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Minimélni nélez u pacienta
s Bestovou chorobou podminénou

mutaci c.653G>A v genu BEST]

SOUHRN

Cil: Popis klinického ndlezu a screening genu BESTI u 64letého asymptomatického
pacienta s rodinnou anamnézou Bestovy choroby.

Metody: U naseho probanda jsme provedli kompletni oéni vy3efieni véetné optické
koherenéni tomografie se spektralni doménou (SD-OCT), fluorescenéni angiografie
a elektrookulografie (EOG). Pro screening 11 kédujicich exont kandidatniho genu BEST1 byla
pouzita metoda oboustranného pfimého sekvenovani.

Vysledky: Pfi vysetteni byla zjisténa vpravo po€inagijici viteliformni faze Bestovy choroby
charakterizovana malou okrskovitou zménou o velikosti 0,3 proméru terée zrakového nervu,
ktera se biomikroskopicky jevila jako vyraznéjsi zazloutnuti v oblasti centra makuly. Pomoci
vysetfeni SD-OCT byl posléze subfoveolarné mezi retinalnim pigmentovym epitelem
a neuroretinou detekovan $térbinovity hyporeflexivni prostor. Vlevo byl nélez v makule véetné
SD-OCT vy3efteni normalni. Nejlepsi zrakové ostrost levého oka byla 1,0 a pravého oka 0,4.
Toto snizeni bylo hodnoceno predeviim jako nésledek anamnesticky udavané amblyopie,
pri¢emz viak nebylo moZno vylouéit ani uréity podil viteliformni léze. Ardendv index byl
oboustranné mirné snizen, na oku pravém C¢inila jeho hodnota 1,36; vlevo pak 1,3.
Molekuléarné genetické vysetfeni prokazalo v genu BEST] pfi¢innou mutaci ¢.653G>A vedouci
k zaméné argininu za histidin v kodénu 218.

ZGvér: Poprvé bylo provedeno srovnani genotypu s fenotypem u éeského pacienta
s Bestovou chorobou. SD-OCT vysefieni je rychlou metodu verifikujici pfitomnost i malych
abnormalit a napomahé k lepsi charakierizaci prvotnich zmén u této klinické jednotky.
Screening genu BESTI umoziivje zjistit pFi¢innou mutaci i u asymptomatickych jedinct bez
klinickych znamek onemocnéni, véetné normalnich nélezé na EOG vy3etteni, a prispiva tak
ke zlepseni poradenstvi postizenym rodindm predeviim z hlediska uréeni rizika prenosu
choroby na potomstvo.

Klicova slova: Bestova choroba, BESTI, mutace, opticka koherenéni tomogrdfie,
genotyp

ABSTRACT

Minimal Ocular Findings in a Patient with Best Disease Caused by the c.653G>A
Mutation in BEST1

Purpose: To describe the phenotype in an asymptomatic 64-year-old patient with family
history of Best disease and to identify the disease causing variant in the BESTT gene.

Methods: Detailed ocular examination of the proband including spectral-domain optical
coherence tomography (SD-OCT), fluorescein angiography and electrooculography was
performed. Direct sequencing approach was used to screen the whole coding sequence of 11
exons of BESTI.

Results: An early vitelliform stage of Best disease presenting as a small yellowish spot in
the macula was observed in the right eye. The fundus appearance in the left eye was normal.
SD-OCT of the right macula revealed hypodense space between the retinal pigment epithelium
and the neuroretinal layer. Arden ratio was bilaterally mildly reduced; 1.36 in the right and
1.3 in the left eye. Molecular genetic analysis identified a heterozygous change ¢.653G>A
(p.Arg218His) as the disease-causing variant.

Conclusion: Here we report for the first time a phenotype-genotype correlation in
a Czech patient with Best disease. SD-OCT is a fast method that may show the presence of
small pathological changes. The screening of BEST1 gene enables identification of disease-
causing variants in asymptomatic individuals with normal fundus appearance and thus
improves counseling to the affected families.
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Bestova choroba (také znama jako vi-
teliformni makularni dystrofie ¢i Bestova
viteliformni dystrofie makuly) je obou-
stranné onemocnéni pfenasené autozo-
malné dominantné s pfibliznou preva-
lenci 1:10 000 (25).

