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ABSTRAKT 

Přední segment oka zahrnuje oční víčka, řasy a slzný film, rohovku, spojivku, 

duhovku, zornici, řasnaté tělísko, komorový úhel a oční čočku. Katarakta (neboli zákal oční 

čočky) a dysgeneze předního segmentu oka jsou značně heterogenní skupinou onemocnění, 

která jsou z velké části monogenně dědičná.  

Hlavním cílem této disertační práce byla molekulárně genetická analýza 51 pacientů 

z 23 rodin s kataraktami a dysgenezemi předního segmentu oka, přičemž byla použita řada 

moderních i konvenčních metod, jako např. sekvenování nové generace, přímé sekvenování, 

bioinformatické a funkční analýzy včetně sestřihových vektorů.  

Identifikovali jsme 24 kauzálních variant v kódujících, nekódujících i regulačních 

oblastech genů PAX6, FTL, FOXC1, PITX2, FOXE3 a CHRDL1. Potvrdili jsme roli varianty 

n.37C>T v MIR204 na vzniku chorioretinální dystrofie variabilně asociované s kolobomem 

duhovky, časně manifestující kataraktou a kongenitálním glaukomem. Pomocí sestřihového 

vektoru byl prokázán patogenní efekt dvou nekódujících variant v genu PAX6 na sestřih 

pre-mRNA, vedoucí k vynechání exonů z kódující sekvence. 

Výsledky této práce napomohly ustanovit molekulární diagnózu u řady pacientů, což 

následně umožnilo zlepšit poradenství pacientům a jejich příbuzným z hlediska prognózy 

ztráty zrakových funkcí a rizika vzniku sekundárního glaukomu. 

 

Klíčová slova: molekulárně-genetická analýza, dysgeneze předního segmentu oka, 

sekvenování nové generace, nové kauzální varianty, katarakta   



ABSTRACT 

The anterior segment of the eye includes the eyelids, eyelashes, tear film, cornea, 

conjunctiva, iris, pupil, ciliary body, chamber angle, and lens. Cataracts and anterior segment 

dysgenesis are a highly heterogeneous group of diseases exhibiting all types of Mendelian 

inheritance.  

The aim of this thesis was molecular genetic analysis of 51 patients from 23 families 

with congenital and early onset cataracts and/or anterior segment dysgenesis, using a modern 

as well as conventional methods, such as next-generation sequencing, direct sequencing, 

bioinformatic and functional analyses including the use of artificial splicing vectors. 

We identified 24 causal variants in the coding, non-coding and regulatory regions of 

the PAX6, FTL, FOXC1, PITX2, FOXE3, and CHRDL1 genes. We confirmed the role of the 

n.37C>T variant in MIR204 in the development of chorioretinal dystrophy variably 

associated with iris coloboma, early-onset cataracts and congenital glaucoma. Splicing assay 

confirmed pathogenic effect of two mutations on pre-mRNA splicing of the PAX6 gene.  

Establishing molecular genetics diagnosis improves patient counselling and their 

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

 

Key words: molecular-genetic diagnosis, anterior segment dysgenesis, next-generation 

sequencing, novel variants, cataract 
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1. Úvod 

Vzácná onemocnění tvoří různorodou skupinu život ohrožujících nebo závažných 

chronických stavů čítající mezi 5 000 až 8 000 různými klinickými jednotkami (Haendel et 

al. 2020). Dle Evropské unie jsou tato onemocnění definována jako ta, které postihují méně 

než 5 osob z 10 000 obyvatel (Bax 2021). Přibližně 80 % je geneticky podmíněno, nicméně 

kauzální geny mnohých z nich nebyly doposud určeny (Bax 2021). Nejčastější typy těchto 

chorob zahrnují dědičné metabolické poruchy, systémová autoimunitní a revmatologická 

onemocnění, endokrinologická, kardiovaskulární onemocnění, v neposlední řadě také 

onemocnění oka (Haendel et al. 2020). Molekulárně genetický výzkum těchto vzácných 

onemocnění často umožňuje identifikaci a definici kandidátních genů a efektivní studium 

základních patofyziologických a molekulárních procesů v lidských buňkách 

a metabolických dráhách. 

1.1. Anatomie oka 

Oční koule (bulbus oculi), která je uložena v měkkých tkáních v očnici (orbita), je 

vysoce specializovaný orgán, který nám umožňuje přesnou analýzu forem předmětů, barev 

a intenzity světla. Anatomické složení oka je schematicky zachyceno na Obrázku 1. 

 

Obrázek 1: Schéma anatomie oka. Převzato a upraveno z předlohy „Eye (saggital with eye lids)“ 

v programu BioRender.com (2023). 
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Kromě struktur, které jsou uloženy v očnici, jsou součástí očního orgánu také dráhy 

centrální nervové soustavy (oční nerv), cévní zásobení, okohybné svaly a také jeho vnější 

části (oční víčka, řasy, slzný film, spojivka). Vchod do očnice uzavírají oční víčka (McCaa 

1982, Kels et al. 2015). 

Pevný obal očního bulbu je tvořen třemi různými vrstvami, které jsou složené 

z dalších jednotlivých struktur: zevní část (tunica fibrosa), střední část (tunica vasculosa) 

a vnitřní část (tunica nervosa). 

Zevní, pevnou vazivovou část vytváří z velké části bílá, neprůhledná bělima 

(sclera), která v přední části přechází v průhlednou rohovku (cornea). Bělima je avaskulární 

struktura, kterou tvoří husté kolagenní vazivo s malým množstvím fibroblastů. Svazky 

kolagenních vláken nejsou tak pravidelně uspořádány, jak je tomu v případě rohovky, a proto 

není bělima průhledná. V zadní části se nachází otvor pro výstup zrakového nervu a pro 

vstup a výstup cév. Rohovka je transparentní, bezcévná struktura, která se skládá z pěti 

vrstev: rohovkový epitel, Bowmannova vrstva, vazivové stroma rohovky, Descementova 

membrána a jednovrstevný zadní endotel rohovky. Anatomické znázornění rohovky je 

zachyceno na Obrázku 2 (Sridhar 2018). 

  

Obrázek 2: Anatomické znázornění rohovky, včetně jednotlivých vrstev. Převzato a upraveno z předlohy 

„Corneal Anatomy“ v programu BioRender.com (2023). 

 

Epitel rohovky je vícevrstevný, dlaždicový a nerohovějící. Skládá se z 5-7 vrstev 

buněk, které obsahují lipidy a glykoproteiny. Buňky na bazální membráně rohovky mají 

schopnost se dělit a tím získává rohovka své reparační schopnosti. Bowmannova vrstva je 
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složená především z nepravidelně se křížících kolagenních vláken a vytváří prostor mezi 

bazální vrstvou a stromatem rohovky. Zajišťuje stabilitu a odolnost rohovky. Stroma 

rohovky je nejsilnější, avaskulární vrstvou, složenou z oploštěných fibroblastů 

a mezibuněčné hmoty obsahující proteoglykany bohaté na chondroitin sulfát. Descementova 

membrána má charakter bazální membrány a je tvořena kolagenními fibrily jiného složení 

než u rohovkového stromtu. Endotel odděluje rohovku od přední komory oční a udržuje ji 

v mírně dehydrovaném stavu, což je nezbytné pro její optickou průhlednost (Sridhar 2018). 

Střední vrstvou očního bulbu je živnatka (uvea), vysoce vaskularizovaná vrstva 

bohatá na kolagen, fibroblasty a melanocyty, která se dále skládá z duhovky (iris), řasnatého 

tělíska (corpus ciliare) a cévnatky (choroidea). Tato vrstva je zodpovědná za výživu oka 

(Kels et al. 2015). 

Střední vrstvou očního bulbu je živnatka (uvea), vysoce vaskularizovaná vrstva 

bohatá na kolagen, fibroblasty a melanocyty, která se dále skládá z duhovky (iris), řasnatého 

tělíska (corpus ciliare) a cévnatky (choroidea). Tato vrstva je zodpovědná za výživu oka 

(Kels et al. 2015). 

Poslední, vnitřní vrstvu tvoří původem nervová tkáň zvaná sítnice (retina), která je 

zodpovědná za zpracovávání a vytváření zrakových vjemů a anatomicky se člení na 10 

jednotlivých vrstev: vrstva pigmentových buněk (RPE, retinální pigmentový epitel), vrstva 

světločivých elementů (tyčinek a čípků), zevní ohraničující membrána, zevní jádrová vrstva, 

zevní plexiformní vrstva, vnitřní jádrová vrstva (vrstva bipolárních buněk), vnitřní 

plexiformní vrstva, vrstva gangliových buněk, vrstva nervových vláken (axonů) a vnitřní 

limitující membrána. Makroskopicky jsou na sítnici dobře znatelné dva útvary. Prvním je 

terč zrakového nervu (neboli slepá skvrna), kudy vystupuje zrakový nerv, vstupuje céva 

a vystupuje žíla. Druhým útvarem je makulární oblast (neboli žlutá skvrna, macula lutea). 

Tato žlutá skvrna je místem maximální ostrosti vidění, jelikož obsahuje pouze čípky, které 

zprostředkovávají barevné vidění a zrakovou ostrost a jsou zde hustě umístěné do jednoho 

prostoru. V její centrální části se nachází malá jamka fovea centralis. Ostatní vrstvy sítnice 

a ostatní typy buněk (bipolární buňky, gangliové buňky atd.) jsou v tomto místě odsunuty 

stranou, takže světelné paprsky nemusí procházet vícero vrstvami sítnice jako v jiných 

oblastech a vzniká tak prohlubeň, která žlutou skvrnu definuje (Kaplan 2007). 

Dále se oční bulbus skládá ze tří rozdílných prostorů: z přední oční komory (camera 

oculi anterior), zadní komory (camera oculi posterior) a ze sklivce (corpus vitreum), který 

vyplňuje zbývající prostor mezi čočkou, řasnatým tělískem a sítnicí (Obrázek 1). 
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Přední oční komora se nachází ihned za rohovkou a je vyplněna nitrooční tekutinou, 

která je aktivně vytvářena řasnatým tělískem. Řasnaté tělísko, vytváří nitrooční tekutinu, 

dále přechází jednou svou hranou v oční duhovku a druhou svou hranou v závěsný aparát 

čočky a v ciliární sval, který je zodpovědný za její akomodaci. Za čočkou se pak nachází 

druhá, zadní oční komora, která také obsahuje nitrooční tekutinu. Nitrooční tekutina je 

vytvářena směrem do zadní komory, odkud protéká do přední komory, kde se její přebytečné 

množství vstřebává (v místě komorového úhlu) a odtéká z oka pryč (Rudnicka et al. 2006, 

Quigley a Broman 2006). 

Oční čočka (lens) je průhledná, vysoce elastická struktura bikonvexního tvaru. 

Vytváří ji tři části: čočkové pouzdro (capsula lentis), čočkový epitel a samotná čočková 

vlákna. Čočkové pouzdro obaluje celou čočku a skládá se z glykoproteinů a kolagenu typu 

IV. Čočkový epitel se nachází mezi pouzdrem čočky a vnější vrstvou vláken čočky, tedy 

pouze na přední straně čočky. Samotná čočka postrádá inervaci a cévní zásobení a je z velké 

části (90 % jejího vlastního objemu) tvořena transparentními proteiny krystalíny, které 

vytváří vhodné optické prostředí a umocňují její optickou mohutnost (Ma et al. 1998).  

Přední segment zahrnuje nejpřednější části oka včetně těch vnějších, jakými jsou 

oční víčka, řasy, slzný film, spojivka a rohovka, ale také vnitřní části oka představující jeho 

pomyslnou první třetinu jako slzný kanálek, přední oční komora, duhovka, zornice, řasnaté 

tělísko, komorový úhel, zadní oční komora a oční čočka (Sowden 2007). Schematicky je 

přední segment oka zachycen na Obrázku 3. 

 

Obrázek 3: Anatomie předního segmentu oka. Převzato a upraveno z © 2023 American Academy of 

Ophthalmology, https://www.aao.org, Autor ilustrace: Mark M. Miller.  
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1.2. Embryologie oka 

Embryonální vývoj oka je velmi komplexní a dynamický proces, který u člověka, 

začíná již ve fázi rané gastruly během 3. týdne intrauterinního vývoje embrya (Chow a Lang 

2001). Funkce oka, jako smyslového orgánu, je úzce propojena s centrální nervovou 

soustavou, konkrétně se zrakovým centrem, které je umístěno v týlním laloku koncového 

mozku (telencephalon). Toto propojení vzniká již embryonálně, jelikož mají obě soustavy 

podobný tkáňový původ, kdy základ očního bulbu vzniká jako vychlípenina neurální 

ploténky v místě budoucího předního mozku (Hoar 1982). Na vzniku očních struktur se 

podílení tkáně neuroektodermu, ektodermu, mesodermu a buněk neurální lišty (Hoar 1982). 

Vlastní základy očního orgánu se začínají vytvářet okolo 22. dne intrauterinního 

vývoje ve frontální části embrya, kde se nachází neurální ploténka, později neurální trubice. 

Zde dojde k invaginaci povrchu a k vzniku mělkých vkleslin po stranách, které se postupem 

času vklenou směrem k povrchovému ektodermu a pomalu se mění v oční váčky (Obrázek 

4A). Ektoderm se iniciován kontaktem s očními váčky ztlustí a vytváří tzv. čočkovou 

plakodu (Obrázek 4B). V místě této plakody se dramaticky změní exprese mnohých proteinů 

(hlavně pak transkripčních faktorů) a zpětně působí také na oční váček. Ten se vlivem oční 

plakody začne oplošťovat a vchlipovat, čímž vzniká oční pohárek (Hoar 1982). 

 

Obrázek 4: Znázornění raného stádia vývoje lidského oka. Převzato a upraveno z Johnson et al.  2016. 
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Vchlípení pohárku není symetrické a na ventrální straně vzniká lineární zářez, který 

je nezbytný pro následující spojení mezi vnitřním listem pohárku a stopkou. Do tohoto 

žlábku budou postupně pronikat buňky mezenchymu a následně bude obsahovat arterii, vénu 

a nervová vlákna optického nervu. Oční pohárek má tedy už stěnu dvojitou a vytváří základ 

sítnice. Zevní vrstva stěny se dále během vývoje přemění na RPE a vnitřní vrstva v buňky 

fotoreceptorů, bipolární a gangliové buňky. Spolu s invaginací a dalším uzavíráním očního 

pohárku se do něj také vchlipuje i plakoda čočky a vytváří tak čočkový pohárek, ze kterého 

se postupně utvoří čočkový váček (Obrázek 4C-D). Čočkový váček je zprvu v těsném 

kontaktu s povrchovým ektodermem, ze kterého se odloučil, ale postupem času se zcela 

oddělí a do prostoru mezi ektodermem a čočkou také migruje mesenchym (Obrázek 4E). 

Mezi čočkou a budoucí rohovkou postupně vzniká přední oční komora (Hoar 1982). 

Rohovka se dále vyvíjí z povrchového ektodermu a z mesenchymu, který se v tento 

moment nachází přímo pod ním. Důležitou roli během vývoje a dotváření jednotlivých 

vrstev rohovky hraje transkripční faktor PITX2 (Gage et al. 2014). Ze spodní části 

mesenchymu, která je v kontaktu s oční čočkou a je silně vaskularizovaná, se vytváří 

postupně primární cévní obal čočky (pupilární membrána). Periferní část této membrány se 

postupem času přeměňuje v duhovkové stroma a centrální část cca v 7. měsíci vývoje 

embrya postupně atrofuje a tím vytváří zornici (pupila). Diferenciace pigmentované 

epiteliální vrstvy dozrávající duhovky je pod vlivem exprese genu PAX6, což následně vede 

také k diferenciaci epitelu řasnatého tělíska (Ma et al. 2019). 

1.3. Geny a faktory účastnící se vývoje oka 

V průběhu embryogeneze oka se odehrává velké množství na sebe navazujících dějů, 

které vyžadují striktně časově i místně regulovanou expresi. Exprese a regulace mnoha genů 

a signálních molekul, především pak transkripčních faktorů, je naprosto klíčová, přičemž 

úloha řady z nich nebyla doposud zcela objasněna (Zagozewski et al.  2014). 

