MOLEKULARNE GENETICKA
PRICINA A KLINICKY NALEZ

U DVOU PROBANDU SE
STARGARDTOVOU CHOROBOU

SOUHRN

Cil: Popsat klinicky nélez a provést molekularng genetickou analyzu u dvou probandi &eského pi-
vodu s diagnézou Stargardtovy choroby. Poskytnout souhrn praktickych poznatkd plynoucich z mu-
taéni analyzy genu ABCA4 a poukézat na nékteré problematické aspekty spojené se screeningem
tohoto genu.

Metody: U obou muz0 ve véku 39 a 26 let jsme provedli ocni vysetfeni véetn& optické koherenéni to-
mografie se spektralni doménou (SD-OCT). DNA byla izolovéna z venézni krve. Identifikace pato-
gennich sekvenénich variant byla provedena pomoci genotypovaciho mikrogipu pro gen ABCA4,
verze 11.0 (Asper Ophthalmics, Estonsko) detekujici 558 znémych mutaci a jednonukleotidovych
polymorfismg.

Vysledky: U prvniho probanda byla nejlepsi korigované zrakové ostrost obou oi 0,1, u druhého
probanda 0,05. Klinické vy3etteni prokazalo typicky nélez atrofie makuly s p¥itomnosti Zlutavych
skvrn na o&nim pozadi. Vyseteni SD-OCT odhalilo oboustranng chybéni linie elipsoidd vnitinich
segment( fotoreceptord, také v literatuie oznacovand jako linie junkce vnitfnich a zevnich segment(
fotoreceptort, ztenéeni neuroretiny a nepravidelnosti pigmentového epitelu sitnice. V souladu s au-
tozomélné recesivnim typem prenosu byla rodinnd anamnéza pro Stargardtovu chorobu v obou pFi-
padech negativni. Molekuldrng genetickym vy3etienim bylo zjist&no, Ze prvni proband je nositelem
mutace ¢.4234C>T; p.(GIn1412*) v exonu 28 a ¢.5882G>A; p.(Gly1961Glu) v exonu 42. U dru-
hého probanda byla detekovéna pouze jedna znémé patogenni mutace c.1988G>A p.(Trpé63*)
v exonu 14.

Zavér: Poprvé byly u ceskych pacient zjistény mutace zodpovédné za vznik Stargardtovy choroby.
Nemoznost nalézt jednu nebo obé& patogenni sekvenéni varianty je u této choroby za pouziti sou¢as-
nych metod pomé&ré castym jevem. Budouci studie by se mély zaméfit na stanoveni spektra a frek-
vence jednotlivych mutaci v ABCA4 u rozséhlejsiho souboru pacientd eského povodu. Znalost pri-
&innych mutaci zlep3uje klinické poradenstvi pacientim a v indikovanych pripadech umoziuje pre-
implantagni diagnostiku.
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SUMMARY
The Molecular Genetic and Clinical Findings in two Probands with Stargardt Disease

Purpose: The aim of our study was to describe the phenotype and to perform molecular genetic in-
vestigation in two probands of Czech origin diagnosed with Stargardt disease (STGD).

Methods: Both males underwent ocular examination including assessment by high-resolution spect-
ral domain optical coherence tomography (SD-OCT). DNA was isolated from venous blood. Mutati-
on detection was performed using the ABCA4 genotyping microarray (Asper Ophthalmics, Estonia).
Results: The best corrected visual acuity in proband 1 (aged 39 years) was 0.1 bilaterally, and 0.05
in proband 2 (aged 26 years). Fundus examination showed typical multiple yellow-white lesions and
macular atrophy. Alterations of retinal pigment epithelium, retinal thinning and disruption of the
photoreceptor inner segment ellipsoid band were detected with an SD-OCT. Two known disease-
causing mutations in ABCA4 were identified in proband 1; ¢.4234C>T, p.(GIn1412*) in exon 28;
and ¢.5882G>A, p.(Gly1961Glu) in exon 42. Only one pathogenic change was detected in pro-
band 2; c.1988G>A, p.(Trp663*) in exon 14. A second change, anticipated because of the recessi-
ve status of the disease, was not identified.