Existuje nékolik klasifikaci fazi Be-
stovy choroby. Déleni pribé&hu onemoc-
néni vychazi nejCastéji z prace Mohlera
a Fineho. Ve fazi 0 je vzhled makuly nor-
malni, v 1. asymptomatické fazi (previ-
teliformni) jsou pfitomny pouze jemné
zmény retindlniho pigmentového epitelu
(RPE) (25). Onemocnéni se typicky ma-
nifestuje v 1. a 2. dek&dé Zivota vznikem
lehce prominujiciho oranzovozlutého lo-
ziska o velikosti 0,5-2,0 priiméru terce
zrakového nervu, které svym vzhledem
pfipomina vaje¢ny Zloutek (2. viteli-
formni faze). V dal$im vyvoji mize dojit k
Caste¢né absorpci léze a vzniku tzv.
pseudohypopyon (3. faze). Postupnou
dezintegraci zacne léze pfipominat mi-
chang vajicka (4. faze). V posledni 5.
fazi onemocnéni, ktera je provazena
Casto vyraznéjSim poklesem zrakové
ostrosti, mGze dojit ke vzniku atrofické
makulopatie, jizveni v makule nebo
k tvorbé neovaskularizace nalézajici se
pod nebo kolem fibrotické makularni
jizvy. Ne vSichni pacienti prochazeji
vSemi fazemi onemocnéni a podle né-
kterych autori muze byt poradi 3. a 4.
faze obracené (22, 25, 33). Vétsina pfi-
padd se manifestuje vznikem solitarni
Iéze v oblasti makuly, popsany vSak
byly také 1éze multifokalni (5, 31).

Bestova choroba je pomalu progredu-
jici onemocnéni s Casto stranové asyme-
trickym nalezem. ObtiZe ve smyslu meta-
morfopsii, rozostfeného vidéni a snizeni
centralni zrakové ostrosti mohou vznikat
jizv détstvi, ale i o nékolik dekad pozdéji.
V dlouhodobéjsim horizontu onemocnéni
vede u vétSiny pacientd k poklesu zra-
kové ostrosti (3, 25).

Klinicka diagnéza je potvrzena v na-
prosté vétsiné pfipadl elektrookulogra-
fickym (EOG) vySetfenim, pfi kterém se
pozoruje snizeni maximalni potencia-
lové hodnoty namérené na svétle. Jeji
podil s minimalni hodnotou naméfenou
potmé x 100 se vyjadfuje ve formé tzv.
Ardenova indexu, ktery je snizen Casto
jiz v previteliformni fazi onemocnéni.
Charakteristicka je také blokada viteli-
formnim materidlem pfi fluorescencni
angiografii a zvySena autofluorescence
Zlutych viteliformnich lézi (3, 4, 9, 13,
15, 21, 25).

Bestova choroba je podminéna muta-
cemi v genu bestrofin 1, ozna¢ovaném
symbolem BEST1, ktery se nachazi na
dlouhém raménku 11. chromozomu.
Tento gen je také znamy pod oznacenim
VMD2 a koduje protein bestrofin 1, ktery
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je lokalizovany v bazolateralni mem-
brané bunék RPE, kde tvofi Cl-kanaly.
Tyto se aktivuji zménami intracelularni
koncentrace Ca2+. Mnozstvi patogen-
nich mutaci vedoucich ke vzniku Bestovy
choroby je velké, dosud jich bylo
v BEST1 identifikovano vice nez 200
(http://www-huge.uni-regensburg.de/
BEST1_database/home.php).