Nejvýznamnější roli ve vývoji oka hrají regulátorové geny homeoboxu RAX, HESX1, PAX6, 

OTX2, SIX3 a SOX2 (Zhang et al. 2000, Chow a Lang 2001). V sestupné kaskádě reakcí se 

pod těmito geny nachází další, neméně důležité regulátory jako FOXC1, FOXE3, PITX2, 

PITX3, PAX2, MAF, a také velké množství regulačních mikroRNA (miRNA) molekul, 

například MIR204 (Semina et al. 1996, Jordan et al. 1992, Xie et al. 2014). 

PAX6 (MIM *601542) se řadí mezi geny, které obsahují ve své sekvenci homeobox, 

díky němuž se v podobě homeodomény (HD) může vázat na DNA a regulovat tak 
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transkripci jiných genů (Xu et al. 1999). PAX6 je naprosto klíčovou složkou správného 

vývoje oka jak u savců, tak i jiných organismů (Gehring a Ikeo 1999). Jeho esenciální 

význam pro organogenezi oka je podložen vysoce konzervovanou sekvenční podobností 

ve skupině Metazoa (živočichové). Úloha, genu PAX6 během embryogeneze není klíčová 

jen pro okulogenezi, ale účastní se také vývoje jiných orgánů a struktur (např. centrální 

nervové soustavy, nebo pankreatu) (Glaser et al. 1994). 

Transkripční faktor FOXE3 (MIM *601094), člen rodiny Forkhead box (Fox), která 

hraje klíčovou roli v metabolismu a během embryonálního vývoje, je sám velmi důležitý pro 

správný vývoj čočky obratlovců (Semina et al. 2001, Blixt et al. 2000, Brownell et al. 2000). 

Navzdory skutečnosti, že exprese genu FOXE3 je v oční tkáni myšího embrya omezena 

pouze na oční čočku, myši i lidé nesoucí patogenní varianty v tomto genu vykazují kromě 

anomálií čočky také komplexní oční fenotypy včetně postižení předního segmentu oka 

a/nebo mikroftalmie (Golson a Kaestner 2016, Ormestad et al. 2002). Byly popsány jak 

autozomálně dominantní, pak také autozomálně recesivní případy dědičnosti ve spojení 

s variantami v genu FOXE3, přičemž obě tyto skupiny se liší fenotypovými projevy (Semina 

et al. 2001, Iseri et al. 2009). Autozomálně recesivní typy mutací zahrnují nejčastěji missense 

varianty v oblasti forkhead DNA-vazebné domény (FHD), posunové (frameshift), nebo 

nesmyslné (nonsense) varianty, které vedou k tvorbě zkráceného proteinu (Iseri et al. 2009). 

Autozomálně dominantní dědičnost se vyskytuje především v případě variant, které vedou 

k C-terminálnímu prodloužení proteinu, často při zachování celé stávající sekvence FOXE3 

(out-of-frame) (Iseri et al. 2009). Takto vzniklé proteiny pravděpodobně selhávají při tvorbě 

dimerů FOXE3 a mají tak dominantně negativní efekt. Je důležité zmínit, že v případě 

proteinu FOXE3 nedochází k likvidaci mutantní mRNA mechanismem NMD (nonsense-

mediated decay), jelikož je kódován pouze jedním exonem a může tak snáze docházet k 

produkci aberantních proteinů s C-koncovým prodloužením. 

FOXC1 (MIM *601090) patří stejně jako FOXE3 do rodiny Fox transkripčních 

faktorů s FHD doménou, z nichž mnohé hrají zásadní roli během diferenciace neurální lišty 

a následně mezenchymálních buněk předního segmentu, které jsou zodpovědné za správné 

formování struktur rohovky a duhovky (Kidson et al. 1999, Gage et al. 2005). 

Haploinsuficience FOXC1 v buňkách periokulárního mezenchymu může mít za následek 

abnormální růst buněk endotelu rohovky nebo anomálie během tvorby přední oční komory 

(Kidson et al. 1999, Gage et al. 2005). 

Transkripční faktor PITX2 (MIM *601542) nese podobně jako PAX6 HD a hraje 

také důležitou roli během vývoje jednotlivých struktur oka, zubů, srdce a hypofýzy (Gage et 
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al. 1999, Gage et al. 2014, Franco a Campione 2003). Působí také jako transkripční regulátor 

zapojený do bazální a hormonálně regulované aktivity prolaktinu, nebo prokolagenu 

(Quentien et al. 2002, Hjalt et al. 2001). Koexprese genů FOXC1 a PITX2 je nezbytná pro 

správný vývoj endotelu rohovky (Kidson et al. 1999). 

MIR204 (MIM *610942) patří mezi krátké, nekódující miRNA, které se podílejí 

na post-transkripční regulaci genové exprese tím, že ovlivňují stabilitu svých cílových 

mRNA. Sekvence MIR204 se nachází na chromosomu 9 v oblasti intronu genu TRPM3 

(MIM *608961). Koexprese genu TRPM3 a tím také molekuly miR-204 je společně 

regulována transkripčním faktorem PAX6, jehož role je pro správný vývoj oka 

nezastupitelná (Xie et al. 2014). Molekula miR-204 je nezbytná i pro diferenciaci a správnou 

funkci fotoreceptorů. Knockdown miR-204 (zprostředkovaný použitím moprholino 

oligomerů) na modelu ryb medaka (Oryzias latipes), měl za následek mikroftalmii, 

abnormální tvorbu oční čočky a změněné dorzoventrální vzorování sítnice s kolobomem 

optické štěrbiny (Conte et al. 2010, Conte et al. 2015). Tyto morpholino ryby měly také 

významně snížené množství tyčinek a čípků (Conte et al. 2010, Conte et al. 2015). 

1.4. Dysgeneze předního segmentu  

Dysgeneze předního segmentu (ASD, anterior segment dysgenesis) představují 

skupinu poruch, které postihují vývoj přední části oka, včetně rohovky, duhovky, spojivky, 

očních víček, komorového úhlu, řasnatého tělíska a oční čočky (Sowden 2007). ASD 

představují klinicky i geneticky široké spektrum vývojových poruch, přičemž často vznikají 

na podkladě abnormální diferenciace mesenchymu, konkrétně pak buněk neurální lišty 

(Sowden 2007). Jmenovitě se jedná o stavy jako zakalení rohovky (opacifikace), často 

spojované s vrůstáním cév do jejího stromatu, nedovyvinutí (hypoplazie) duhovky, rozštěpy 

duhovky (kolobom), přítomností výrazného zadního embryotoxonu (rozšíření Schwalbeho, 

což je kolagenové zhuštění Descemetovy membrány mezi trabekulární síťovinou 

a endotelem rohovky), korektopie zornice nebo oční čočky (atypické umístění) (Sowden 

2007). Vybrané nálezy jsou zachyceny na Obrázku 5. Může se také jednat o stavy, jakými 

jsou nanoftalmus (zmenšení celého oka, které je jinak funkčně normální), mikroftalmus 

(zmenšení předního nebo zadního segmentu oka), anoftalmus (oko zcela chybí), 

heterochromie (různobarevné duhovky způsobené nerovnoměrnou distribucí melaninu), 

polykorie (výskyt vícero zornic), kryptoftalmus (nedochází k oddělení očních víček) nebo 

sklerokornea (částečné, nebo úplné zakalení rohovky). Mezi doprovodné projevy patří také 
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nystagmus (kmitavé pohyby očí), strabismus (šilhání), nebo ambylopie (tupozrakost) 

(Sowden 2007). U více než poloviny pacientů s ASD dochází v důsledku poruchy odtoku 

komorové tekutiny ke vzniku sekundárního glaukomu, který může v konečném důsledku 

vést až k neuropatii zrakového nervu (Idrees et al. 2006, Alward 2000). 

Vrozené vývojové vady očních tkání mohou vznikat jak na podkladě genetických 

příčin, pak také během intrauterinního vývoje embrya, působením nejrůznějších mutagenů 

(např. intrauterinní infekce), vnějších faktorů (alkoholový fetální syndrom), nebo nevhodnou 

medikací matky během těhotenství (teratogeny) (Idrees et al. 2006). Na základě důkladných 

prenatálních screeningů, které jsou v České republice už běžnou praxí, se předpokládá, že 

většina ASD (především pak bilaterálních) vniká na podkladě genetických příčin (Haargaard 

et al. 2004). 

 

Obrázek 5: Vybrané nálezy pacientů s ASD. (A) Kolobom duhovky; (B) Ektopie zornice; (C) Polykorie; (D) 

Zákal rohovky a atrofie duhovky; (E) Aniridie a presenilní katarakta. Zdroj: Archiv Oční kliniky VFN a 1. LF UK 

ASD bývají spojovány se všemi typy dědičnosti: autozomálně dominantní, 

autozomálně recesivní, X-vázané, často s neúplnou penetrancí a variabilní expresivitou (Ma 

et al. 2019). ASD se mohou vyskytovat izolovaně, ale mohou se také manifestovat v rámci 

nejrůznějších syndromů (Axenfeldův-Riegerův syndrom, Petersova anomálie, aj.) (Ma et al. 

2019). 

Prevalence ASD se pohybuje v závislosti na konkrétní populaci a na typu 

onemocnění od 1 postiženého na 200 000 obyvatel v případě Axenfeldova-Riegerova 

syndromu, až po 1 postiženého na 10 000 jedinců v případě kongenitálního glaukomu 

(Meyer-Marcotty et al. 2008, Titheradge et al. 2014, Aponte et al. 2010). 
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Vývoj oka je řízen složitou sítí molekulárních interakcí, které závisí na přesné časové 

i místní expresi četných transkripčních faktorů. Z tohoto důvodu nejčastějšími geny, jejichž 

mutace vedou ke vzniku ASD, jsou právě transkripční faktory, mezi které patří geny PAX6, 

PITX2, FOXC1, FOXE3 aj. (Reis a Semina 2011). Na Obrázku 6 je zachycen široký 

fenotypový překryv mutací v jednotlivých genech, z čehož vyplývá, že ASD nejsou 

izolovanou klinickou entitou, ale na molekulárně-genetické úrovni se prolínají také jinými 

klinickými jednotkami např. s anomáliemi postihujícími sítnicí. 

 

Obrázek 6: Vybrané geny, účastnící se raného vývoje oka, jejichž mutace jsou zodpovědné za vznik 
ASD. Fenotypový překryv v případě mutací v jednotlivých genech je velmi široký. Převzato a upraveno z 

Prokudin et al. 2014. 

Fenotypová a genotypová heterogenita a překrývání se s jinými klinickými 

jednotkami komplikuje kategorizaci a klasifikaci tohoto typu onemocnění. Pokusy 

kategorizovat ASD za účelem zjednodušení diagnózy se často zakládají pouze na fenotypu, 

genotypu, nebo typu postižených buněk a pravděpodobně se jedná o nedostatečný systém 

(Ma et al. 2019). 

V následující části bude podrobněji popsáno několik onemocnění, které jsou součástí 

širokého spektra ASD. Nejprve budou popsané poruchy spojené pouze s očním fenotypem 

a následně také syndromy, které kombinují oční i systémové nálezy. 
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1.4.1. ASD spojené primárně s očními fenotypy 

Aniridie 

Aniridie (MIM #106210) je vzácná vrozená panokulární porucha s incidencí 

v rozmezí 1 postižený na 40 000 - 96 000 jedinců a manifestuje jako úplné nebo částečné 

chybění duhovky (Lim et al. 2017). Jedná se o nejznámější ASD postihující duhovku. Kromě 

malformací duhovky může být u pacientů s aniridií přítomna také hypoplazie makuly, která 

vede k nystagmu a snížení zrakové ostrosti, což může být  

u některých pacientů dále komplikováno hypoplazií zrakového nervu (Mayer et al. 2003, 

Hingorani et al. 2009, Netland et al. 2011). V pozdějším věku vzniká u pacientů s aniridií 

často keratopatie, glaukom a presenilní katarakta (Valenzuela a Cline 2004). Pacienti trpící 

aniridií mají často těžké zrakové postižení, se zrakovou ostrostí horší než 0,3 a až v 86 % 

případů trpí fotofobií (světloplachostí) (Nelson et al. 1984, Landsend et al. 2021). Vzácně 

byly u postižených jedinců pozorovány abnormality chování, jako například opoždění 

psychomotorického vývoje (Malandrini et al. 2001, Graziano et al. 2007, Chien et al. 2009). 

Tento typ dysgeneze je nejčastěji podmíněn variantami v genu PAX6. Rozsáhlejší 

genomové delece, které zahrnují jak gen PAX6, pak také přilehlý gen WT1 (MIM *607102), 

jsou spojeny s výskytem WAGR syndromu (MIM #194072), při kterém se u postižených 

jedinců vyskytuje kombinace následujících symptomů: Wilmsův tumor (zhoubný nádor 

ledvin), aniridie, urogenitální anomálie nebo mentální retardace (Gronskov et al. 2001). 

Vzácně, může být aniridie způsobena patogenními variantami ve dvou dalších transkripčních 

faktorech: FOXC1 nebo PITX2 (Samant et al. 2016). 

Klinický obraz, včetně stupně zrakového postižení, se může významně lišit mezi 

jednotlivými rodinami, ale také i mezi jednotlivými členy jedné rodiny, kteří nesou stejnou 

příčinnou variantu (Malandrini et al. 2001, Gronskov et al. 1999). 

Kongenitální katarakta 

Kongenitální katarakty (vrozené zákaly oční čočky) jsou hlavní příčinou nevidomosti 

u dětí, především pak v rozvojových zemích, kde není zdravotní péče na vysoké úrovni a kde 

není tím pádem katarakta rutinně operována (Chan et al. 2012). Katarakty se u dětí mohou 

vyskytovat izolovaně, nebo v rámci syndromového onemocnění, jako je například syndrom 

hereditární hyperferitinémie-katarakty (HHCS, Hereditary Hyperferritinemia Cataract 

Syndrome, MIM #600886) (Girelli et al. 1995). Genetická podstata kongenitálních katarakt 

často spočívá v patogenních variantách, které se nachází v genech kódující krystalíny, 
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přičemž jejich mutace tvoří až polovinu příčin všech autozomálně dominantně děděných 

katarakt (Ma et al. 1998). Dále se také může jednat o varianty v genech kódující čočkově 

specifické konexíny, aquaporíny, cytoskleletární proteiny, nebo také transkripční faktory (Yi 

et al. 2011). 

Kongenitální, infantilní a juvenilní glaukom 

Primární kongenitální glaukom (vrozený zelený zákal) je charakterizován zvýšeným 

nitroočním tlakem (>21 mm Hg) již při narození jedince. Infantilní glaukom manifestuje 

v kojeneckém/batolecím věku a juvenilní glaukom v brzkém dětském věku (od 3 let) až do 

věku 40 let (Khan 2011, Raymond 1997). Pokud není glaukom adekvátně léčen, může 

postupně docházet k progresivnímu poškození zrakového nervu (neuropatii) a až k úplné 

ztrátě zraku (Badawi et al. 2019). Na vzniku glaukomu u dětí se může opět podílet mnoho 

genetických a také environmentálních faktorů. Genetické příčiny zahrnují mutace v genech 

zapojených do vývoje jednotlivých částí oka, jako jsou CYP1B1 (MIM *601771), MYOC 

(MIM *601652), LTBP2 (MIM *602091) a FOXC1 (Reis a Semina 2011, Badawi et al. 

2019). 

Megalokornea 

X-vázaná megalokornea (MGC1, megalocornea) je vzácné onemocnění definované 

bilaterálním neprogresivním zvětšením průměru rohovky > 13 mm (fyziologické rozmezí je 

9–12 mm) při jejím ztenčení (pod 0,5 mm) a zachování normálního nitroočního tlaku 

(Mackey et al. 1991, Webb et al. 2012). Struktura a tloušťka rohovky se během života 

postiženého jedince zpravidla už dále nemění. MGC1 je obvykle spojena také s poměrně 

hlubokou přední komorou oka okolo 4,6 – 6,3 mm (fyziologické rozmezí je pod 3,8 mm), 

která je zachycena na Obrázku 7 (Sharan a Billson 2005, Ong et al. 2021). 