Conclusion: The frequency and full spectrum of ABCA4 mutations in Czech patients with inherited
retinal disorders is yet to be established. The inability to detect a second pathogenic change in
ABCA4 coding sequences in proband 2 warrants further investigation.
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uvob

Stargardtova choroba a fundus flavi-
maculatus jsou varianty dédi¢ného one-
mocnéni, které postihuje pigmentovy epi-
tel sitnice (retindIni pigmentovy epitel,
RPE) a fotoreceptory. Charakteristickym
klinickym nélezem je pfitomnost Zlutavych
skvrn v makule na Grovni RPE spolu s at-
rofii mqku|y. Stqrgdrdtova choroba se ty-
picky projevuje jako ireverzibilni snizeni
centrélni zrakové ostrosti, které vzniké jiz
v détstvi nebo v rané dospélosti, znadmky
onemocnéni se ale mohou dostavit i po-
zd&ji. P¥i Gvodnich projevech mize mit
makula normdlni vzhled, poté se mohou
objevit drobné hyperpigmentace, nasled-
n& nabyvé vzhledu tepaného bronzu
a postupné vzniké atrofie, nékdy se Zluta-
vymi skvrnami pfi okrajich nebo i difuzng&
po celém fundu. Jejich vzhled a velikost
byvé extrémné riznorody. V periférii sit-
nice se mohou pozdgji objevit také presu-
ny pigmentu. V kone¢ném disledku moze
choroba vést a2 k Gplné slepot&. Prevalen-
ce onemocnéni je relativng vysokd a od-
haduje se 1 postizeny na 8-10 000 oby-
vatel (10).

Za nejspolehlivéjsi metodu, jak rozpo-
znat Stargardtovu chorobu a zvIésté roz-
sah patologickych zmén, je dnes povazo-
véna autofluorescence fundu (7, 22, 47).
V diagnostice se také pouzivaiji optické
koherenéni tomografie se spektrélni do-
ménou (SD-OCT), fluorescen¢ni angiogra-
fie, vysetieni zorného pole a elektroreti-
nografie (23, 25, 28, 40, 41). SD-OCT
umozfivje zobrazit zmény iz od &asnych
stadii onemocnéni. Typicky je nélez ne-
pravidelnosti RPE, dezorganizace az ztra-
ta linie elipsoidd vnitfnich segmentd foto-
receptord, v literatufe také oznadovana
jako linie junkce vnittnich a zevnich seg-
ment0 fotoreceptord, ztrata zevni nuklear-
ni vrsivy a ztenéovani neuroretiny (32).

Stargardtova choroba se dédi nej¢asté-
ji autozomdlné recesivné (STGD1). One-
mocnéni je podmin&né mutacemi v genu
ABCA4 (ATP-binding cassette, subfamily
A, member 4) lokalizovaném na chromo-
zému 1p22, kiery kéduje sitnicové speci-
ficky ATP-vazaijici transportni protein na-
lézajici se na okrajich fotoreceptorovych
diski ve vngjSich segmentech ty&inek
a &ipko (6). ABCA4 pomdhd odstrariovat
potencidlng toxické sitnicové slougeniny
z fotoreceptor( po excitaci. Narusenim to-
hoto transportu dochézi po fagocytéze
vnéjsich segmentd fotoreceptori k jejich
akumulaci v RPE a k vytvareni lipofuscino-
vych depozit. Hromadici se toxické slou-
&eniny pak vedou k apoptéze RPE, a pro-

toze preziti fotoreceptory je na RPE zévis-
lé, dochdzi nésledné i k jejich degeneraci
(29).

Vzécné mohou onemocnéni podobaiici
se Stargardtové chorobé& vyvolat mutace
v genech ELOVL4 (ELOVL fatty acid elon-
gase 4) (STGD3) a PROM1 (prominin 1)
(STGDA4) (14, 45, 49, 52).