METODIKA

Klinické vysetreni

Provedli jsme kompletni o¢ni vySet-
feni 64letého asymptomatického muze,
ktery byl pozvan na naSe pracovisté
vzhledem ke stanoveni diagnézy Be-
stovy choroby u jeho 22letého syna na
jiném pracovisti, ostatni rodinnd ana-
mnéza byla negativni. Nejlepsi korigo-
vana zrakova ostrost byla zjiStovana po-
moci ETDRS optotypu. Vidéni do blizka
bylo testovano pomoci Jaegerovych ta-
bulek. Provedli jsme biomikroskopické
vy8etfeni fundu v mydridze, barevnou
fotografii oéniho pozadi a snimek v bez-
Cerveném svétle, fluorescenéni angio-
grafii (FF 450 plus IR Fundus Camera,
Carl Zeiss Meditec AG, Némecko), vy-
Setfeni zorného pole pocitacovym peri-
metrem (M-700, Medmont International
Pty Ltd., Austrdlie), vySetfeni kontrastni
citlivosti na tabuli Pelli-Robson (HS Cle-
ment Clarke International, Velka Brita-
nie) a barvocitu 15 Hue testem. Pacient
byl dale vySetfen pomoci optické kohe-
renéni tomografie se spektralni dome-
nou (SD-OCT, Spectral OCT/SLO, OTI
Ophthalmic Technologies Inc., Kanada)
s axialnim rozlidenim 6 um a rychlosti
16 snimkd/s. PFistroj je kombinaci OCT
a skenovaciho laserového oftalmoskopu
a vyuziva Fourierovu transformaci spoji-
tého signdlu k vystupu ve formé fezl
sitnici.

EOG vySetfeni (RETI-port plus
mfERG system, Roland Consult GmbH,
Némecko) bylo provedeno podle stan-
dardniho protokolu Mezinarodni spolec-
nosti pro klinickou elektrofyziologii zraku.
Vysledky byly hodnoceny jako normalni,
pokud Arden(iv index byl vy$si nez 1,85,
rozmezi 1,85—-1,3 bylo hodnoceno jako
mirné snizeni a zavazné snizeni bylo
u Ardenova indexu pod 1,3 (21). Studie
byla provedena podle zasad Helsinské
deklarace.

Primé sekvenovéani genu BEST1

DNA byla extrahovana z 5 ml
vzorku vendzni krve pomoci DNA ex-
trakéniho kitu (Nucleon DNA lIsolation
Kit BACCII, GE Healthcare, Velka Bri-
tanie). Screening 11 exond genu
BEST1 byl proveden pomoci obou-
stranného pfimého sekvenovani exonl
a hranic intronli s exony, jak jiz bylo

dfive popsano (8). Generovana data
byla srovnavana s referenéni sekvenci
NM_004183.2.

VYSLEDKY

64lety muz anamnesticky udaval tupo-
zrakost pravého oka, oboustrannou hy-
permetropii a astigmatismus. Ve véku 57
let podstoupil na jiném pracovisti operaci
katarakty s implantaci nitroo¢ni ¢ocky na
pravém oku a ve véku 62 let stejny za-
krok na oku levém. Znamky Bestovy cho-
roby nebyly pfi pfedchozich vySetfenich
fundu popsany.

Pfi naSem vySetfeni byla nejlepSi
zrakova ostrost na oku pravém 0,4 na-
turdlné a na oku levém 1,0 také natu-
ralné. Z Jaegerovych tabulek pacient
Cetl pravym okem ¢islo 6, levym okem
¢islo 1. V centru makuly pravého oka
bylo pfitomno malé, nazloutlé, ostrfe
ohrani¢ené, prominujici subretinalni lo-
zisko, biomikroskopicky velikosti 0,3
priméru ter¢e zrakového nervu (obr.
1a). Nalez v makule levého oka se jevil
normalni (obr. 1b). Zadna dalsi patolo-
gie nebyla pfi detailnim oftamologickém
vySetfeni zjiSténa. V angiografickém ob-
raze pravého oka jsme nalezli v centru
léze v Casnych fazich dole nehomo-
genné blokovanou fluorescenci a v po-
zdnich fazich nahofe velmi mirnou hy-
perfluorescenci. Angiograficky nalez
makuly levého oka byl normaini (obr.
1c, d).

Na SD-OCT skenech pravého oka
byla patrna subfoveolarné lokalizovana
ohrani¢ena oblast ztlusténi RPE se §tér-
binovym prostorem velmi nizké nehomo-
genni reflexivity mezi RPE a neuroreti-
nou (obr. 2a). Velikost baze léze byla 1,20
x 1,04 mm, vySka léze v maximu
0,13 mm. Byla pfitomna foveolarni de-
prese se ztenCenou neuroretinou na
0,13 mm. Na OCT skenech levého oka
byl normalni nalez, vySka neuroretiny ve
fovee Cinila 0,20 mm (obr. 2b).