Spolu s věkem je MGC1 často variabilně doprovázena závažnou degenerací 

rohovky, změnami duhovky a kataraktou (Sharan a Billson 2005, Ong et al. 2021). Přestože 

je u těchto pacientů významně ovlivněna anatomie předního segmentu oka, doposud nebyla 

MGC1 spojována se zvýšeným rizikem rozvoje sekundárního glaukomu. Příčinou tohoto 

onemocněné opět může být kombinace genetických a environmentálních faktorů (Ong et al. 

2021). Z genetického hlediska je MGC1 spojována s variantami v genu CHRDL1 (MIM 

*300350), který leží na dlouhém raménku X chromozomu, manifestující recesivní 

dědičností, tím pádem postihuje pouze muže (Webb et al. 2012, Moshirfar et al. 2023). 
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Obrázek 7: Fotografie hluboké přední oční komory pacienta s megalokorneou. Zdroj: Archiv Oční kliniky 

VFN a 1. LF UK 

CHRDL1 kóduje strukturální glykoprotein ventroptin, nebo také „chordin-like 

protein 1“, což je antagonista „kostního morfogenetického proteinu 4“ (BMP4, MIM 

*112262), který hraje významnou roli během vytváření embryonálních kostí, regulace 

retinální angiogeneze, diferenciace neurálních buněk a také během vývoje předního 

segmentu oka. V tkáních oka je CHRDL1 exprimován v rohovce, čočce a sítnici, již 

v sedmém týdnu intrauterinního vývoje embrya a exprese přetrvává až do dospělosti (Skuta 

et al. 1983, Nakayama et al. 2001, Webb et al. 2012). Absence CHRDL1 může vést k zvýšené 

expresi BMP4 a tím také k neregulované proliferaci některých typů buněk (Pfirrmann et al. 

2015). Dále je CHRDL1 exprimován také v lidském fetálním mozku, konkrétně 

v tkáni mozečku a neokortexu (mozková kůra) (Webb et al. 2012). Snímky magnetické 

rezonance (MRI) již v minulosti u několika pacientů ukázaly, že přestože jejich kognitivní 

schopnosti zůstávají zachovány, dochází u nich k poklesu myelinizace v bílé hmotě 

mozkové (Webb et al. 2012). 

1.4.2. Vybrané ADS a katarakty spojené s očními i systémovými anomáliemi 

Různé specifické fenotypové kombinace mohou být rozpoznávány jako samostatné 

diagnostické jednotky a syndromy. 

Axenfeldův-Riegerův syndrom 

Axenfeldův-Riegerův syndrom (ARS) je autozomálně dominantní onemocnění 

charakterizované očními defekty, postihujícími především přední segment oka, často 

doplněné o systémové nálezy (Seifi a Walter 2018). Mezi typické oční znaky patří 

přítomnost zadního embryotoxonu, hypoplazie duhovky, iridokorneální adheze, korektopie 
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a/nebo polykorie. Až u poloviny pacientů s ARS dojde k rozvoji glaukomu (Ma et al. 2019, 

Alward 2000). 

Kromě předního segmentu oka, se tento syndrom manifestuje také specifickými 

obličejovými rysy (dysmorfie), zubními i neurologickými abnormalitami, nebo vzácně 

i srdečními vadami (Seifi a Walter 2018). Přesná prevalence ARS není známa, ale odhaduje 

se, že celosvětově postihuje 1 z 200 000 jedinců (Agarwal et al. 2020). ARS je nejčastěji 

způsoben mutacemi v genech PITX2 nebo FOXC1 a typická je úplná penetrance s variabilní 

expresivitou (Meyer-Marcotty et al. 2008, Titheradge et al. 2014).  

ARS bývá často rozdělen na tři podtypy s ohledem na fenotypové projevy; ARS typu 

1 (MIM #180500), ARS typu 2 (MIM %601499), ARS typu 3 (MIM #602482). 

ARS typu 1 vzniká na podkladě patogenních variant v genu PITX2 a kromě ASD se 

vyznačuje také zubními abnormalitami (hypodoncie/oligodontie a mikrodoncie) 

a pupečními anomáliemi (nadbytečná pupeční kůže/kýla a omfalokéla) (Alward 2000). 

ARS typu 2 byl identifikován na základě publikací o Riegerově anomálii u jedinců 

s rozsáhlými 13q14.7 delecemi. V tomto lokusu doposud nebyl identifikován kauzální gen 

(Semina et al. 1996, Nishimura et al. 1998). 

ARS typu 3 má velmi variabilní fenotypové projevy s izolovanou ASD nebo 

s přidruženými vrozenými srdečními vadami, zubními anomáliemi a ztrátou sluchu a je 

způsoben mutacemi v genu FOXC1 (Alward 2000). 

Petersova anomálnie a Petersův plus syndrom 

Petersova anomálie je označení klinické jednotky kombinující zákal rohovky, 

defekty v zadních vrstvách rohovky a lentikulokorneálních a/nebo iridokorneální adhezi 

(Alkatan et al. 2019). Tento stav vede ke snížení zrakové ostrosti a může vést až k amblyopii 

(tupozrakost) nebo strabismu (šilhání). Jedná se o geneticky heterogenní skupinu 

onemocnění, s převahou autozomálně dominantního typu dědičnosti, přičemž jako příčinné 

byly popsány patogenní varianty v genech PAX6, PITX2, CYP1B1 a FOXE3 (Hanson et al. 

1994, Doward et al. 1999, Vincent et al. 2001, Doucette et al. 2011). 

 Petersův plus syndrom je spojen se systémovými anomáliemi, dle definice je 

přítomen nízký vzrůst, výrazné obličejové rysy, rozštěp patra a mentální opoždění (Cohen 

2000, Maillette de Buy Wenniger-Prick a Hennekam 2002). Petersův plus syndrom je 

autozomálně recesivní onemocnění a vzniká na podkladě mutací v genu B3GALTL (MIM 

*610308) (Lesnik Oberstein et al. 2006). 
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Syndrom hereditární hyperferitinémie-katarakty 

HHCS je vzácné autozomálně dominantní onemocnění manifestující vysokými 

hladinami sérového feritinu a vznikem katarakty s časnou manifestací. Na genetické úrovní 

je HHCS způsoben variantami v 5' nepřekládané oblasti genu FTL (MIM *134790) kódující 

lehký řetězec feritinu, tzv. L-feritin, což je globulární protein, který má funkci 

vnitrobuněčného uložiště železa, jelikož železo je pro buňky samo o sobě toxické (Girelli et 

al. 1995). Hladina feritinu v plazmě se využívá jako nepřímý marker pro stanovení hladiny 

železa v těle. Na 5´ nepřekládané oblasti genu FTL se na molekule mRNA nachází tzv. iron 

response element (IRE), který má strukturu vlásenky a vytváří vazebné místo pro IRE 

vazebné proteiny, které jsou při nedostatku železa v buňce pevně navázány na tuto vlásenku, 

čímž zabraňují molekule mRNA vazbě na ribozom, a tím také translaci proteinu (Beaumont 

et al. 1995). Při přítomnosti železa v buňce tyto proteiny z vlásenky disociují a je zahájena 

translace feritinu. Varianty v této oblasti narušují tvorbu vlásenky a tím se stává syntéza 

feritinu na železe nezávislá. L-feritin pro většinu tkání není toxický, ale na úrovni oční čočky 

formuje nerozpustné agregáty a čočka se postupně stává neprůhlednou. Systémová léčba 

těchto pacientů není nutná, neboť nedochází k ukládání železa v jiných tkáních a po operaci 

katarakty a implantaci umělé nitrooční čočky jsou pacienti zcela bezpříznakoví 

(Camaschella a Poggiali 2009). 

Situace se stává nebezpečnou ve chvíli, kdy je na základě krevních testů toto 

onemocnění zaměněno s hereditární hemochromatózou (HH, MIM #235200) (Feder et al. 

1996, Bacon et al. 1999). Jedná se o onemocnění poměrně časté, jde dokonce o jedno 

z nejčastějších monogenně přenášených onemocnění vůbec (European Association For The 

Study Of The 2010, Phatak et al. 2008). Vzniká na podkladě mutací v genu HFE (MIM 

*613609) jehož proteinový produkt se váže na transferinový receptor a redukuje jeho afinitu 

pro železo-nesoucí transferin (Bacon et al. 1999). Transferin v těle zabezpečuje transport 

železa do tkání a správná afinita na jeho receptor je kritická pro regulaci akumulace železa 

v tkáních. 

1.4.3. Molekulárně genetické přístupy při diagnostice  monogenních onemocnění 

Molekulárně genetická diagnostika pacientů s ASD pomáhá při poskytování 

přesnější prognózy vývoje onemocnění z hlediska rizika přenosu onemocnění na další 

generace. Předpokladem pro úspěšný výsledek genetického screeningu je v první řadě 

přesná klinická diagnostika a pečlivá genealogická analýza včetně sestavení rodokmenu, 
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která slouží k odhadu typu dědičnosti konkrétního onemocnění a později k segregačním 

analýzám (Bennett et al. 1995). Vyšetření v rámci jedné rodiny může často zkomplikovat 

neúplná penetrance a variabilní expresivita (Meyer-Marcotty et al. 2008, Titheradge et al. 

2014). Penetrance značí mírů shody mezi genotypem a očekávaným fenotypem, přičemž 

daný genotyp nemusí vždy jednoznačně determinovat fenotyp v plném rozsahu. Expresivita 

vyjadřuje různou povahu (míru postižení) daného genotypu ve fenotypu. U nositelů stejného 

genotypu můžeme nacházet celé spektrum morfologických odchylek. 

Samotné genetické testování může v praxi znamenat přímé Sangerovo sekvenování 

kódujících úseků konkrétního genu, v případě že daný fenotyp přesně koreluje s konkrétní 

diagnostickou jednotkou (např. při výskytu izolované aniridie, sekvenování kódujících 

úseků genu PAX6, nebo genů PITX2, FOXC1 v případě Axenfeldova-Riegerova syndromu) 

(Moosajee et al. 1993, Seifi a Walter 2018). Pokud se jedná o komplexnější, nebo nejasný 

fenotypový nález, může se přistoupit k cíleným genovým panelům, k exomovému 

sekvenování nebo k sekvenování celého genomu (Reis a Semina 2011). V některých 

případech je potřeba provést vyšetření variant počtu kopií (CNV, copy number variation), 

pro odhalení rozlehlejších delecí, nebo duplikací, anebo k vyšetření karyotypu, pro odhalení 

nejrůznějších chromozomálních přestaveb (Royer-Bertrand et al. 2021). V případě 

rozsáhlejších rodin s jasným hereditárním výskytem onemocnění v každé generaci 

s doposud neobjasněnou příčinou, se dá přistoupit ke genomovému sekvenování většího 

počtu rodinných příslušníků a následně k vazebným analýzám (Ott et al. 2015). 

Ověření patogenního vlivu jednotlivých variant je velmi komplexní proces a může 

zahrnovat techniky klonování, použití in silico predikčních programů, nebo nejrůznější 

funkční studie (Pejaver et al. 2022, Richards et al. 2015). 
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2.  Hypotéza a cíle práce 

Cílem mé disertační práce bylo zkoumat molekulárně genetickou příčinu u 51 

pacientů s klinickým obrazem ASD, kongenitálními kataraktami anebo časně 

manifestujícími kataraktami a s nimi spojenými syndromy.  

Dílčí cíle práce: 

1. Identifikace příčinných variant v genu PAX6 a ověření vlivu dvou variant na sestřih pre-

mRNA 

2. Objasnění molekulárně genetické příčiny syndromu hereditární hyperferitinémie-

katarakty ve třech rodinách českého původu 

3. Molekulárně genetická analýza v rodině s chorioretinální dystrofií, variabilně 

asociovanou s kolobomem duhovky, presenilní kataraktou, vrozeným glaukomem 

a albinismem 

4. Komplexní fenotypová a funkční analýza autozomálně dominantních i recesivních 

variant v genu FOXE3 

5. Molekulárně genetická analýza a popis fenotypu X-vázané megalokornei 

6. Genetická a fenotypová charakterizace kohorty pacientů s výskytem Axenfeldova-

Riegerova syndromu 

7. Molekulárně genetická analýza pacientky s dysgenezí předního segmentu oka 

a výskytem slimáčích stop na rohovce  
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4. Metodika 

 Během experimentální části disertační práce bylo použito široké spektrum metod. 

Detailní popis a další informace o jednotlivých metodách jsou uvedeny v souvisejících 

publikacích. Na níže uvedeném obrázku je stručně uveden postup při molekulárně genetické 

diagnostice probandů s ASD (Obrázek 8). 

 

 Důkladné oftalmologické vyšetření zahrnující vyšetření nejlépe korigované zrakové 

ostrosti (NKZO), měření výše nitroočního tlaku, fotografie předního segmentu oka 

a vyšetření fundu 

 V případě potřeby bylo doplněno celkové vyšetření pediatrem, vyšetření sluchu, 

neurologické vyšetření, biochemické vyšetření (měření sérových hladin feritinu, 

železa, aj.) nebo MRI mozku 

 Genealogické vyšetření (zpracováno v programu HaploPainter) 

 Izolace DNA ze vzorků venózní krve pomocí kitu Gentra Puregene Blood Kit Plus 

(QIAGEN) nebo ze vzorků slin pomocí kitu PrepIT-L2P (DNA Genotek) 

 Spektrofotometrické měření koncentrace a čistoty DNA na přístroji Nanodrop One 

(ThermoFisher Scientific) 

 Fluorometrické měření koncentrace DNA na přístroji Qubit (ThermoFisher 

Scientific) 

 Příprava primerů pro polymerázovou řetězovou reakci (PCR) pomocí programu 

Primer3 a následná analýza oligonukleotidů programem OligoAnalyzer Tool 

 PCR reakce byla prováděna pomocí Platinum SuperFi II Green PCR Master Mix 

(Invitrogen) v termocykleru Biometra TOne 96 G (Analytik Jena) 

 Pročištění PCR produktů pomocí ExoSAP-IT (ThermoFisher Scientific) 

 Analýza PCR produktu pomocí čtyřkapilárního analyzátoru 3130 Genetic Analyzer, 

šestnáctikapilárního 3130xl Genetic Analyzer a čtyřadvacetikapilárního 3500 

Genetic Analyzer (všechny značky Applied Biosystems, USA) 

 Analýza sekvenačních dat ve formátu Chromatogram file (.seq) ve volně 

dostupném softwaru Chromas 2.6.6 (Technelysium) 

 Exomové a genomové sekvenování na platformě Illumina, analyzátorem NovaSeq 

6000s (Illumina) 
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 Sekvence ve formátu FASTAQ (.fq) byly bioanalyticky zpracovány v programu 

Novoalign společnosti NovoCraft, mapovány na sekvenci lidského referenčního 

genomu (UCSC Genome Browser hg19) a následně zkonvertovány do souborů 

formátu BAM (.bam) a BAI (.bai) 

 Data dále analyzována pomocí softwaru Integrative Genomics Viewer (IGV) 

 Vyšetření CNV pro odhalení rozlehlejších delecí nebo duplikací pomocí Infinium 

Global Screening Array-24 (Illumina) 

 Vyšetření paternity/maternity pomocí kitu AmpFLSTR Identifiler Plus PCR 

Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific) a AMLX/Y testem 

Popis nalezených, potenciálně patogenních variant 

 Anotace nalezených variant probíhala dle doporučení Human Genome Variation 

Society (HGVS) 

 Frekvence nalezených variant byly kontrolovány v databázi gnomAD v2.1.1 

zobrazující data z 125 748 exomů a 15 708 genomů a také ve verzi 3.1.2 

zobrazující data ze 76 156 genomů od nepříbuzných jedinců (přístup 6/2023)  

 Hodnocení patogenity detekovaných variant dle doporučení American College of 

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

Predikční analýzy a funkční studie 

 Zhodnocení patogenity variant pomocí kombinace predikčních algoritmů: Revel, 

SIFT, Polyphen2, MutationTaster, FATHMM, NetGene2, MaxEntScan, NNsplice, 

nástroj miRDB. aj. 