METODY

Vysetiili jsme dva nepFibuzné pacienty
s klinickymi znamkami Stargardtovy cho-
roby. Nejlepsi korigované zrakové ostrost
byla zjittovana pomoci ETDRS optotypd.
Vidéni do blizka bylo testovéno pomoci
Jégerovych tabulek s rozsahem od
nejmensiho k nejvétsimu textu 1-12. Pro-
vedli jsme biomikroskopické vyset¥eni fun-
du v mydridze, barevnou fotografii o¢ni-
ho pozadi, snimek v bezéerveném svétle
a vysetieni autofluorescence fundu (Visu-
cam 200, Carl Zeiss Meditec AG, Némec-
ko), kterd vyuzivé fluorescenéni schopnos-
ti lipofuscinu ke znazornéni jeho distribu-
ce a akumulace a k odliseni poskozenych
receptor( sitnice a potkozeného RPE. Dé-
le bylo provedeno vy3et¥eni zorného pole
statickym perimetrem (M-700, Medmont
International Pty Ltd., Vermont, Austrdlie),
vy3etieni kontrastni citlivosti na tabuli Pel-
li-Robson (HS Clement Clarke Internatio-
nal, Essex, Velka Britanie), vy3etfeni SD-
OCT s rozlienim axidlnim 5 um a trans-
verzélnim 15 um (RTVue, Optovue, Inc,
Fremont, USA) a pfistrojem, ktery je kom-
binaci SD-OCT s axidlnim rozlisenim
6 um a skenovaciho laserového oftalmo-
skopu (Spectral OCT/SLO, OTI Ophthal-
mic Technologies Inc., Kanada).

Odebrali jsme 3 ml venézni krve do
EDTA zkumavek a izolovali genomovou
DNA za pouziti systému FLEX STAR (Au-
toGen, USA) podle instrukci vyrobce.
K identifikaci mutaci jsme pouzili genoty-
povaci mikro&ip pro gen ABCA4, verze
11.0 (Asper Ophthalmics, Estonsko) dete-
kujici 558 zndmych mutaci a jednonuk-
leotidovych polymorfismg.

Nomenklatura popisu mutaci vychazela
z doporuéeni Spoleénosti pro variace v lid-
ském genomu (Human Genome Variation
Society, http://www.hgvs.org/rec.html),
kdy prvni adenin inicializa¢niho kodonu
ATG v kédujici DNA je vzdy oznacen ¢&is-
lem 1. NM_000350.2 byla pouzita jako re-
feren¢ni sekvence. Vyzkum byl proveden
v souladu s Helsinskou deklaraci. Oba pa-
cienti podepsali pisemny informovany sou-

hlas.

VYSLEDKY

Rozsah klinického vysetieni probandd
zévisel na dostupnosti vyse uvedenych
metod na jednotlivych pracovistich.