Kontrastni citlivost byla na pravém oku
snizena na hodnotu 1,35; na levém byla
jeji hodnota fyziologicka 1,65. Barvocit
byl na obou oc¢ich normalni. Vysetfeni
zorného pole se jevilo oboustranné zcela
bez znamek patologie.

Klinicky nalez koreloval s EOG vySet-
fenim, bilateralné bylo zjisténo mirné
snizeni Ardenova indexu, jeho hodnota
¢inila vpravo 1,36 a vlevo 1,3.

Molekularné genetické vysetfeni

Pfimé sekvenovani kodujicich se-
kvenci genu BEST1 prokazalo pfitom-
nost heterozygotni mutace c.653G>A ve-
douci na proteinové urovni k zaméné ar-
gininového aminokyselinového zbytku za
histidin v kodénu 218 (obr. 3).
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Obr. 1. Nalez na oénim pozadi u 64 letého probanda s Bestovou chorobou potvrzenou
molekuldrné genetickym vysetrenim. Barevna fotografie sitnice v oblasti makuly pravého
oka s prominujicim, subretindlné uloZenym, ostre ohranicenym Zlutavym lozZiskem, okolo
jemné presuny pigmentu a), fotografie sitnice v oblasti makuly levého oka s normalnim
ndlezem b), 9. minuta fluorescencni angiografie pravého oka s velmi mirnou loZiskovou
hyperfluorescenci v centru makuly c), 10. minuta fluorescencni angiografie levého oka
s normdlnim nalezem d).

e =

"IN A B e W e

e s

Obr. 2. Opticka koherencni tomografie se spektralni doménou u asymptomatického pa-
cienta s Bestovou chorobou. V makule pravého oka se nachazi subfoveolarné lokalizo-
vand oblast se Stérbinovym prostorem velmi nizké nehomogenni reflexivity mezi hyper-
reflexivnim pruhem retinalniho pigmentového epitelu a rozhranim fotoreceptort, mirné je
oslabena zevni jaderna vrstva, ostatni vrstvy sitnice se jevi normalni a foveolarni deprese
je zachovana a), v makule levého oka je normalni nalez b)

degeneraci s monogennim typem dédic¢-
nosti (22). Screening genu BESTT1 ved|
k uréeni molekularné genetické pficiny
tohoto onemocnéni u nami vysSetfova-
ného pacienta. Zjistili jsme substituci
nukleotidu G za nukleotid A na pozici 653

DISKUSE

Bestova choroba je po Stargardtové
chorobé druhou nejc¢astéjsi makularni

Obr. 3. Sekvenéni chromatogram. Hetero-
zygotni zaména guaninu za adenosin
(c.653G>A) v genu BEST1 u probanda s mi-
nimalnim nalezem na fundu svédcicim pro
pritomnost Bestovy choroby. PouZitd no-
menklatura odpovida doporuceni Spolec-
nosti pro variabilitu lidského genomu, pri-
¢emz adenosin z ATG-translacniho iniciac-
niho kodonu je uvadén jako nukleotid 1
(11, 2). Za referenéni byla povazovana se-
kvence NM_004183.2

v exonu 6, ktery je po exonu 8 druhym
nejcastéjSim kodujicim usekem genu
BEST1, ve kterém jsou zjiStovany pato-
genni varianty podmiriujici vznik Bestovy
choroby (http://www-huge.uni-regens-
burg.de/BEST1_database/home.php).
Detekovana mutace méa za nésledek za-
ménu argininového zbytku za histidinovy
na pozici 218 aminokyselinového fe-
tézce. Arginin na pozici 218 je evoluéné
(mezidruhové) velmi konzervovany, coz
mimo jiné podporuje fakt, ze jeho pfitom-
nost ma vyznamny vliv na spravnou
funkci proteinu bestrofinu-1 a jeho za-
ména vede ke Skodlivym nasledkdm (19,
23). U pacientll s Bestovou chorobou se
jedna o nejcastéjsi aminokyselinovy zby-
tek, kde se vyskytuji mutace podminujici
toto onemocnéni. Stejna mutace, ktera je
pfitomna u naseho pacienta, byla jiz
dfive popsana u nékolika dalSich pro-
bandl plvodem predevSim z Francie
(18, 19, 20).