 Ab initio semi-empirické predikce sekundární a terciální struktury proteinů 

(program I-Tasser) 

 Klonování a transfekce 

 Ověření vlivu variant na sestřih pre-mRNA metodou Exon-trappingu – metoda 

byla optimalizována v diplomové práci  

 Western blot analýzy 

 RNA izolace a Real-Time qPCR 

 Gelová retardační analýza (EMSA, Electrophoretic mobility shift assay) 

 Kvantifikační proteinová analýza (ELISA) 

 Imunobarvení pomocí N-koncového epitopu FLAG 
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 Analýza transkripční aktivity proteinů byla testována pomocí luciferázových 

kotransfekčních testů za použití (FHB)6-TK-luc reportéru 

Schématický postup návaznosti jednotlivých kroků analýzy je znázorněn na Obrázku 8. 

 

Obrázek 8: Schéma postupu vyšetření a molekulárně genetické diagnostiky u pacientů s ASD. 
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5. Výsledky a komentáře k publikovaným pracím 

V průběhu vypracovávání disertačního projektu se povedlo zpracovat a ve formě 

publikačních výstupů zpracovat popis fenotypu a molekulárně genetické příčiny u 51 

pacientů z 23 rodin vyšetřených na Oční klinice 1. LF UK a VFN v Praze s různými typy 

ASD a kataraktami. 

5.1. Identifikace příčinných variant v genu PAX6 a ověření vlivu dvou 

variant na sestřih pre-mRNA 

Příloha 1: Phenotype Variability in Czech Patients Carrying PAX6 Disease-Causing 

Variants 

 

Molekulárně genetická analýza v šesti rodinách s nálezem aniridie pomohla odhalit 

kauzální varianty v genu PAX6 (referenční sekvence NM_000280.4; NG_008679.1) pomocí 

přímého sekvenování u tří probandů (rodiny 2, 5 a 6) a u zbylých tří pomocí exomového 

sekvenování (rodiny 1, 3 a 4). 

U probandky z rodiny 1 (Obrázek 9) byla v heterozygotním stavu identifikována 

doposud nepopsaná delece 11 nukleotidů c.111_120del, která způsobuje posun čtecího 

rámce; p.(Arg38Thrfs*13). V důsledku takto zásadního posunu a s tím spojeným výskytem 

předčasného stop kodonu předpokládáme, že molekula mRNA vzniklá z této alely je buňkou 

likvidována pomocí NMD mechanismu. 

U probandky z rodiny 2 byla v heterozygotním stavu nalezena varianta c.183C˃G, 

která vede ke tvorbě stop kodonu; p.(Tyr61*). Tato varianta byla již dříve popsána ve 

spojitosti s výskytem aniridie (Perez-Solorzano et al. 2017). Jelikož nebyla varianta 

přítomna ani u jednoho z rodičů, bylo provedeno testování paternity a maternity 

a předpokládáme, že varianta vznikla de novo mechanismem, nebo se může jednat o případ 

germinálního mozaicismu. I v tomto případě bude pravděpodobně mRNA likvidována 

mechanismem NMD. 

Varianta c.622C>T p.(Arg208Trp) byla identifikována hned ve dvou rodinách;  

v rodině 3 a 4. Aminokyselinová substituce se nachází ve vysoce konzervované doméně, 

nesoucí jaderný lokalizační signál, tzv. homeonukleární lokalizační signál, přičemž 

konzervovanost této sekvence byla ověřena programem T-coffee. Aminokyselinová záměna 

v této oblasti může vést ke zhoršenému transportu proteinu PAX6 do jádra, kde vykonává 

funkci transkripčního faktoru (Ploski et al. 2004). Tato varianta byla již dříve popsána 
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a pozorována v několika dalších rodinách s výskytem aniridie (Hanson et al. 1993, Goolam 

et al. 2018). Chybějící rodinná anamnéza a negativní cílený screening varianty u rodičů 

probanda z rodiny 4, naznačoval původ varianty de novo, nebo výskyt germinálního 

mozaicismu. Rodinní příslušníci probanda z rodiny 3 nebyli bohužel k dispozici ke 

genetickému vyšetření. 

V rodině 5  a 6 se povedlo odhalit variantu na rozhraní intron-exon; c.1032+1G>A 

(rodina 5) a c.1183+1G>T (rodina 6). Tyto varianty, byly vyhodnoceny dostupnými in silico 

predikčními nástroji jako narušující sestřih. Varianta c.1032+1G˃A byla již v minulosti 

pozorována u 2 probandů s aniridií (Jordan et al. 1992, Malandrini et al. 2001), ale varianta 

c.1183+1G˃T nebyla doposud v literatuře popsána. Segregační analýza těchto dvou variant 

v rámci jednotlivých rodin podpořila jejich patogenitu (Obrázek 9). Experimentální ověření 

a charakterizace vlivu obou variant na sestřih molekuly pre-mRNA bylo provedeno metodou 

Exon-trappingu.  

Varianta c.1032+1G>A vede k vynechání celého exonu 11 ze sekvence mRNA, 

k posunu čtecího rámce s předpokládanou inzercí předčasného stop kodonu po začlenění 25 

jiných aminokyselin (p.Val306Alafs*26). Varianta c.1183+1G>T vede k vynechání celého 

exonu 12 ze sekvence mRNA, přičemž pravděpodobně dochází k začlenění 129 jiných 

aminokyselinových zbytků a tím také k prodloužení proteinu o 51 aminokyselin oproti 

referenční proteinové sekvenci (p.Pro346Aspfs*130). V obou případech dochází ke ztrátě 

karboxylového konce proteinu PAX6 a k výraznému ovlivnění jeho funkce transkripční 

aktivace. Takto může v buňkách vznikat aberantní protein, anebo je molekula mRNA 

buňkou likvidována. 

Klinické nálezy jednotlivých pacientů jsou popsány v Tabulce 1 a vybrané 

fenotypové projevy na Obrázku 7. NKZO byla snížena u všech postižených subjektů 

v rozmezí od 0,5 až po úplnou nevidomost. Úplná absence duhovky byla pozorována u 13 

z 22 zkoumaných očí. Kongenitální nebo juvenilní katarakta byla pozorována u 9 pacientů 

a sekundární glaukom u 4 jedinců. Jedinec II:2 z rodiny 4 neměl žádné defekty duhovky a na 

molekulárně genetickou analýzu byl odeslán pro oboustrannou přední polární kataraktu. 
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Obrázek 9: Výsledky genetického a genealogického testování pacientů s aniridií. Bylo detekováno 5 různých mutací v genu PAX6. MUT (mutant) mutantní alela; WT (wild 
type) divoká alela. Referenční sekvence genu PAX6: NM_000280.
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Tabulka 1. Klinické nálezy 11 jedinců s variantami v genu PAX6. 

ID/věk 
(let) 

NKZO Oční nálezy 

OP OL OP OL 

R1-II:4/50 0.02 VS 
Nystagmus, kompletní aniridie, makulární 
hypoplazie, glaukom od 18 let  

Nystagmus, kompletní aniridie, glaukom 
od 18 let 

R1-III:5/27 VS VS 
Nystagmus, parciální aniridie, makulární 
hypoplazie, glaukom od 9 let 

Nystagmus, parciální aniridie, makulární 
hypoplazie, glaukom od 9 let 

R2-II:1/31 0,5 0,5 
Mírná ptóza, kompletní aniridie, zadní i 
přední subkapsulární katarakta, mírná 
hypoplazie makuly 

Parciální aniridie, zadní subkapsulární 
katarakta, mírná hypoplazie makuly 

R3-II:1/32 0,1 PR 
Nystagmus, mikrokornea, parciální 
aniridie, chorioretinální kolobom 

Nystagmus, mikrokornea, parciální 
aniridie, chorioretinální kolobom 

R4-II:2/8 0,3 0,4 
Vysoká myopie (- 14 D), nystagmus, 
přední polární katarakta, kolobom 
optického nervu, mírná hypoplazie makuly 

Vysoká myopie (- 15 D), nystagmus, 
přední polární katarakta, kolobom 
optického nervu, mírná hypoplazie 
makuly 

R5-II:2/46 0,01 0,01 
Těžká ptóza, nystagmus, parciální aniridie, 
přední polární katarakta, hypoplazie 
makuly, glaukom od 42 let 

Těžká ptóza, nystagmus, hypoplazie 
duhovky, přední polární katarakta, 
hypoplazie makuly, fibrovaskulární 
pannus 

R5-III:2/11 0,2 0,2 
Nystagmus, embryotoxon, keratopatie, 
kompletní aniridie hypoplazie makuly 

Nystagmus, embryotoxon, keratopatie na 
periferii, kompletní aniridie, hypoplazie 
makuly 

R6-III:1/46 0 0,2 
Nystagmus, keratopatie, kompletní 
aniridie, posttraumatická ztráta zraku 

Nystagmus, kompletní aniridie, nukleární 
katarakta, makulární hypoplazie, 
glaukom 

R6-IV:4/20 0,02 0 
Nystagmus, kompletní aniridie, 
chorioretinální kolobom, makulární 
hypoplazie, glaukom od 13 let 

Nystagmus, kompletní aniridie, 
chorioretinální kolobom, posttraumatická 
ztráta zraku 

R6-IV:5/16 0,15 0,15 
Nystagmus, kompletní aniridie, 
keratopatie, glaukom od 16 let 

Nystagmus, kompletní aniridie, 
keratopatie, glaukom od 16 let 

R6-IV:6/15 0,1 0,1 
Nystagmus, kompletní aniridie, přední 
polární katarakta, chorioretinální kolobom, 
makulární hypoplazie 

Nystagmus, kompletní aniridie, přední 
polární katarakta, chorioretinální 
kolobom, makulární hypoplazie 

Zkratky: NKZO nejlépe korigovaná zraková ostrost, D dioptrie, OL oko levé, OP oko pravé, PR pohyby (rukou), 
R rodina, VS vnímání světla (světlocit). 

Kromě běžných fenotypových projevů, jako je částečná nebo úplná ztráta duhovky 

a hypoplazie makuly, jsme pozorovali u námi vyšetřených pacientů i vzácné fenotypové 

projevy, jako například kombinace vrozené ptózy, hypoplazie duhovky, přední polární 

katarakty a poruchu glukózové tolerance u probanda II:1 z rodiny 5 (Obrázek 12). Tento 

fenomén byl již v minulosti popsán v souvislosti s variantou v genu PAX6 (Peter et al. 2013). 

Nicméně dcera probanda, nesoucí stejnou patogenní variantu měla typickou aniridii bez 

ostatních nálezů. 
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Obrázek 10: Vybrané klinické nálezy pacientů s variantami v genu PAX6. (A) Bilaterální vrozená ptóza u 

jedince II:2 z rodiny 5 ve věku 46 let. (B) Unilaterální ptóza u probandky II:1 z rodiny 2. (C-E) Detailnější nálezy 
pacienta II:2 z rodiny 5; Parciální aniridie a přední polární katarakta na OP (C). Hypoplazie duhovky a přední polární 
katarakta na OL ve věku 44 let (D), keratopatie fibrovaskulárního pannu a vaskularizace na OP (ve věku 46 let (E). 
OL oko levé, OP oko pravé. 

Celkově bylo identifikováno šest různých heterozygotních variant v genu PAX6, 

přičemž varianty c.111_120del a c.1183+1G˃T byly popsány zcela poprvé. Bylo 

experimentálně prokázáno, že varianty c.1183+1G˃T a c.1032+1G>A vedou k aberantnímu 

sestřihu s přeskočením celého jednoho exonu ze sekvence mRNA a s následným posunem 

čtecího rámce v obou případech. Fenotypové projevy onemocnění byly variabilní jak mezi 

jednotlivými rodinami, pak také i v rámci jednotlivých jedinců konkrétních rodin. Naše studie 

tedy rozšířila známé spektrum patogenních variant v genu PAX6 a potvrdila, že související 

fenotypové projevy mohou být velmi variabilní. 

5.2. Molekulárně genetická diagnostika syndromu hereditární 

hyperferitinemie-katarakty ve třech českých rodinách 

Příloha 2: Hereditary hyperferritinemia-cataract syndrome in three Czech families: 

molecular genetic testing and clinical implications  
 

Studie stanovila molekulárně genetickou diagnózu u tří českých probandů s HHCS 

u kterých bylo provedeno komplexní oční i systémové vyšetření, včetně měření sérových hladin 

feritinu i železa. U všech probandů byla nalezena varianta v oblasti 5´UTR genu FTL 

(referenční sekvence NM_000146.3; NG_008152.1). 

V případě probandky II:1 z rodiny 7 (Obrázek 11A) nebyl popsán familiární výskyt 

juvenilních katarakt nebo systémového onemocnění. Ve věku 7 let byla opakovaně vyšetřována 

pro chronickou tonzilitidu. Náhodně u ní byly detekovány vysoké hladiny sérového feritinu 
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(Tabulka 2) v rozsahu 750–1216 µg/l (referenční hladiny 7–140 µg/l). Klinická dokumentace, 

včetně snímků MRI mozku, jater a srdce, nenaznačovala výskyt nadměrných hladin železa. 

Bylo provedeno také genetické testování genu HFE (pro vyloučení HH) bez nálezu kauzální 

varianty a bylo doporučeno oftalmologické vyšetření, pro vyloučení HHCS. Byly zjištěny 

nevýznamné bilaterální opacity čočky, zraková ostrost byla zcela v normě a ani tento výsledek 

nevedl ke stanovení správné diagnózy. 

V 8,5 letech dosáhly hladiny feritinu 1275,1 µg/l, což vedlo ošetřující lékaře k zahájení 

chelatační terapie Deferasiroxinem 500 mg (25 mg/kg), který byl podáván denně perorálně. 

Sedmý den léčby začala pacientka zvracet, ztratila vědomí a vzniky u ní křeče. Laboratorní 

vyšetření první den kómatu ukázalo hyperamonémii (710 μmol/l), metabolickou acidózu 

a akutní selhání ledvin s oligurií a azotemií (kreatinin 266 μmol/l, močovina 14 mmol/l). Testy 

jaterních funkcí, sérového albuminu, glykémie a protrombinu byly v normě. Deferasirox byl 

vysazen a byla zahájena hemodialýza, která rychle vyřešila hyperamonémii a došlo 

k postupnému zotavení. Během tří dnů došlo u pacientky k vymizení neurologické 

symptomatologie a celá událost byla vyhodnocena jako idiosynkratická (neobvyklá reakce na 

léčivo, nezávislá na dávce). 

Po zotavení probandky byla rodina odeslána na vyšetření ke klinickému genetikovi, 

který indikoval screening oblasti IRE genu FTL. Identifikována byla varianta c.-167C>T 

v heterozygotním stavu, která potvrdila diagnózu HHCS. Ani jeden z rodičů neměl laboratorní 

nebo klinické příznaky HHCS a zároveň nebyli nositeli varianty c.-167C>T. Následné vyšetření 

paternity potvrdilo výskyt varianty de novo mechanismem nebo na základě germinálního 

mozaicismu. Opakované oftalmologické vyšetření, provedené ve věku 8,5 let zdokumentovalo 

bilaterální opacity v obou čočkách (Obrázek 11B). Vyšetření NKZO bylo v normě, 0,9 

bilaterálně, s korekcí -1,0 D. 

U probanda z rodiny 8 (II:1, Obrázek 11C) byla ve věku 43 let náhodně odhalena 

hyperferitinémie během léčby plicní embolie (následek klavikulární zlomeniny). Neměl žádné 

známky přetížení organismu železem a také hladiny železa v séru byly v normě (Tabulka 2). 

Opacity v čočce byly u něj poprvé detekovány ve věku 3 let a ve 20 letech byl šedý zákal 

operačně odstraněn. Otec probanda podstoupil operaci katarakty bilaterálně ve věku 40 let. 