Proband 1 v détstvi vid&l na obé& o¢i
stejné dobre, ale od 15 let véku pozoro-
val pomalé postupné zhorsovéni centrdlni
zrakové ostrosti a svétloplachost pfi ost-
rém osvétleni. Znamky Stargardtovy cho-
roby byly pfi vy3etieni fundu poprvé po-
psany ve véku 25 let. Zrakova ostrost by-
la 0,16 na obou o¢ich bez korekce. Vidé-
ni do blizka bylo oboustranné snizeno na
&eni fextu s Jagerovym &islem 6. Ve véku
30 let zostala zrakové ostrost na obou
otich do délky s korekei -1,5 D zachové-
na, ale do blizka byla snizena na &teni
textu s Jaigerovym Cislem 8. P¥i poslednim
vy3etteni ve véku 39 let byla zrakové ost-
rost snizena na 0,1 oboustranné, vpravo
s korekei -2,75 D = -1,0 Dcyl ax 20°
a vlevo s korekci -3,0 D. Do blizka el
pacient text s Jéigerovym &islem 10. V ma-
kuléch obou oéi bylo pfitomno horizontal-
né ovdlné lozisko nepravidelné poruchy
RPE vzhledu tepaného bronzu, biomikro-
skopicky velikosti 1,7 proméru terée zra-
kového nervu, chybgl fovedlni reflex a pfi
nazélnim okraji makuly pravého oka pak
bylo drobné, sifovité pigmentované
okrouhlé lozisko velikosti 0,5 proméru ter-
&e zrakového nervu. Kolem makul pfi cév-
nich arkddach i nazalné od papil byla pfi-
tomna Zlutavé loziska na Grovni RPE, sit-
nicové cévy se jevily normdlni (obr. Ta-d).
Nélez na SD-OCT odhalil oboustranné
zten&eni neuroretiny v makulérni oblasti
s atrofii zevni nukledrni vrstvy, nepfitom-
nost linie elipsoidd vnit¥nich segmentd fo-
toreceptord a atrofii RPE s vyrazn&jsim
znézorn&nim struktur cévnatky (obr. Te,
f). Nejmensi tloustka neuroretiny ve fove-
éch obou o¢i byla 20 um. Vysetreni zor-
ného pole prokézalo oboustranné para-
centrdlni skotomy nahorte, vétsi vpravo,
validita vySetfeni byla snizena ztrétou fi-
xace (obr. 1g, h).

U probanda 2 se onemocnéni sitnice
projevilo poklesem vidéni do blizka jiz v 6
letech. Seroslepy ani svétloplachy nebyl.
Pfi nasem vy3etfeni ve véku 26 let byla
zrakovd ostrost obou oéi 0,05, do blizka
necetl ani nejvét3i Jagerovu tabulku. Kli-
nicky jsme nalezli pokro¢ilé projevy one-
mocnéni s atrofii neuroretiny a pigmento-
vého epitelu sitnice v makule. Kolem ma-
kuly i zevn& cévnich arkad byla rozmists-
na Zlutobild loziska (obr. 2a, b). Autofluo-
rescence fundu vykazovala poruchu distri-
buce. V oblastech atrofie RPE zcela chy-
béla, zatimco v jejich okoli jsme pozoro-

CESKA A SLOVENSKA OFTALMOLOGIE 6 / 2014

229



Obr. 1 Klinicky nélez u probanda 1 vysetieného ve véku 39 let. Foto-
grafie fundu dokumentuijici Zlutava loziska a atrofii pigmentového epitelu
sitnice vzhledu tepaného bronzu v makule pravého a) a levého oka b).
Zlutavé loziska rozného tvaru na zadnim pélu lépe viditelna v bezgerve-
ném svétle na snimcich pravého c) a levého oka d). Horizontélni SD-OCT
scan makuly pravého e) a levého oka f) se zten¢enim neuroretiny v maku-
le, nepFitomnosti linie elipsoidd vnitfnich segmentd fotoreceptort a atrofii
pigmentového epitelu sitnice. Zorné pole pravého g) a levého h) oka s pa-
racentrélnimi vypady, validita snizena ztratou fixace.

Obr. 2 Klinicky nalez u probanda 2 vysetfeného ve véku 26 let. Barev-
nd fotografie fundu dokumentujici atrofii neuroretiny a pigmentového
epitelu sitnice v makule pravého a) a levého oka b) s malymi Zlutobilymi
lozisky v periferii. Chybé&ni autofluorescence makuly pravého c) a levé-
ho oka d) s loziskovym zvy$enim autofluorescence fundu v mistech hro-
madéni lipofuscinu. Horizontélni SD-OCT scan makuly pravého e) a le-
vého oka f) prokazujici ztenéeni neuroretiny, absenci linie elipsoidd
vnittnich segmentd fotoreceptord a atrofii pigmentového epitelu sitnice.
Hyperreflexivni loziska rozd&lend na typ 1 g) a typ 2 h) podle hloubky
uloZeni v sitnici a odpovidaijici Zlutobilym skvrném (oznagena sipkami)

na SD-OCT levého oka.