U pacient( ¢eského pavodu byla pato-
genni zména v BEST1 genu detekovana
doposud pouze v jedné rodiné s Besto-
vou chorobou. Konkrétné byla zjisténa
mutace ¢.76G>C (p.Arg25GIn) nalézajici
se v exonu 2 genu BESTT1. Klinicky nalez
ani jednoho ze tfi postizenych pfislus-
nikG vySetfované rodiny nebyl detailné
popsan (23).

Fenotyp u jedinct s Bestovou choro-
bou mlze byt zna¢né variabilni, a to
i v rdmci jedné rodiny. Rizni se vék
vzniku prvnich symptomd a zavaZnost
ndlezu mezi oima jednoho pacienta.
Popséana byla téz inkompletni pene-
trance, kdy pacient je nositelem patolo-
gické mutace, ale nevykazuje zadné
znamky onemocnéni, a to ani pfi EOG
vySetfeni, pfi¢emz snizeni hodnoty Arde-
nova indexu bylo donedavna povazovano
za zakladni diagnostické kriterium. V lite-
ratufe Ize najit také klinické charakteris-
tiky pacientdl s normalnim Ardenovym in-
dexem a pfitomnosti viteliformni léze
(16, 24, 29, 32, 33, 35, 38, 39). Mecha-
nismy, které jsou pficinou této fenoty-
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pové variability, nebyly dosud zcela ob-
jasnény. Pfedpoklada se vliv modifikuji-
cich genetickych faktori anebo vlivl
okolniho prostfedi (12, 35).

Prestoze typicka manifestace Bestovy
choroby byva v 1.nebo 2. dekadé zivota
(3, 32, 34) av 6.a 7.dekadé zivota se
ocekdva u minimalné poloviny pacientl
snizeni nejlepsi korigované zrakové ost-
rosti pod 0,5, ktera vSak nebyva na lep-
§im oku horsi nez 0,1-0,05 (3, 25, 32),
u nami vySetfovaného 64letého pacienta
byla zjiSténa pouze pocinajici viteli-
formni faze onemocnéni na pravém oku
a normalni nalez v makule levého oka.
Vzhledem k tomu, ze u o¢i s viteliform-
nimi Iézemi je nejlepSi korigovana zra-
kova ostrost vétSinou normaini nebo jen
lehce snizena (32, 34, 35), je pravdépo-
dobné, Ze jeji pokles na pravém oku vy-
Setfovaného byl zplsoben predevsim
anamnesticky udavanou amblyopii.

Kvuli znacné variabilité projevii Be-
stovy choroby, a to i u jedincd z jednotli-
vych rodin, je téZké vysledovat tésnéjsi
vztah mezi klinickym vyjadfenim a pato-
gennimi mutacemi. Booij a kol. (3) ne-
davno poukézal na statisticky vétsi riziko
poklesu zrakovych funkci u pacientll s
mutaci p.Val10Ala ve srovnani s nositeli
mutaci p.Thr6Pro a p.Tyr227Asn. Popis
vice jedincG s pfi¢innou mutaci
p.Arg218His by napomohl zjistit, zda
tuto Ize davat do souvislosti s mirnéjsSim
pribéhem choroby, jak by mohl nazna-
Covat nalez u nami vySetfeného paci-
enta. V literatufe se vyskytuje v tomto
ohledu jen drobna zminka: u 72letého
otce pacientky s Bestovou chorobou
némeckého plvodu bylo zjisténo, Ze
jeho zrakova ostrost umoznuje vykona-
vat v8echny bézné denni ukony (19).

Pouze nékolik praci popisuje OCT na-
lezy u pacientld s detekovanymi muta-
cemiv BEST1 a zaroven s normalnim i
minimalnim nélezem pfi oftalmoskopic-
kém vysetfeni fundu (27, 32, 34, 35).
Prvni znamkou Bestovy choroby pred
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vznikem viteliformni Iéze je dle pozoro-
vani Querquese a kol. (30) ztlusténi re-
flexivni vrstvy mezi normalné vypadaji-
cim RPE a linii junkce zevnich a vnitf-
nich segmentl fotoreceptor(i, v dal§im
pribéhu onemocnéni vznika akumulace
tekutiny a materialu mezi RPE a neuro-
retinou, kterou jsme pozorovali i my na
pravém oku pacienta (31, 37).