Rodinná anamnéza dále naznačila, že babička probanda měla, stejně jako několik dalších 

příbuzných, také kataraktu s časnou manifestací. U probandovy dcery (III:1, Obrázek 11C) byl 

šedý zákal diagnostikován již ve 3 letech a ve věku 4,5 let u ní byla také nalezena 

hyperferitinémie (Tabulka 2). Oftalmologické vyšetření ve věku 5 let zdokumentovalo snížení 

NKZO na 0,2 bilaterálně a četné malé opacity v čočce. 
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V dokumentaci byly uvedeny také výsledky genetického testování variant v genu HFE 

(referenční sekvence NM_000410.3). Bylo zjištěno, že proband složeným heterozygotem pro 

varianty c.193A>T p.(Ser65Cys) a c.845G>A p.(Cys282Tyr), zatímco jeho dcera (III:1) a jeho 

otec (I:1) jsou pouze heterozygotními nositeli varianty c.193A>T. Interpretace potenciální 

patogenity variant v HFE byla chybná, což vedlo k zahájení léčby v podobě venepunkce 

(pouštění žilou), každé 3 týdny. Nicméně rodině byla dále doporučena i návštěva klinického 

genetika, který indikoval, na základě zjevného autozomálně dominantního způsobu dědičnosti, 

screening oblasti IRE genu FTL. Tato analýza potvrdila podezření na HHCS nálezem 

heterozygotní varianty c.-168G>C v genu FTL, která byla přítomna u všech dostupných, 

postižených rodinných příslušníků (Obrázek 11C). 

U probanda z rodiny 9 (III:1, Obrázek 11D) byla hyperferitinémie s normálními 

hladinami železa v séru (Tabulka 2) nelezena náhodně, když byl ve věku 3 let vyšetřován pro 

bolesti kloubů a opakované horečnaté epizody. Byla stanovena diagnóza HH, ale dostupná 

klinická dokumentace uváděla negativní testování nejčastějších variant v genu HFE. Klinické 

podezření na HHCS vedlo k cílenému screeningu a identifikaci heterozygotní varianty 

c.-161C>T v genu FTL (Obrázek 11D). Stejná mutace byla nalezena u probandovy matky. 

Teprve po tomto pozitivním výsledku bylo na základě cíleného dotazu zjištěno, že u ní byla 

také diagnostikována bilaterální katarakta vedoucí pouze k mírnému snížení NKZO (0,7 na OP 

a 0.6 na OL). Dle informací rodiny měl i dědeček probanda (I:1, Obrázek 11D) zvýšené hladiny 

feritinu v séru a v dospělém věku podstoupil operaci katarakty. 

U všech ze tří probandů byly detekovány patogenní varianty v 5´UTR oblasti genu FTL: 

c.-161C>T, c.-167C>T a c.-168G>C, přítomné v heterozygotním stavu. Všechny tyto mutace 

byly již dříve popsány ve spojitosti s HHCS (Millonig, Muckenthaler and Mueller 2010, 

Mumford et al. 1998, Balas et al. 1999, Campagnoli et al. 2002). Dvě segregovaly v rodině 

s fenotypem onemocnění a v jednom případě (c.-167C>T) se varianta vyskytla u probandky 

izolovaně. Před stanovením molekulární diagnózy byla u dvou probandů stanovena nesprávná 

diagnóza HH. 

Ačkoli je HHCS je velmi vzácný s odhadovanou prevalencí 1 postižený na 200 000 

jedinců, naše výsledky zdůrazňují potřebu dále zvyšovat povědomí o této nemoci (Craig et al. 

2003). Ani nepřítomnost rodinné anamnézy nevylučuje diagnózu HHCS, jelikož patogenní 

varianta se vzácně může objevit de novo. Alarmující je, že nekódující oblasti mohou být 

vynechávány z diagnostických genových panelů, čímž unikají detekci. 
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Obrázek 11: Výsledky genetického, genealogického a klinického testování pacientů s HHCS. (A) sekvenční 

chromatogram a rodokmen rodiny 7, (B) fotografie katarakty probandky z rodiny 7; vlevo OP v přímém osvětlení 
štěrbinovou lampou a vpravo OP v retroiluminaci, bilaterální opacity se vyskytují v kortexu i v jádru čočky, (C) 
sekvenční chromatogram a rodokmen rodiny 8, (D) sekvenční chromatogram a rodokmen rodiny 9. MUT (mutant) 
mutantní alela; WT (wild type) divoká alela. Referenční sekvence genu FTL: NM_000146.3.   

Tabulka 2. Biochemické hodnoty u pěti jedinců se HHCS. U pacientů s vícenásobnými měřeními 
jsou také zobrazeny zdokumentované rozsahy hladin feritinu.  

ID  
Věk 
(let) 

Železo 
(µmol/l) 

Feritin (µg/l) 

Rozsah 
naměřených 
hodnot (µg/l) 

Transferin (g/l) 
Saturace 

transferinu 
železem (%)  

Rodina 7; II:1 7,5 8,7 750 750–1275 2,21 15.7 

Rodina 8; II:1 43 24,3 2328 1937–2328 2,18 28 

Rodina 9; III:1 4,5 14,6 1861 ND 2,84 20 

Rodina 9; II:1 36 13,8 924 ND ND ND 

Rodina 9; III:1 3,5 20,1 973 973–1000 2,58 31 

Běžné hladiny parametrů měřených ze séra; železo: děti (ve věku 1–15) 4–24 µmol/l, ženy 6,6–28 µmol/l, muži 

7,2–29 µmol/l; feritin: děti (starší než 6 měsíců) 7–140 µg/l, ženy 12–150 µg/l, muži 15–70 µg/l; transferin 2–3 g/l; 
saturace transferinu 20–50 %. ND není dostupné  
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5.3. Molekulárně genetická analýza v rodině s chorioretinální dystrofií 

variabilně asociovanou s kolobomem duhovky, presenilní kataraktou, 

vrozeným glaukomem a albinismem 

Příloha 3: MIR204 n.37C>T variant as a cause of chorioretinal dystrophy variably 

associated with iris coloboma, early-onset cataracts and congenital glaucoma 
 

Tato práce popisuje molekulárně genetickou analýzu třígenerační rodiny (rodina 10) 

s výskytem dvou klinických jednotek; retinální dystrofie s časnou manifestací, variabilně 

asociovanou s kolobomem duhovky, presenilní kataraktou a vrozeným glaukomem spolu 

s albinismem. 

 

Obrázek 12: Rodokmen rodiny a segregace identifikovaných patogenních variant v MIR204 a OCA2. 
E exomové sekvenování; G genomové sekvenování; SV strukturální varianta (alela OCA2 “143kb;184kb CxSV”); 
WT (wild type) divoká alela. Referenční sekvence MIR204: NR_029621.1 a genu OCA2: NM_000275.3. 

Klinické vyšetření probanda (II:2, Obrázek 12), v kombinaci s jeho předchozí dostupnou 

klinickou dokumentací, odhalilo bilaterální retinální dystrofii, v minulosti chybně 

diagnostikovanou jako vrozenou toxoplazmózu (ve věku 13 let) spolu s kongenitální 

kataraktou. NKZO vykazovala dle dostupné dokumentace postupný pokles, až do stavu počítání 

prstů na pravém oku a světlocit na levém oku ve věku 25 let (Tabulka 3). Při posledním 

vyšetření ve věku 41 let byla zdokumentována pokročilá oboustranná chorioretinální atrofie 

(Obrázek 13G-H, Tabulka 3). 

Proband měl čtyři děti; dvě dcery a dva syny, přičemž obě dcery postiženy podobným 

očním fenotypem ve variabilním rozsahu a stejně tak matka probanda (Obrázek 12, Tabulka 3). 
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Nejmladší dcera (III:4, Obrázek 12) trpěla vrozeným glaukomem, v době vyšetření už 

zaléčeným. Další vyšetření u ní odhalilo také bilaterální retinální atrofické léze 

s pigmentovanými okraji (Obrázek 13K). Nejevila žádné známky katarakty. 

Exomové sekvenování provedené u nejmladší dcery probanda (III:4, Obrázek 12) 

odhalilo heterozygotní variantu n.37C>T v MIR204 (referenční sekvence NR_029621.1). 

Segregační analýza potvrdila přítomnost varianty n.37C>T u všech dalších členů rodiny 

s diagnózou progresivní dystrofie sítnice, tj. u probanda, jeho matky a nejstarší dcery 

(Obrázek 12).  

Tabulka 3. Klinické nálezy 7 jedinců s variantami v MIR204 a OCA2. 

ID 
Primární 
diagnóza 

Věk  
(let) 

NKZO 
OP 

NKZO 
OL 

Přední segment 
oka 

Zadní segment oka Další 

I:2 CRCCG 

34 VS 0,1 OL kolobom 
duhovky, OO 

časně manifestující 
katarakta 

OO chorioretinální 
atrofie s centrálním a 

pefirefním 
shluhováním RPE 

Šeroslepost,  
OO nystagmus 74 NS NS 

II:2 CRCCG 

13 0,04 0,04 OO persistentní 
pupilární 

membrána,  OO 
kolobom duhovky, 

OO časně 
manifestující 

katarakta 

OO chorioretinální 
atrofie s centrálními 

shluky RPE 

Šeroslepost,  
OO nystagmus 

17 0,04 0,03 

25 PP VS 

41 VS VS 

II:3 
OCA2 

(okulokutánní) 
42 

0,32 
 

0,5 
 

OO průsvitná 
duhovka 

OO hypopigmentace 
fundu, 

OO makulární 
hypoplazie (těžká) 

OO nystagmus, 
světlé vlasy a 

kůže 

III:1 
CRCCG 
OCA2 

(okulokutánní) 
15 0,04 0,063  

OO průsvitná 
duhovka 

OO hypopigmentace 
fundu,  

chorioretinální atrofie 
s nerovnoměrnou 
RPE distribucí, ale 
bez tvorby shluků,  

OO makulární 
hypoplazie (těžká) 

OO nystagmus,  
OO zúžení 

zorného pole, 
světlé vlasy a 

kůže 

III:2 
OCA2 

(okulární) 
10 1,0 1,0 Normální 

OO makulární 
hypoplazie (mírná) 

 

III:3 
OCA2 

(okulární) 
13 1,0 1,0 Normální 

OO makulární 
hypoplazie (mírná) 

 

III:4 CRCCG 6 0,06  VS 
OO kolobom 
duhovky, OL 

pásová keratopatie 

OO hypopigmentace 
fundu, OO atrofické 

léze na makule  
ohraničené 

pigmentovými shluky 

OO kongenitální 
glaukom 

congenital 
glaucoma, 

OO nystagmus 

Zkratky: CRCCG (chorioretinal dystrophy variably associated with iris coloboma, early-onset cataract) 
chorioretinální dystrofie variabilně doplněná o kolobom duhovky a časně manifestující kataraktu, NS nevnímá 
světlo, OO obě oči, PP počítá prsty, VS vnímání světla (světlocit), NKZO OL nejlépe korigovaná zraková ostrost 
oko levé, NKZO OP nejlépe korigovaná zraková ostrost oko pravé.  
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Obrázek 13: Klinické nálezy u tří členů rodiny s dominantně dědičnou chorioretinální dystrofií variabilně 
spojenou s kolobomem duhovky, kongenitální kataraktou a glaukomem. Fotografie předního segmentu oka 

jednotlivých členů rodiny; (A-D) matka probanda I:2 s nálezem hypoplazie duhovky a kataraktou na OP (A) 
hypoplazie duhovky, kolobom a afakie OL (B), fotografie fundu OL ukazující pokročilou chorioretinální atrofii se 
shluky pigmentu jak v makule, tak na periferii sítnice (C), horizontální SD-OCT sken dokumentující závažné atrofie 
a ztenčení sítnice a hyperplazie RPE (D). Fotografie předního segmentu oka probanda II:2 (E-F) vykazující 
hypoplazii duhovky a kolobom na OP (E) a OL (F). Fotografie nejstarší dcery III:4 (G-H) dokumentující hypoplazii 
duhovky a kolobom na OP (G) a OL (H). Fotografie fundu probanda II:2 (I-J); bledé terče zrakového nervu 
a pokročilá chorioretinální dystrofie projevující se jako bledý fundus s tenkými cévami, atrofická léze lemovaná 
pigmentem v oblasti makuly a shluky pigmentu na periferii OP (I) a OL (J). Dcera III:4 (K-L) s kulatou lézí 
chorioretinální atrofie s pigmentovanými okraji v celé makulární oblasti v OP (K) a OL (L). Odpovídající horizontální 
SD-OCT skeny OP (M) a OL (N) probanda dokumentují chorioretinální atrofii, zahrnující všechny retinální vrstvy 
a subfoveální hyperplazii RPE. SD-OCT u dcery také ukazuje chorioretinální atrofii a subfoveální hyperreflexní lézi 
na podkladě fibrózy (přítomné mezi hvězdičkami) na OP (O). OL oko levé, OP oko pravé. 

Varianta n.37C>T byla již v minulosti popsána u 6 členů pětigenerační rodiny britského 

původu spolu s fenotypem „retinální dystrofie s kolobomem duhovky s nebo bez vrozené 

katarakty“ (MIM #616722) (Conte et al. 2015). 

Varianta n.37C>T molekuly miR-204 se nachází v místě tzv. seed sekvence, což je 

v pořadí 2. - 8. nukleotid miRNA vlásenky na jejím 5´ konci (Obrázek 14A). Seed sekvence je 

zodpovědná za rozpoznávání cílových molekul mRNA, jelikož s nimi vykazuje vysokou míru 
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komplementarity. Substituce n.37C>T se nachází přímo v 5. místě této seed sekvence a vede 

ke změně rozpoznávacího místa, tím pádem také k cílení na jiný repertoár mRNA molekul 

(Obrázek 14B-C). Pro ověření schopnosti mutované mRNA vázat se na své cílové molekuly 

mRNA (na základě komplementarity), byl využit nástroj miRDB (verze 6.0), přičemž seznam 

jednotlivých genů (resp. mRNA molekul) včetně cílového skóre pro každou z variant, byl 

použit k vytvoření tzv. teplotní mapy (Obrázek 14B) (Chen a Wang 2020, Liu a Wang 2019). 

Na základě této in silico predikční analýzy se povedlo určit, že miR-204 nesoucí variantu 

n.37C>T, bude pravděpodobně cílit na 998 molekul mRNA více, než její divoký typ. Jedná se 

tím pádem o „gain of function“ typ mutace (Obrázek 14C). 

 

Obrázek 14: In silico analýza varianty MIR204 n.37C>T odhaluje změny jejích cílových mRNA molekul 

a naznačuje mechanismus „gain-of-function“ mutované miR-204. (A) Vlásenková struktura WT a n.37C>T varianty 
miR-204 byla určena pomocí nástroje RNAfold. Černá šipka ukazuje místo změny konkrétního zmutovaného 
nukleotidu. V tabulce níže je černě podtržena „seed“ sekvence miR-204. (B) Teplotní mapa (tzv. heat mapa) 
ukazuje srovnání domnělých funkčních důsledků varianty n.37C>T a WT na jednotlivé cílové geny (mRNA 
molekuly). (C) Počty predikovaných cílených mRNA pro variantu WT i n.37C>T, které byly stanoveny pomocí 
nástroje miRDB. MUT (mutant) mutantní alela, WT (wild type).  
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Zajímala nás dále otázka, zda naše rodina může být příbuzná s rodinou britského původu 

nesoucí stejnou variantu v MIR204, což je důležité z hlediska posuzování její patogenity. 

Z tohoto důvodu jsme se rozhodli sestavit haplotyp variant ve vazebné nerovnováze („linkage 

disequilibrium“) s variantou n.37C>T a molekulárně genetickou analýzu nejmladší dcery jsme 

doplnili o genomové sekvenování. V kombinaci s genomovou analýzou její matky, která byla 

provedena v rámci charakterizace OCA2 přestavby (viz níže) jsme nalezli 6 vzácných jedno-

nukleotidových polymorfismů (SNP, single-nucleotide polymorphism) ve vzdálenosti až 

630 kb od varianty v MIR204 s nízkou populační frekvencí. Žádný z těchto polymorfismů nebyl 

přítomen v původní britské rodině (ověřeno Sangerovým sekvenováním) a byla tak vyloučena 

hypotéza společného zakladatele (Tabulka 4). 