vali oblasti s nepravideln& zrnitou autoflu-
orescenci. Naopak v mistech hromadéni
lipofuscinovych depozit byla autofluores-
cence zvy$ena (obr. 2¢, d). Pfi vysetteni
SD-OCT byla oboustranné zaznamenéna
rozséhlé atrofie zevni nuklearni vrstvy
provazend chyb&nim linie elipsoidd vniti-
nich segmentd fotoreceptord, atrofie RPE
a ztenceni neuroretiny (obr. 2e, f). Také
byla dokumentovana hyperreflexivni lo-
ziska ulozend v rozné hloubce sitnice
a odpovidajici Zlutobilym skvrnam (obr.
2g, h). Minimdlni vyska neuroretiny ve fo-
vee pravého oka byla 35 um a levého oka

20 pm. Vy3etteni zorného pole statickou
poéitacovou perimetrii bylo nespolehlivé
pro neschopnost fixovat.

Molekulérné genetickd analyza

U probanda 1 byly detekovény dvé pii-
¢inné mutace v genu ABCA4: zéména cy-
tosinu za tymin (c.4234C>T) v exonu 28
vedouci ke vzniku terminagniho kodonu
na pozici 1412 p.(GIn1412*). Druhé po-
togenni mutace ¢.5882G>A se nalézala
v exonu 42 a jeji pfitomnost znamené z4-
ménu aminokyseliny glycinu za glutamin

na pozici 1961 p.(Gly1961Glu).

U probanda 2 byla v genu ABCA4 pro-
kézéna pouze jedna znédmé mutace
c.1988G>A v exonu 14 zpUsobuijici za-

fazeni terminaéniho kodonu na pozici

663 p.(Trp663*).

DISKUSE

Nase préce poprvé popisuje moleku-
larné genetickou pricinu Stargardtovy
choroby u pacientd ¢eského povodu. Po-
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drobné byl zérovefi zdokumentovan také
oéni ndlez pomoci modernich zobrazova-
cich metod, jako jsou SD-OCT a vysetteni
autofluorescence fundu.

Stargardtova choroba byla poprvé po-
psana v roce 1909 Karlem Stargardtem
a patii mezi nejéast&jsi d&diena onemoc-
néni makuly. U této choroby je popisovén
oboustranny pokles zrakové ostrosti s po-
&atkem obvykle v détstvi nebo rané dospé-
losti, jak jsme pozorovali i u nasich paci-
entd. Obvykle pacienti trpi postupnou
ztratou zrakové ostrosti az na hodnotu
okolo 0,1, avsak mira ztréty zrakové ost-
rosti zévisi na véku, ve kterém nastaly prv-
ni projevy onemocnéni. U probanda 2 se
objevily prvni pfiznaky onemocnéni drive
nez u probanda 1 a v souladu s tim mél
i V8ISi ztratu zrakové ostrosti, kterd byla
zérovefi pod primérem zrakové ostrosti
obvyklé v kone¢ném stadiu.

Také ndlez na ognim pozadi byl u pro-
banda 2 pokrocilejsi nez u probanda 1,
prestoZe byl pacient v dob& naseho vy3et-
Feni mladsi. V makuléch byla zjisténa
u probanda 1 loziska nepravidelné atro-
fie RPE a castecné choriocapillaris vzhle-
du tepaného bronzu, u probanda 2 jiz by-
la pFitomna atrofie sitnice véetné RPE.
U obou probandd jsme v oblasti zadniho
polu i v periferii pozorovali typické Zluta-
vé az zlutobilé skvrny rizného tvaru.
Obecné ve shodé s publikovanymi ddaiji
jsou pi biomikroskopickém vy3etteni a na
barevné fotografii fundu skvrny &asto ma-
lo kontrastni, lépe jsou viditelné v bezcer-
veném svétle, nejlépe a nejzretelngji jsou
viak patrné pfi vysetfeni autofluorescence
fundu, kdy na podkladé hromadéni lipo-
fuscinu v RPE vykazuji hyperautofluores-
cenci (46, 47). U probanda 1 byly skvrny
V&£si, vytvarely sitovité vzory a mély Zluta-
vou barvu, u probanda 2 byly mensi veli-
kosti, vice izolované a okrouhlg, barvy
Zutobilé.