U Bestovy choroby bylo prokazano
ukladani toxickych prekurzor(i a derivatl
lipofuscinu, které vznikaji jako odpad
Waldova cyklu. Akumulovany materiél se
zobrazuje dobre pfi autofluorescenci
fundu a v pocatecnich fazich choroby se
nachazi nejenom v RPE, ale také ve fo-
toreceptorech a jejich vnéjSich segmen-
tech. Soudi se, Zze onemocnéni by mohlo
vznikat na podkladé poruchy regulace
mikroprostredi burikami RPE. Nasled-
kem hromadéni tekutiny v subretindlnim
prostoru a separaci vrstev nedochazi
k fagocytéze vnéjSich segmentl fotore-
ceptord, které obsahuji toxické prekur-
zory lipofuscinu a tim dochazi k jejich
oxidativnimu poskozovani a nasledné
k odumirani. Vnéjsi segmenty fotorecep-
tord jsou také vyluc¢ovany do subretinal-
niho prostoru a toxické prekurzory lipo-
fuscinu se dale hromadi v RPE, ktery je
fagocytuje po dobé delsi nez za fyziolo-
gického stavu, kdy se nachazeji v tés-
ném kontaktu. Lipofuscin pak zfejmé po-
Skozuje bunky RPE a vede k jeho atrofii
(22, 36).

Rada pacientli s Bestovou chorobou
se muze pfi vySetfeni jevit jako spora-
dické pfipady bez rodinné anamnézy.
NaSe prace, v souladu s jinymi publiko-
vanymi studiemi, poukazuje na fakt, ze
onemocnéni lze ¢asto prokazat i u dal-
Sich pfibuznych prvniho stupné (3, 35).
Molekularné genetickym testovanim lze
zjistit pfenasece bez znamek onemoc-
néni a potvrdit dominantni dédi¢nost,
coz vede ke zlepSeni poradenstvi posti-
Zenym pacientlim a jejich rodinam.

Kromé Bestovy choroby jsou mutace

v genu BESTT1 spojovany se vznikem
Ctyf dalSich degenerativnich onemoc-
néni sitnice: viteliformni makularni
dystrofie s manifestaci v dospélosti, au-
tozomalné dominantni vitreoretinalni
choroidopatie, autozomalné recesivni
bestrofinopatie a retinitis pigmentosa,
ktera mlze byt prendSena jak domi-
nantnég, tak recesivné (6, 7, 8, 10, 22).

Kauzalni 1é¢ba Bestovy choroby nee-
xistuje. U ohraniCenych choroidedlnich
neovaskularnich membran muze byt
provedena termalni fotokoagulace nebo
fotodynamicka terapie (1, 33). Popsana
byla také aplikace anti-VEGF léka (17,
26, 33). VSechny tyto terapeutické pfi-
stupy vykazovaly dobré vysledky. Indi-
kace lécby je vSak sporna, nebot pro-
gndéza nelécené choroidedlni neovasku-
larizace komplikujici Bestovu chorobu je
rovnéz relativné dobra (14).

ZAVER

V Ceské rodiné s Bestovou chorobou
jsme identifikovali patogenni mutaci v pfi-
¢inném genu BEST1 a poprvé provedli
srovnani s klinickym vyjadfenim. Mini-
malni nalez svédcici pro pfitomnost Be-
stovy choroby muZze byt zjistén i u zcela
asymptomatickych jedincl, jako napf.
u nami vySetfeného pacienta, ktefi vSak
mohou onemocnéni prenaset na potom-
stvo. Stanoveni pfi¢inné mutace umoz-
fuje potvrzeni diagnézy, coz muze byt
dalezité zvlasté u pacientd s minimalnimi
znamkami onemocnéni na fundu a nor-
malnim EOG nalezem (28, 38).

Prace byla vytvofena za podpory na-
sledujicich instituci: Ministerstvo Skolstvi,
mladeze a télovychovy MSM0021620806
a NIHR Manchester Biomedical Rese-
arch Centre.
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