Tabulka 4. Vzácné SNP polymorfismy ve vazebné nerovnováze s MIR204 variantou. 

Gen Pozice (hg19) 
Vzdálenost od 

MIR204 n.37C>T (bp) 
Frekvence v databázi 

gnomAD v2.1.1  

TRPM3 chr9:73185641 G>A -239323 0.0002230 

TRPM3 chr9:73206702 A>G -218262 0.00009554 

TRPM3 chr9:73506456 C>T +81492 0.005001 

TRPM3 chr9:73667559 C>G +242595 0.00003188 

TRPM3 chr9:73974115 A>G +549151 0.003791 

TRPM3 chr9:74055832 T>G +630868 0.0001593 

 

Identifikace druhé nezávislé rodiny na světě potvrdila patogenitu varianty to n.37C>T 

v MIR204 (ACMG kritéria: PS3, PM1, PM2, PP1, PP4) a zároveň naznačila, že fenotyp s touto 

variantou spojený může zahrnovat také vrozený glaukom. 

Albinismus se v rodině vyskytl s variabilními projevy hned ve dvou generacích 

(manželka probanda: II:3, nejstarší dcera: III:1 a oba synové: III:2 a III:3). Mírnější forma se 

u synů III:2 a III:3 manifestovala pouze ve formě makulární hypoplazie, která byla odhalena až 

po přístrojovém oftalmologickém vyšetření, indikovaném pouze v rámci charakterizace nálezů 

v celé rodině. Synové probanda jsou jinak zcela bez očních obtíží a mají normální NKZO. 

U nejstarší dcery probanda se vyskytla duální diagnóza albinismu a také CRCCG. 

Albinismus se běžně manifestuje autosomálně recesivní dědičností, onemocnění však 

bylo v rodině přítomno ve dvou generacích a domnívali jsme se proto, že by se mohlo jednat 

o tzv. pseudodominaci.  

U partnerky probanda se nám povedlo odhalit rozsáhlou přestavbu genu OCA2 

(MIM *611409, referenční sekvence NM_000275.3) na jedné alele a missense variantu 
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c.1327G>A p.(Val443Ile) v pozici trans (Obrázek 12). Přestože tato missense varianta 

má poměrně vysokou frekvencí v populačních databázích, např. v gnomAD 0.005096 (tj. 653 

alel, včetně 4 homozygotů evropského nefinského původu), je považována za patogenní na 

základě ACMG kritérií (PM2, PM3, PM1, PS4, PS3, PP4). Konkrétně výskyt varianty 

c.1327G>A byl již v minulosti popsán v pozici trans s jinou patogenní variantou u více než 40 

pacientů s okulárním i okulokutánním albinismem, dále se ukázala se jako příčinná 

v homozygotním stavu u více než 10 jedinců (Yang et al. 2019, Lasseaux et al. 2018, Hutton a 

Spritz 2008, Marti et al. 2018). V homozygotním stavu varianta způsobuje pravděpodobně jen 

okulární formu albinismu manifestující se jako makulární hypoplazie (jak je tomu právě 

u jedinců III:2 a III:3) (Rocca et al. 2022). Jelikož byl proband náhodným přenašečem této 

missense patogenní varianty, způsobilo to v této rodině pseudodominanci albinismu, tedy 

náhodný výskyt autozomálně recesivního onemocnění ve dvou následných generacích. 

Složitá genová přestavba byla již dříve několikrát popsána (Rooryck et al. 2011, Loftus 

et al. 2021). Jedná se o vystřižení téměř 184 kb dlouhého, úseku genu (zahrnující exony 3-19), 

který je invertován a inzertován do oblasti intronu 2 (Obrázek 15).  

Tato varianta je dle nomenklatury HGVS definována jako 

NC_000015.9:g.[28337021_28339403delins[CCTGGTTGTAGGTCTAACCTGGTTAGAAT

CA;28143225_28285967inv; C];[28119923_28303785del]. Loftus a kol. navrhli označovat 

tuto strukturální variantu (SV) jako alelu „143 kb; 184 kb CxSV“ (Loftus et al. 2021). In silico 

programy predikovaly vznik aberantního transkriptu mRNA s novým sestřihovým místem mezi 

exony 2 a 20, což by mohlo vést k předčasnému zkrácení transkriptu a k tvorbě nefunkčního 

produktu p.(Ser77Hisfs*7), pravděpodobně likvidovaném NMD mechanismem. 

Ukázalo se, že nejstarší dcera probanda (III:1, Obrázek 12) je složený heterozygot pro 

variantu c.1327G>A a „143 kb; 184 kb CxSV“ alelu (stejně jako její matka) a oba synové nesou 

OCA2 c.1327G>A v homozygotním stavu.
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Obrázek 15: Grafické znázornění složité strukturální varianty nalezené v sekvenci genu OCA2.  Jedná se o vystřižení téměř 184 kb dlouhého, úseku genu (zahrnující exony 
3-19), který je invertován a inzertován do oblasti intronu za exonem 1. V místě vyštěpení a také po obou stranách inzerce tohoto úseku vznikly kratší delece. Alela genu OCA2 

se složitou přestavbou se nazývá také “143kb;184kb CxSV“.
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5.4. Komplexní fenotypová a funkční analýza autozomálně dominantních 

i recesivních variant v genu FOXE3 

Příloha 4: Comprehensive phenotypic and functional analysis of dominant and recessive 

FOXE3 alleles in ocular developmental disorders 

 

Do rozsáhlé studie, která zahrnovala molekulárně genetickou diagnostiku 16 rodin 

z celého světa s nálezem patogenní varianty v genu FOXE3 (referenční sekvence 

NM_012186.3), bylo zařazeno také 12 pacientů z tří rodin českého původu (v původní publikaci 

rodiny 7, 15 a 16, Příloha 4). V případně rodiny 11, se jednalo o autozomálně recesivní typ 

dědičnosti a ve zbývajících dvou případech šlo o autozomálně dominantní typ dědičnosti 

(rodina 12 a 13). Ve všech případech byla identifikována genetická příčina onemocnění 

a některé varianty byly ověřeny funkčními in vitro experimenty (také dvě ze čtyř variant 

nalezených u českých probandů). 

U probandky z rodiny 11 (II:1, Obrázek 17) s jednostrannou mikroftalmií, 

oboustrannou sklerokorneou, glaukomem a nystagmem (Obrázek 16A) byly nalezeny, na 

základě exomového sekvenování, dvě příčinné varianty v genu FOXE3 c.244A>G 

p.(Met82Val) a c.543delG p.(Pro182Argfs*42). Pomocí Sangerova sekvenování byla ověřena 

jejich přítomnost a provedena segregační analýza (Obrázek 17). Obě varianty také nesla sestra 

probandky (II:2, Obrázek 17), jejíž fenotyp byl podobný (Obrázek 16B-C). Varianta c.244A>G 

byla již několikrát v literatuře popsána jako kauzální a v naší kohortě 16 rodin byla také 

nejčastější (Iseri et al. 2009) (Příloha 4). Varianta byla vyhodnocena jako patogenní na základě 

ACMG kritérií (PS1, PM1, PM2, PM3, PP2, PP3). Místo, ve kterém se tato mutace nachází, je 

součástí FHD domény a je evolučně konzervované pro celou rodinu FOX genů, napříč mnoha 

taxony (Clark et al. 1993). Naopak varianta c.543delG nebyla doposud v literatuře popsána 

a jedná se o variantu, která způsobuje posun čtecího rámce, v jehož důsledku dochází 

k začlenění 41 chybných aminokyselin do vznikajícího peptidu a tím také k začlenění 

předčasného stop kodonu. Dle hodnocení ACMG se také jeví jako patogenní (PVS1, PM2, 

PM3, PP1, PP4). 

Fenotyp probandky z rodiny 12 (III:3, Obrázek 17) zahrnoval oboustranný zadní 

embryotoxon, korektopii, mírnou hypoplazii duhovky, iridokorneální adheze a kataraktu 

(Obrázek 16D-E). Podobný fenotyp vykazoval také otec probandky a její syn. Sestra byla ve 

věku 58 let oboustranně nevidomá. Dle dokumentace byly abnormality očí viditelné již při 

narození, v dětství pak prodělala transplantace rohovek. Při vyšetření byla zjištěna oboustranně 
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sklerokornea. Na základě exomových dat se byla u probandky identifikována jedna varianta 

v genu FOXE3 c.959G>C p.(*320Serext*72), Pomocí Sangerova sekvenování byla její 

přítomnost v heterozygotním stavu ověřena u všech postižených rodinných příslušníků 

(Obrázek 17) a dle hodnocení ACMG se jeví jako patogenní (PS1, PM1, PM2, PM4, PP1). Tato 

varianta se nachází přímo v sekvenci stop-kodonu (TGA>TCA), zachovává sice čtecí rámec, 

ale přidává na C-konec peptidu 72 aminokyselin. Takto může  dojit ke změně celé FOXE3 

sekundární a terciální struktury a tím i jeho funkce jako transkripčního faktoru a schopnosti 

vytvářet dimery (Bremond-Gignac et al. 2010). 

 

Obrázek 16: Klinické nálezy ve třech rodinách s patogenními variantami v genu FOXE3. Fotografie předního 

segmentu oka jednotlivých pacientů; rodina 11 (A-C); probandka II:1 (OP; A) a její sestra II:2 (OP; B, OL; C) obě 
s nálezem opacit rohovky (OP pacientky II:2 podstoupilo keratoplastiku). Probandka z rodiny 12; II:4 (D-E) 
s nálezem korektopie a mírnou hypoplazii duhovky (D) a zadním embryotoxonem (E). Pacienti z rodiny 13 (F-N); 
proband II:4 vykazuje mírnou hypoplazií duhovky a zadním embryotoxonem (OL; F, G); jeho dcera III:4 vykazuje 
sklerokorneu s centrálním projasněním (OP; H, OL; I); probandova sestra II:2 (OP; J; OL; K) a jeho neteř III:1 (OP; 
L a M; OL; N) vykazují obě zadní embryotoxon a mírnou hypoplazii duhovky. OL oko levé; OP oko pravé. 
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Proband z rodiny 13 (II:4, Obrázek 17) trpěl mírnou hypoplazií duhovky a kongenitální 

kataraktou, zatímco fenotyp jeho dcery byl mnohem závažnější, manifestující se jako 

oboustranná sklerokornea  s centrálním projasněním a nystagmus (Obrázek 16F-I). Na základě 

exomových dat byla u probanda nalezena heterozygotně varianta v genu FOXE3 c.958T>C 

p.(*320Argext*72). Její přítomnost byla následně prokázaná také u dcery, sestry, neteře i jeho 

matky (tyto však měly pouze kongenitální nebo juvenilní oboustranné katarakty) a jeví se jako 

patogenní dle ACMG (PS1, PM1, PM2, PM4, PP1). Tato varianta také modifikuje stop-kodon 

(TGA>CGA), podobným způsobem jako v případě rodiny 12, zachovává čtecí rámec a také 

přidává na C-konec proteinu FOXE3 72 aminokyselin. 

Obrázek 17: Výsledky genetického a genealogického testování pacientů s variantami v genu FOXE3. Byly 
detekovány 4 různé mutace v genu FOXE3 a jedna z nich byla popsána zcela poprvé (značená tučně, včetně 
sekvenogramu). WT (wild type) divoká alela. Referenční sekvence genu FOXE3: NM_012186.3 

 

V rámci přípravy publikace, proběhlo na pracovišti zahraničního spolupracovníka prof. 

E. Seminy (Medical College of Wisconsin, USA) také funkční ověření několika variant, včetně 

dvou variant českých probandů; p.Met82Val a p.*320Serext*72. Ab initio semi-empirické 

analýzy sekundární a terciální struktury proteinů vznikajících z mutovaných alel ukázaly, že 

varianta p.Met82Val vede ke zkrácení beta-vlásenky a alfa-helixů vytvářejících FHD doménu 
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(Obrázek 18B). Varianta způsobující prodloužení C konce proteinu p.*320Serext*72 narušuje 

sekundární a terciální formaci FOXE3 zcela zásadním způsobem, což má za následek tvorbu 

nerozeznatelné struktury ve srovnání s divokým typem proteinu (Obrázek 18C). 

 

Obrázek 18: Ab initio modely divokého typu a mutantních proteinů FOXE3 získané pomocí programu I-
Tasser. V divokém typu se nachází FHD na pozici 71-165 aa a je značená barevně. Předpokládá se, že obsahuje 

jednu β-vlásenku (129-147 aa) značenou zeleně a čtyři α-helixy (α1 76-86 aa; značená oranžově, α2 94-102 aa; 
značená modře, α3 112-125 aa; značená žlutě a α4 149-157 aa značená růžově). Motivy jaderného lokalizačního 
signálu (57-66 aa a 162-170 aa) jsou zaznačeny černě. Další α-šroubovice mimo FHD jsou značeny fialově. (B) 
Struktura znázorňující proteinovou sekvenci nesoucí p.Met82Val, kde jsou arteficielní α-helixy vyskytující se mimo 
FHD označeny červenými hvězdičkami přes fialovou šroubovici. (C) Proteinová sekvence nesoucí p.*320Serext*72, 
kde C prodloužený koncem je označen červeně. 
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Proteiny divokého typu a mutantní FOXE3 byly následně také detekovány pomocí 

Western blot analýzy s použitím N-terminální značky FLAG. Varianta p.Met82Val byla 

exprimována s podobnou intenzitou jako divoký typ, ale p.*320Serext*72 měla sníženou 

hladinu exprese cca o 32 %. Následná analýza RT-PCR naopak prokázala, že hladiny exprese 

byly v případě všech variant srovnatelné s referenčním FOXE3, což naznačuje, že varianta 

p.*320Serext*72 vede k tvorbě vysoce nestabilního proteinu, který je brzo po translaci 

postupně degradován.  

Imunobarvení pomocí N-koncového epitopu FLAG (8 aminokyselinový epitop 

navázaný na N-konec proteinu FOXE3) proběhlo v transfekovaných buňkách s jednotlivými 

proteinovými variantami pro průkaz schopnosti proteinu putovat do jádra, kde běžně působí 

jako transkripční faktor. V případě všech mutovaných verzí FOXE3 byl výrazně zvýšen 

cytoplasmatický signál a významně snížen signál jaderný ve srovnání s divokým typem 

proteinu. EMSA esej byla použita pro ověření DNA-vazebné kapacity mutantních FOXE3 

proteinů, přičemž varianta p.Met82Val prokázala značně sníženou schopnost vázat se na 

cílovou molekulu DNA, oproti tomu varianta p.*320Serext*72 si schopnost navázat se na DNA 

alespoň částečně zachovala. 

Transkripční aktivita divokého typu a mutantních variant FOXE3 byla testována pomocí 

luciferázových kotransfekčních testů za použití (FHB)6-TK-luc reportéru hned ve dvou typech 

buněk; v lidských čočkově specifických epitelových buňkách (HLE-B3) a v lidské embryonální 

ledvinové linii (HEK293). Transfekce byla provedena jak se samotnými mutantními 

konstrukty, tak v kombinaci s konstrukty divokého typu, aby se mohl prokázat dominantně 

negativní efekt některých variant. Divoký typ FOXE3 aktivoval expresi luciferázy 1,8 krát více 

v buňkách HLE-B3 a 3,6 krát více v HEK293 ve srovnání s variantou p.Met82Val. Varianta 

p.*320Serext*72 selhávala v expresi luciferázy podstatně více, přičemž koexprese mutantního 

a standardního proteinu v případě p.Met82Val opět zvýšila transkripční aktivitu FOXE3, ale 

v případě přidání divokého typu k p.*320Serext*72 byla transkripční aktivita stále nižší než 

v případě negativní kontroly (prázdného vektoru), což potvrzuje negativně dominantní efekt 

této varianty.  