Pri vy3etieni SD-OCT jsme u obou pro-
bandd zaznamendli ztenéeni neuroretiny,
chybéni linie elipsoidd vnittnich segmentd
fotoreceptort a hyperreflexivni loZiska
umisténd v zevnich vrstvéch neuroretiny.
Podle lokalizace se dé&li na dvé& skupiny.
Loziska typu 1 maii tvar kupole a naché-
zeji se v Grovni nebo t&sné nad Grovni
vnittni strany linie RPE. Reflexivita obou
objektd mize byt obdobné a jejich odlize-
ni pri SD-OCT vy3etieni obtizné. Loziska
typu 2 se jevi jako malé linearni hyperre-
flexivni léze zasahuijici do zevni nukledrni
vrstvy sitnice a mohou byt oddéleny od i-
nie RPE (46). Léze obou typd jsme pozo-
rovali u obou nasich probandd.

Snizeni zrakové ostrosti odpovidé dbyt-
ku receptort, ktery také koreluje s rozsa-
hem zmén patrnych pii vysetfeni autofluo-

rescence fundu. Naopak snizeni vysky
sitnice nemusi byt nutn& provézeno ztra-
tou receptor a i pFes progresivni atrofii
intraretindlnich vrstev moze byt zrakova
ostrost lepsi, nez by se mohlo ocekavat
(15).

Vysetteni zorného pole statickou peri-
metrii bylo u probanda 1 méné& validni
pro ztratu fixace, u probanda 2 neslo ze
stejného divodu provést vibec. Typickym
nélezem p¥i perimetrickém vyseteni je
u Stargardtovy choroby centrélni skotom.

Ani u jednoho z pacientd nebyla pozi-
tivni rodinnd anamnéza pro Stargardtovu
chorobu, coz je v souladu s autozomélng
recesivni dédi¢nosti a tudiz se STGDI,
podminénou mutacemi v genu ABCA4.
Mutace v tomto genu zpdsobuii Fadu au-
tozomalné recesivnich sitnicovych dege-
neraci s postizenim makuly, kromé& Star-
gardtovy choroby i autozomdlné recesivni
&ipko-ty¢inkové dystrofie a retinitis pig-
mentosa (9, 12, 17, 26). Nékteré varian-
ty v tomto genu jsou spojovdny i se zvyse-
nym rizikem vzniku vékem podminéné
makularni degenerace (3, 5), nicméné ne
viechny prdce tuto asociaci potvrzuji (4,
42).

Gen ABCA4 mé 50 exont, kéduje pro-
tein o velikosti 2273 aminokyselin, a je
tedy relativng veliky. Provedeni screenin-
gu konvenéni mutaéni analyzou pomoci
Sangerova sekvenovani by bylo narogné
jak ¢asové, tak i finanéné, a proto byla
zvolena levnéjsi metoda detekce mutaci
pomoci genotypovaciho mikrocipu, ktery
vyuzivé technologii APEX (,arrayed pri-
mer extension”) (24). V dobé vysetieni
obou probandy tento mikrocip obsahoval
558 roznych patogennich sekvenénich va-
riant a benignich polymorfismd (51)
a k systematickému screeningu onemoc-
néni sitnice asociovanych s mutacemi
v genu ABCA4 byl pouzit jiz v fad& pred-
chozich studii pro priznivy pomér ceny
k vykonu (20, 34, 44). Obé& mutace jsou
touto metodou nalezeny v proméru
v 40 % pacientd s diagnostikovanou kla-
sickou STGDT1, u dalsich 40 % pacientd je
zji$t&na mutace jedna a u 20 % mutace
detekovéna neni (19). Fale3na pozitivita
&i negativita je pfi pouZiti genotypovaciho
mikrogipu mensi nez 2%, nicméné pokud
to podminky dovoluji, je vhodné prokazat
pritomnost zji$t&nych mutaci je$té jinou
metodou, nejéast&ji Sangerovym sekveno-
vanim (24, 34). Nevyhodou genotypova-
ciho mikrocipu je, Ze lze vyseftit pritom-
nost pouze zndmych sekvenénich variant,
nové mutace tak nejsou detekovany.
V souéasné dobé se pii zjistovani mutaci
prechdzi na technologii sekvenovani nové
generace, kterd vykazuje pfiznivy pomér
ceny a vykonu a umoziivje i detekci do-

