozZnosti rozvoje mnoha dalSich syndromt. To plati
zejména pro pacienty s prematuritou, kde mohou byt poruchy zraku a sluchu chybné

pokladany za disledek samotné prematurity, nebo jeji 1écby.
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VI. ZAVER

Vyzkum provedeny v ramci této disertacni prace jako prvni podava data o vyskytu
Sticklerova a Usherova syndromu v CR a SR a o spektru kauzalnich variant zpisobujicich
ob¢ onemocnéni.

U STL poskytuje novy pohled na asociované fenotypy, zejména oligosymptomatické
formy onemocnéni, které nespliiuji kritéria STL publikovand Rosem a Sneadem. Tim
vyzvedava nutnost molekularné genetického vySetieni se specidlnim zaméfenim na geny
spojené se STL i v pfipadech inkompletniho fenotypu a to zejména z diivodu ptitomnosti
amoce sitnice v détstvi nebo rané dospélosti, Pierre-Robinovy sekvence nebo rozstépu a dale
u pacientd s vysokou myopii. Dale by tyto geny nemély byt vylouceny ani z diagnostiky
nesyndromové poruchy sluchu.

Vramci USH jsme potvrdili v CR jako nejéast&j$i mutaci prevalentni i v jinych
slovanskych populacich, provedli jsme korelaci genotypu s fenotypem a zjistili, ze typ
varianty nema vliv na ndstup retinitis pigmentosa, a ze charakter poruchy sluchu je t&zsi
v pfitomnosti missense mutaci.

V dob¢ zahajeni tohoto vyzkumu nebyla molekularn¢ genetickd diagnostika
Sticklerova a Usherova syndromu k dispozici. V ramci této dizertacni prace bylo uspésné
zavedeno molekularné genetické testovani genli pro oba syndromy pomoci Sangerova
sekvenovani, MLPA analyzy a pomoci masivniho paralelniho sekvenovéni. V roce 2018 jsme
vramci této disertatni prace navrhli NGS panel pro hluchotu a slepotu, ktery obsahuje
vSechny geny asociované s hluchoslepotou, v¢etné genii pro hluchotu a slepotu izolované pro
moznost vylouceni fenokopii.

Za nasi podpory vznikla pacientska organizace Stickleriv syndrom v CR v ramci
Ceské asociace pro vzacna onemocnéni a diky ni §ifime osvétu pomoci socialnich siti a
spolupracujicich webovych stranek, napt. www.vzacni.cz. Spolupraci s klinickymi genetiky,
ORL specialisty, oftalmology a foniatry jsme vytvofili sit’ pro zachyt pacientl s podezienim
na STL a USH, ¢i jinou formu hluchoslepoty, ktera se bude 1 nadéle rozristat.

Definitivni diagnéza potvrzena identifikaci variant zptisobujicich onemocnéni je velice
dulezitda pro pfesné genetické poradenstvi vCetné moznosti prenatidlni a preimplantacni
diagnostiky pro pacienta 1 jeho blizké pifibuzné, pro vcasnou a cilenou specializovanou
multioborovou péci o tyto nemocné a do budoucna také pro cilenou a individualizovanou

1é¢bu onemocnéni pomoci genové terapie.
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