Celkově bylo do publikace zahrnuto 16 nových rodin s patogenními variantami 

v FOXE3; 14 vykazovalo autozomálně recesivní typ dědičnosti a pouze ve dvou rodinách (obě 

českého původu) byla dědičnost autozomálně dominantní. Tento poměr přibližně odpovídá již 

dříve publikovaným datům v meta-studii z roku 2018 od Plaisancié a kol. (cca 84 % recesivní 

dědičnost vs. 16 % dominantní) (Plaisancie et al. 2018). Veškeré in vitro a ab initio analýzy 

prokázaly, že varianty, které vedou k tvorbě prodlouženého C terminálního konce FOXE3, 
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závažně ovlivňují funkci proteinu, výrazně snižují jeho stabilitu a mají autozomálně dominantní 

efekt na jeho aktivitu jako transkripčního faktoru. Během funkčních studií se také prokázal 

negativní efekt missense varianty p.Met82Val, která má sníženou schopnost vázat DNA 

a transkripční aktivitu. 

Meta-analýzy pacientů (včetně naší studie) s variantami v genu FOXE3 ukazují, že 

recesivní typ dědičnosti je častější než dominantní (84 % vs. 16 %) se závažnějším fenotypem 

(Plaisancie et al. 2018). Zatím co u autozomálně recesivního typu se onemocnění manifestuje 

afakií, sklerokorneou a mikroftalmií, u autozomálně dominantního typu se vyskytuje především 

sklerokornea, mírná mikrokornea a izolované katarakty (většinou izolovaná ASD s mírnějšími 

projevy) (Plaisancie et al. 2018). Autozomálně recesivní typ zahrnuje nejčastěji missense 

varianty v oblasti FHD, posunové (frameshift), nebo nesmyslné (nonsense) varianty, které 

vedou k tvorbě zkráceného proteinu. Heterozygotní přenašeči těchto variant jsou bez známek 

patologického fenotypu. 

 

5.5. Molekulárně genetická analýza a popis fenotypu X-vázané megalokornei 

Příloha 5: Novel disease-causing variants and phenotypic features of X-linked 

megalocornea 

Do studie bylo celkově zařazeno 10 probandů, přičemž 4  z nich byli českého původu. 

V původní publikaci se jedná o rodiny 2, 3, 4 a 5 (Příloha 5). Na základě Sangerova sekvenování 

kódujících úseků genu CHRDL1 (referenční sekvence NM_001143981.2) se nám ve všech 

případech povedlo nalézt pravděpodobně kauzální variantu a všechny byly popsány zcela 

poprvé; c.1123C>T, c.976A>T, c.94+1G>A a c.207G>C (Obrázek 19). Varianty byly následně 

podrobeny klasifikaci dle ACMG, a až na variantu c.207G>C, byly všechny hodnoceny jako 

patogenní a ze svého principu (nesmyslné, nebo ovlivňující sestřih) vedou ke ztrátě funkce 

(loss-of-function) genu CHRDL1. Dle kritérií ACMG byly následující varianty hodnoceny jako 

patogenní: c.1123C>T (PVS1, PM2, PP4), c.976A>T (PVS1, PM2, PP4) a c.94+1G>A (PVS1, 

PP1, PM2, PP4). Varianta c.207G>C p.(Glu69Asp) byla dle ACMG klasifikace hodnocena jako 

varianta nejasného významu (PM2, PP3, PP4). Tato varianta se nachází přímo na hranici exonu 

a intronu. Ke genetickému vyšetření byl dostupný pouze proband a nemohli jsme proto sledovat 

její segregaci s fenotypem v rodině. Některé in silico predikční programy variantu označovaly 

jako potenciálně ovlivňující sestřih, což také vyplývá z její polohy na rozhraní exon/intron. Pro 
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definitivní ustanovení patogenity této varianty by bylo potřeba provést funkční ověření sestřihu 

pre-mRNA na mRNA. 

Všichni probandi s hemizygotními patogenními variantami v CHRDL1 vykazovali 

charakteristický fenotyp MGC1 se zvýšeným horizontálním průměrem rohovky (rozsah 13,5–

16,0 mm), sníženou centrální tloušťkou rohovky (rozsah 354–456 µm) a abnormálně hlubokou 

přední komorou (rozsah 4,66–6,31 mm) (Obrázek 20A). Atrofie duhovky byla dokumentována 

u 4 z 5 pacientů. Další doprovodné fenotypové projevy jako hypoplazie duhovky, presenilní 

katarakta, nebo gerontoxon (šedobílý prstenec lipidových depozit rohovky při limbu 

oka)  vznikaly s věkem. Za zmínku stojí především klinický nález probanda IV:1 z rodiny 17 

(Obrázek 19), který si ve věku 39 let všimnul defektů zorného pole z důvodu bilaterálního 

glaukomu, který ve spojitosti s MGC1 nebývá běžně popisován. 

 

Obrázek 19: Výsledky genetického a genealogického testování pacientů s variantami v genu CHRDL1. 
Všechny výše zmíněné patogenní varianty byly detekovány zcela poprvé. WT (wild type) divoká alela; MUT (mutant) 
mutantní alela, 0 chybějící druhá alela hemizygota. Referenční sekvence genu CHRDL1: NM_001143981.2. 
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V rámci studie se povedlo také oftalmologicky vyšetřit 3 přenašečky patogenních 

variant. U přenašečky II:4 z rodiny 16 byl ve věku 26 let zaznamenán keratokonus na pravém 

oku, tedy stav, při němž se rohovka stává tenčí, což způsobuje její deformaci do kuželovitého 

tvaru. Její sestra II:2, měla také ztenčené rohovky, bez dalších známek patologie (466 µm pravé 

oko a 465 µm levé oko). Přenašečka I:2 z rodiny 15, byla bez známek patologie a obě její 

rohovky měly fyziologickou tloušťku. Z těchto vyšetření vyplývá, že přestože heterozygotní 

přenašečky nesoucí patogenní varianty v genu CHRDL1 netrpí MGC1, mohou mít v některých 

případech lehce ztenčené rohovky a v některých případech se může objevit také keratokonus. 

 

Obrázek 20: Klinický nález u probanda IV:1 z rodiny 17 ve věku 40 let. (A) Fotografie dokumentující zvětšený 

průměr a hloubku rohovky a abnormálně hlubokou přední komoru (OL); (B) Fotografie pomocí štěrbinové lampy 
zobrazující hypoplazii duhovky a gerontoxon (šipka; OP); (C) Mozaiková stromální degeneraci rohovky (OP). OL 
oko levé, OP oko pravé.  

Na základě publikace z roku 2012 od Webb a kol., ve které bylo uvedeno, že pacienti 

s MGC1 mají vynikající kognitivní schopnosti navzdory nápadné fokální ztrátě myelinizace 

bílé hmoty mozkové, jsme se u dvou probandů rozhodli přistoupit také k vyšetření MRI mozku, 

které prokázalo strukturální abnormality a také fokální poklesy myelinizace u obou 

vyšetřovaných probandů (rodina 2 a 4, Příloha 5) (Webb et al. 2012). 

Zcela poprvé bylo fenotypové spektrum jedinců s MGC1 rozšířeno také 

o pravděpodobně sekundární glaukom s pozdní manifestací (třetí, nebo čtvrtá dekáda života) 

a unilaterální keratokonus v případě jedné přenašečky. 

5.6. Genetická a fenotypová charakterizace kohorty pacientů s výskytem 

Axenfeldova-Riegerova syndromu 

Příloha 6: Axenfeld-Rieger syndrome: more than meets the eye 

Do doposud nejrozsáhlejší studie pacientů s ARS bylo začleněno 128 jedinců 

s kauzálními variantami v genech PITX2 (referenční sekvence NM_153427.2) a FOXC1 

(referenční sekvence NM_001453.2), z toho 81 nových jedinců, včetně 8 pacientů z 5 rodin 
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českého původu (v originálním článku se jedná o jedince 7, 14, 32, 42, 43, 47, 48, 49, Příloha 

6). Takto velký soubor pacientů nám pomohl upřesnit fenotypové projevy jednotlivých typů 

ARS. 

Ve skupině probandů českého původu se vyskytovaly dvě rodiny s nálezem mutace 

v genu PITX2 (rodina 18 a 19, Obrázek 21), dvě s nálezem varianty v genu FOXC1 (rodina 21 

a 22, Obrázek 21) a jedna probandka nesla rozsáhlou (2,7 Mbp) deleci na konci krátkého 

raménka chromozomu 6, na kterém se nachází hned několik genů, mezi nimi také FOXC1 

(rodina 20, Obrázek 21). 

 

Obrázek 21: Rodokmeny a výsledky genetického testování pacientů s ARS. Poprvé byly detekovány dvě 

bodové patogenní varianty a jedna rozsáhlá delece (probandka II:1 z rodiny 20) na chromozomu 6 
NC_000006.11:g.366602_3090996del, která zahrnuje celý gen FOXC1 (označeno tučně). WT (wild type) divoká 
alela. Referenční sekvence genů PITX2: NM_153427.2 a FOXC1: NM_001453.2. 

 

U pacientky z rodiny 18 (II:1, Obrázek 21) byla na základě přímého sekvenování 

objevena již dříve popsaná varianta v PITX2 c.252+1G>A vedoucí pravděpodobně 

k aberantnímu sestřihu a k tvorbě předčasného stop kodonu (Obrázek 21, rodina 18) (Zhang et 

al. 2021a). Tato varianta je klasifikována jako patogenní na základě ACMG kritérii (PVS1, 

PM6, PM2). Kromě typické ASD (zadní embryotoxon a hypoplazie duhovky, Obrázek 22A), 
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se sekundárním glaukomem, měla také zubní, pupeční a gastrointestinální systémové anomálie. 

MRI vyšetření probandky také odhalilo malý počet tečkovaných hyperintenzivních lézí ve 

frontální a parietální subkortikální bílé hmotě mozkové. 

U probanda z rodiny 19 (II:2, Obrázek 21) byla pomocí přímého sekvenování kódujících 

úseků genu PITX2 nalezena duplikace dvou nukleotidů vedoucí k tvorbě předčasného stop 

kodonu: c.632_633dup p.(Pro212Cysfs*28). Tato varianta nebyla nelezena ani u matky, ani 

u otce probanda a vznikla tak pravděpodobně mechanismem de novo, nebo jako následek 

germinálního mozaicismu. Varianta byla popsána zcela poprvé a dle hodnocení ACMG se jeví 

jako patogenní (PVS1, PM2, PM6, PP4). Proband trpěl klasickou ASD (hypoplazie duhovky, 

zadní embryotoxon, Obrázek 22B), a ve věku 10 let u něj nebyl zaznamenán glaukom. Mezi 

systémovými nálezy byly zjištěny poruchy gastrointestinálního traktu, pupečníkové, dentální 

anomálie (chybějící zuby a mikrodoncie, Obrázek 22C). 

U probandky z rodiny 20 (II:1, Obrázek 21) jsme přistoupili k exomovému 

sekvenování, které ale nevedlo k nálezu kauzální varianty. Následné CNV vyšetření  

pomohlo odhalit rozsáhlou deleci na chromozomu 6, kterou v plném rozsahu upřesnilo až 

genomové sekvenování (Obrázek 23). Jedná se o deleci dlouhou 2,7 Mbp nacházející se na 

krátkém raménku chromozomu 6 v jeho distální části (v blízkosti telomery; 6p25.3-25.2) 

NC_000006.11:g.366602_3090996del. Na tomto místě se nachází 14 genů, včetně FOXC1 

(Obrázek 23). Oftalmologický nález u této pacientky zahrnoval hypoplazii duhovky, zadní 

embryotoxon a iridokorneální adheze (Obrázek 22E). MRI vyšetření odhalilo četné obtížně 

definované hyperintenzivní léze hlavně v subkortikálním bílé hmotě mozkové a mírnou 

kolpocefalii (mírné rozšíření okcipitálních rohů).  

Probandka z rodiny 21 (II:3, Obrázek 21) vykazovala ASD typickou pro ARS 

(korektopie, polykorie a hypoplazie duhovky, Obrázek 22D) přičemž ani u ní, ani u jejího syna 

(III:1), který má také známky ASD, ale pro nízký věk nebyl dosud detailně vyšetřen, se 

nevyskytla žádná systémová porucha. Exomové sekvenování odhalilo u probandky doposud 

nepopsanou deleci jednoho nukleotidu c.354delC p.(Asn118Lysfs*63) v genu FOXC1, která se 

dle hodnocení ACMG jevila jako patogenní a segregovala v rodině spolu s onemocněním 

(PVS1, PM2, PP1). 

Probandka z rodiny 22 (II:1, Obrázek 21) nevykazovala téměř žádné známky ASD, byla 

bez systémových poruch a okolo 30 roku života začala postupně ztrácet sluch. Dentice byla bez 

početních změn ale ve velmi špatném stavu (Obrázek 22F). Situace byla obdobná u otce (I:2) 

i syna probandky (III:2, ve věku 13 let zatím bez ztráty sluchu). MRI vyšetření  

u probandky odhalilo malý počet tečkovaných hyperintenzivních lézí ve frontální a parietální 
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subkortikální bílé hmotě mozkové a také zvětšení laterálních komor. Na základě přímého 

sekvenování kódujících úseků genu FOXC1 byla nalezena heterozygotní varianta c.718_719del 

p.(Leu240Valfs*65). Tato varianta byla v literatuře už v minulosti popsána jako patogenní 

a v rodině segregovala spolu s onemocněním (Obrázek 21) (Zhang et al. 2021b, Cella et al. 

2006). Varianta byla hodnocena jako patogenní na základě ACMG kritérií (PVS1, PP5 PM2, 

PP1). 

 

Obrázek 22: Vybrané klinické nálezy pacientů s ARS související s variantami v PITX2 (A–C) a ve FOXC1 (D-
F). (A) Probandka II:1 z rodiny 18 vykazující zadní embryotoxon a hypoplazii duhovky. (B) Proband II:1 z rodiny 19 

s hypoplazii duhovky a zadním embryotoxonem. (C) Zubní snímky probanda II:1 z rodiny 19 zobrazující chybějící 
zuby a mikrodoncii. (D) Probandka II:3 z rodiny 21 vykazující korektopii, polykorii a hypoplazii duhovky. (E) 
Probandka II:1 z rodiny 20 vykazující hypoplazii duhovky, zadní embryotoxon a iridokorneální adheze. (F) Zubní 
snímek probandky II:1 z rodiny 22 zobrazuje normální velikost a tvar, ale velmi špatný stav dentice s četnými kazy. 

 

Souhrnné výsledky velkého počtu vyšetřených jedinců naznačují, že k rozvoji 

sekundárního glaukomu nedošlo pouze u přibližně 50 % jedinců, jak bylo doposud v literatuře 

uváděno, ale až u 66 – 72 % (Alward 2000). U pacientů s variantami v FOXC1 docházelo 

k časnějšímu vzniku glaukomu (již v dětském věku) a oftalmologické i systémové projevy 

pacientů byly výrazně variabilnější v porovnáním se skupinou s mutacemi v PITX2. PITX2 

podmíněné ARS zahrnovalo typické spektrum ASD, dále zubní anomálie (mikrodoncii, 

hypodoncii nebo oligodoncii) a pupeční anomálie. Na druhé straně, fenotypické spektrum ARS 

podmíněné mutacemi ve FOXC1 zahrnovalo výrazně více očních (rohovkové opacity, aniridie) 

a systémových projevů (vrozené srdeční vady, poruchy sluchu, anomálie skeletu, 

hypermobilita, bolesti kloubů, hypoplazie skloviny, vysoká zubní kazivost a poruchy příjmu 

potravy se strukturálními anomáliemi jícnu). Dodatečné MRI mozku vyšetřovaných jedinců 
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odhalilo vysoce penetrantní hyperintenzitu bílé hmoty mozkové, kolpocefalii/ventrikulomegalii 

a časté arachnoidální cysty. 

 

Obrázek 23: Rozsah delece nalezené u probandky z rodiny 20. Rozsáhlá delece 

NC_000006.11:g.366602_3090996del zahrnuje 14 genů včetně celého genu FOXC1.  

 

Jednotné pojmenování ARS pro všechny jedince nesoucí patogenní varianty ve FOXC1 

nebo PITX2 genu může být pro probandy a jejich rodinné příslušníky velmi matoucí a nedává 

jim velmi přesné informace o prognóze jejich stavu. Výsledky z této rozsáhlé studie byly 

použity k vytvoření dvou specifických léčebných a preventivních plánů specifických pro tyto 

dva typy ARS, v závislosti na genotypu. 

5.7. Molekulárně genetická analýza pacientky s dysgenezí předního 

segmentu oka a výskytem tzv. slimáčích stop na rohovce 

Příloha 7: Snail Track Lesion with Flat Keratometry in Anterior Segment Dysgenesis 

Caused by a Novel FOXC1 Variant 

„Snail-tracks“ jsou lineární rohovkové léze, překládané jako slimáčí stopy, jevící se při 

vyšetření štěrbinovou lampou jako šedo-bílé pruhy a skvrny nacházející se na vnitřním povrchu 

rohovky. Jedná se o změny v uskupení endotelových buněk a Descemetovy membrány. 



58 

Klinické vyšetření pacientky s ASD a jednostranným nálezem slimáčích stop na levém oku 

(Obrázek 24D) prokázalo také mírnou hypoplazii duhovky a korektopii na obou očích 

a iridokorneální adheze na pravém oku (Obrázek 24B-D). Kromě typických rysů ASD byly 

rohovky ploché, se středními hodnotami keratometrie 38,8 D na pravém a 39,5 D na levém oku. 

Hustota endotelových buněk byla u pacientky oboustranně snížena na hodnoty 1964 

buněk/mm2 na oku pravém a 1373 buněk/mm2 na oku levém (referenční hodnota 

v rané dospělosti přibližně 2940 (±345) buněk/mm2, v pozdějším věku 2394 (±416) 

buněk/mm2) (Vaiciuliene et al. 2022) (Galgauskas et al. 2012). U pacientky byl zaznamenán 

také mírný kraniofaciální dysmorfismus (hypertelorismus a široký plochý hřbet nosu) bez 

nálezu dalších systémových poruch. 

V exomových datech probandky nebyly nalezeny žádné vzácné varianty v genech 

spojovaných s endotelovými dystrofiemi rohovky; COL8A2 (MIM *120252), ZEB1 (MIM 

*189909), SLC4A11 (MIM *610206), TCF4 (MIM *602272). 

Další analýza exomových dat odhalila doposud nepopsanou variantu v genu FOXC1: 

NM_001453.3: c.605delC p.(Pro202Argfs*113) v heterozygotním stavu (Obrázek 24A). 

 

Obrázek 24: Molekulárně genetická analýza a klinické nálezy probandky s patogenní variantou 
v genu FOXC1. Rodokmen rodiny a sekvenční chromatogram se zvýrazněnou variantou (A). Fotografie rohovky 

s hypoplazii duhovky a korektopii (B) pravé oko a (C) levé oko. (D) Levá rohovka v retroiluminaci, šipka označuje 
lézi slimáčí stopy. WT (wild type) divoká alela; MUT (mutant) mutantní alela. Referenční sekvence genu FOXC1: 

NM_001453.3. 
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Přítomnost varianty byla následně ověřena pomocí Sangerova sekvenování. Tato 

varianta nebyla přítomna u rodičů ani u nepostižené sestry. Testování maternity a paternity 

podpořilo její vznik de novo mechanismem, nebo jako následek germinálního mozaicismu. Dle 

doporučení ACMG byla klasifikována jako patogenní (PVS1, PS2, PP4). Vyšetření bylo 

doplněno také o CNV analýzu, v rámci které nebyly zjištěny žádné další 

varianty/delece/duplikace/inzerce asociované s endotelovými dystrofiemi rohovky nebo 

vznikem ASD. 

Tato práce rozšiřuje známé spektrum popsaných mutací v genu FOXC1 a navíc byla 

zcela poprvé varianta v tomto genu nalezena u pacientky s výskytem slimáčích stop na rohovce. 

Vzhledem k tomu, že FOXC1 je transkripční faktor nezbytný pro diferenciaci 

mezenchymálních buněk, které jsou zodpovědné za vývoj rohovky, nelze vyloučit, že slimáčí 

stopy jsou vzácným projevem ASD asociované s FOXC1. K potvrzení této souvislosti jsou však 

nutné další studie.  
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6. Diskuze 

Tato práce byla zaměřena na hledání genetických příčin vývojových anomálií 

postihujících přední část oka, velice heterogenní skupiny onemocnění vykazující všechny typy 

Mendelovské dědičnosti. V průběhu vypracovávání dílčích cílů práce jsme se pokusili 

navrhnout nový diagnostický algoritmus, který by mohl pomoci zvýšit procento ustanovení 

molekulární diagnózy pacientů s izolovanými i systémovými ASD a kataraktami a zároveň také 

zkrátit čas k jejímu určení. 

Celkem bylo vyšetřeno a analyzováno 94 pacientů s kongenitálními kataraktami a ASD 

ze 60 rodin, a dále více než 80 rodinných příslušníků prvního stupně. U přibližně poloviny 

probandů byla katarakta a ASD asociovaná s postižením dalších orgánů anebo s přidruženou 

oční vadou. Do výše zmíněných publikací bylo zahrnuto 51 pacientů z 23 rodin a 33 rodinných 

příslušníků prvního stupně. Z 24 probandů z 23 publikovaných rodin (v jednom případě šlo 

o souběh dvou klinických jednotek) se nám na základě přímého sekvenování podařilo odhalit 

13 případů, 9 případů pomohlo odhalit exomové sekvenování, v jednom případě genomové 

sekvenování a v posledním případě kombinace CNV vyšetření a genomového sekvenování 

(Obrázek 25). 

V případě, že fenotyp zcela jistě nekoreluje s výskytem varianty v jednom konkrétním 

genu, se jeví jako nejpřínosnější dle poměru cena/výkon v tomto procesu exomové 

sekvenování. 

 

 

Obrázek 25: Rozložení typu analýz vedoucích k odhalení příčinné varianty. 
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Analýza sestřihu pre-mRNA pomocí Exon-trappingu, která se běžně využívá pro 

odhalení kódujících částí (exonů) v sekvencích neznámé DNA, nám pomohla potvrdit 

patogenní vliv dvou nekódujících variant genu PAX6 (Duyk et al. 1990, Booth et al. 2018). 

Tímto způsobem se dá rovněž zkontrolovat potenciál variant v genech (respektive 

v proteinech), které nejsou běžně v dobře dostupných vzorcích dostupné (krev, sliny). Bez 

nutnosti generace IPSCs buněk lze zkontrolovat kterýkoliv úsek DNA, přestože RNA daného 

genu se v buňce v daný moment nemusí vyskytovat. Touto metodou se dají také zkoumat 

intragenové motivy potenciálně ovlivňující alternativní sestřih, přestože jediné její omezení 

spočívá v délce/rozsahu zkoumané oblasti, jelikož se jedná o vektor plasmidového typu (Booth 

et al. 2018). Naše publikace, zaměřující se na pacienty s variantami v genu PAX6, kromě 

zavedení metodiky sestřihového vektoru také vyhodnocuje spektrum mutací a široký rozsah 

genotypových nálezů u českých pacientů s mutacemi v genu PAX6 včetně přední polární 

katarakty a myopie bez defektů duhovky. 

Díky molekulárně genetické analýze se nám podařilo u tři rodin s kongenitální 

kataraktou odhalit vzácné systémové onemocnění HHCS a poukázat na nízkou povědomost 

o tomto systémovém onemocnění mezi lékaři vedoucí potenciálně ke zbytečné až škodlivé 

léčbě ve chvíli, kdy je toto onemocnění zaměněno s HH (Feder et al. 1996, Bacon et al. 1999). 

I u tohoto onemocnění se totiž během krevního vyšetření objevují vysoké hladiny sérového 

feritinu. U pacientů trpících HH dochází časem k akumulacím železa v hepatocytech a je 

potřeba zahájit léčbu, která většinou spočívá ve venepunkcích, nebo v podávání chelatačních 

činidel, aby u nich nedocházelo k přetížení organismu železem (Bacon et al. 1999, Mobarra et 

al. 2016). V případě, kdy je HHCS špatně diagnostikován a zaměněn za HH, může u pacientů 

v důsledku neadekvátní léčby dojít k rozvoji silných anémií (Mobarra et al. 2016). Na základě 

našeho doporučení, došlo k zařazení 5' nepřekládané oblasti genu FTL do diagnostického 

panelu laboratoře Agel. 

Patogenní varianty v regulačních RNA molekulách se ve spojitosti s dědičnými 

onemocněními vyskytují velmi vzácně. Dle dostupné literatury byly identifikovány pouze čtyři 

varianty v různých miRNA jako příčina dědičného onemocnění u člověka (Kawahara 2014, 

Grigelioniene et al. 2019). V rámci této práce jsme jako druzí na světě potvrdili, že varianta 

n.37C>T v MIR204 způsobuje chorioretinální dystrofii variabilně asociovanou s kolobomem 

duhovky, časně manifestující kataraktou a vrozeným glaukomem. 

V rodině, kde byla odhalena patogenní varianta n.37C>T v MIR204 se také vyskytoval 

okulokutánní albinismus na podkladě variant v genu OCA2 u partnerky probanda a nejstarší 
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dcery (s duální diagnózou). Další dva synové vykazovaly pouze známky okulárního albinismu. 

Jednou z nalezených variant byla také c.1327G>A, přičemž již dříve bylo diskutováno, zda se 

jedná o hypomorfní alelu, která vede pouze k částečné ztrátě funkce proteinu, což by 

vysvětlovalo přítomnost 4 homozygotních jedinců v databázi gnomAD (Karczewski et al. 

2020). Naše studie tuto hypotézu podporuje. 

Publikace shrnující výsledky molekulárně genetické analýzy pacientů s kauzálními 

variantami v genu FOXE3 poukazuje na to, že recesivní typ dědičnosti je častější než 

dominantní (84 % vs. 16 %) a mívá závažnější fenotyp. Zatímco u autozomálně recesivního 

typu se onemocnění manifestuje afakií, sklerokorneou a mikroftalmií, u autozomálně 

dominantního typu se vyskytuje především mikroftalmie a anoftalmie. Patogenita několika 

variant v genu FOXE3 byla v rámci studie podpořena funkčními studiemi (RT-PCR, Western 

blot analýzy, imunobarvení, EMSA esej a luciferázové kotransfekční testy). 

Genetické testování kongenitálních katarakt a pacientů s ASD má velký význam, neboť 

příčinné mutace často vznikají de novo a bývají variabilně asociovány se systémovými 

postiženími (srdeční vady, urogenitální postižení, poruchy intelektu, rozštěpy patra, 

syndaktylie). 

Závěrem, tato disertační práce umožnila v kontextu personalizované medicíny zavedení 

multidisciplinárního přístupu k pacientům s ASD a kongenitálními kataraktami jak na úrovni 

klinické, tak i výzkumné. Byl vytvořen efektivní algoritmus postupu hledání molekulárně 

genetických příčin u této kohorty pacientů a byla ověřena výtěžnost exomového a genomového 

sekvenování. V budoucnu by tyto nálezy mohli být využity k tvorbě lepších diagnostických 

algoritmů a významně tak snížit čas k určení diagnózy. 

Správné určení molekulárně genetické příčiny onemocnění umožňuje optimalizovat 

péči o pacienty, např. přizpůsobit frekvenci kontrol, včasný záchyt a intervenci u systémových 

příznaků a plánování rodičovství nejčastěji pomocí preimplantační nebo prenatální diagnostiky. 

Konkrétním příkladem přesné genetické diagnostiky je případ dvou rodin českého původu 

s HHCS, u kterých byla chybně diagnostikována HH a byly nasazeny nesprávné léčebné 

postupy. 
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7. Závěr 

Hlavním cílem disertační práce byl výzkum molekulárně genetických příčin ASD 

a kongenitálních katarakt na souboru pacientů z České republiky a optimalizace diagnostického 

procesu u těchto klinických jednotek v rámci specifik národního zdravotního systému. 

Naplánované cíle byly v tomto ohledu splněny v plném rozsahu. 

Výsledky práce shrnují informace o výskytu, fenotypu a příčinných patogenních variant 

a mechanismů vzniku různých typů ASD a kongenitálních katarakt. V průběhu vypracovávání 

dílčích cílů, byla potvrzena nezastupitelná úloha exomového a také genomového sekvenování 

v laboratorní diagnostice těchto chorob. Význam exomového sekvenování jako součást 

diagnostického procesu byl potvrzen, jelikož pomohlo identifikovat kauzální varianty u 38 % 

pacientů z naší kohorty. Genomové sekvenování se osvědčilo jako spolehlivá metoda ke 

stanovení přesného rozsahu a uspořádání složité přestavby v jednom případě (4 % kauzalit). 

Vzhledem k tomu, že funkční anotace genomových dat je stále na prahu našeho poznání, 

výtěžek při stanovení příčinných variant neměl větší přidanou hodnotu. Nicméně získaná data 

budou reanotována i v budoucnosti a lze očekávat, že při posunu obecných znalostí, se 

postupem času záchyt patogenních variant a složitých přestaveb zvýší. 

Tato práce mimo jiné také upozorňuje na fakt, že jak kongenitální katarakty, pak také 

ADS mohou být způsobené i nekódujícími variantami a na základě i těchto výsledků bylo 

doporučeno akreditované laboratoři Agel v České republice zařadit do diagnostických panelů 

vybranou nekódující oblast genu FTL (do budoucna také regulační oblast MIR204).  

Molekulárně genetická diagnostika pacientů s ASD a kataraktami hraje nezastupitelnou 

roli při identifikace genů, které se zapojují během různých fází vývoje oka, a tím také zlepšuje 

naše chápání jednotlivých biologických mechanismů.  

Výsledky, kterých jsme dosáhli, pomohly zlepšit poradenství pacientům a jejich 

příbuzným z hlediska prognózy ztráty zrakových funkcí, rizika vzniku sekundárního glaukomu 

(a tedy v rámci personalizované medicíny i optimalizovat frekvenci pravidelných kontrol 

u oftalmologa) a také jsme pomohli upřesnit údaje o rizicích dalšího přenosu onemocnění 

v jednotlivých rodinách. Pacient se znalostí vlastní molekulární diagnózy má výraznou výhodu: 

konec nekonečného diagnostického procesu, stanovení prognózy a upřesnění léčby, přístup ke 

správnému genetickému poradenství a potvrzení způsobilosti (nebo nezpůsobilosti) pro 

klinické studie a v budoucnu také případné genové terapie. Výsledky práce umožnily v kontextu 

personalizované medicíny zavedení multidisciplinárního přístupu k pacientům s kongenitálními 

kataraktami a ASD jak na úrovni klinické, tak i výzkumné.  
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Mimo publikační výsledky měl tak projekt velmi pozitivní dopad na péči o pacienty 

s ASD kongenitálními kataraktami a vedl ke značné osvětě jak mezi odborníky, tak i laiky, kteří 

se i na základě výsledků této práce obracejí na pracoviště Klinické oční genetiky při Oční 

klinice 1. LF UK a VFN v Praze. Rozšířila se i síť spolupracujících oftalmologů a pediatrů 

v rámci ČR.  

Správně provedená a interpretovaná molekulárně genetická analýza v rodinách 

postižených jedinců, pomohla identifikovat jedince rizikové pro rozvoj onemocnění, pomohla 

v odhadu jejich prognózy a začlenila se tak do standardní klinické praxe. Závěrem je potřeba 

zdůraznit, že centralizace péče o pacienty s ASD a kongenitálními kataraktami a jejich 

molekulárně genetická analýza jsou zásadními faktory vedoucími ke zkrácení diagnostického 

procesu u těchto pacientů. 
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