sud nepopsanych sekvenénich variant
(19, 51).

Obé& mutace v genu ABCA4 prokéazané
u probanda 1 byly jiz dfive popsany
v souvislosti se STGD1 u pfipadd z roz-
nych populaci. Zatimco je pom&rné vzéc-
nd a byla nalezena pouze v n&kolika v ro-
dinéch z USA a v dénské populaci (28,
35), je v fadé populaci nejéastéji deteko-
vanou patogenni sekvenéni variantou (1,
11, 20, 24). Mutace pfitomné u proban-
da 2 byla zji$téna u jednoho pacienta né-
meckého pOvodu a v jedné roding plvo-
dem z USA (10, 33). Nenalezeni druhé
patogenni varianty moZe byt déno pravé
vyskytem nové, dosud nepopsané mutace.
Nicméné sekvence genu ABCA4 je znaé-
né& variabilni a ani pouziti nejnovéjsich
technologii nevede u Fady pacientd k de-
tekci jedné & obou mutaci. Dosud neod-
halené zmény v ABCA4 se mohou totiz
nachézet v regulatornich sekvencich ¢i
hluboko v intronech s obtizn& prokazatel-
nou patogenitou (8).

Efekt mutaci na funkci ABCA4 je roz-
norody, dochézi napt. ke snizeni exprese,
nenavdazani substrdtu, retenci v endoplaz-
matickém retikulu, snizeni ATPGzové akti-
vity, coz vie vede ve svém dUsledku ke sni-
Zeni transportni aktivity tohoto proteinu.
Tyto rozné funkéni disledky se pravdépo-
dobné podili na sirokém spektru fenoty-
pového vyjadreni onemocnéni sitnice na
podkladé mutaci v ABCA4 (29). Prvni pa-
togennf varianta prokézand u probanda
1 vede ke vzniku terminaéniho kodonu ve
druhé poloving genu, jehoz dusledkem je
predéasné ukonéeni translace, a tedy
zkréceni proteinu ABCA4 se zavaznym
narusenim jeho funkce. Druh& mutace
p.(Gly1961Glu) zjist&nd u probanda 1 je
svoji povahou missense, 1. vede k zamé-
né jedné aminokyseliny za jinou. Predpo-
klada se, ze zpUsobuje alteraci funkce
proteinu snizenim vazby ATP a ATPazové
aktivity (43). Tato mutace se nalézd mimo
funkeni domény ABCA4 a byva spojové-
na s mirn&jsim klinickym vyjédrenim one-
mocnéni (18, 38), coz by odpovidalo
i nalezu u probanda 1 v porovnéni s pro-
bandem 2. V disledku sekvenéni pato-
genni varianty nalezené u probanda 2
vzniké terminaéni kodon jiz v prvni &tvrti-
né& genu a kédovany protein je tak prav-
dépodobné zcela nefunkéni, alternativné
moze dochdzet k degradaci mRNA na
podkladé obranného bunéeného mecha-
nismu nonsense mediated decay (21).

Frekvence vyskytu zmén v ABCA4 ne-
byla v b&zné ceské populaci stanovena.
O tomto genu je zndmo, ze obsahuje ex-
trémni mnozstvi polymorfism0, &asto s ne-
jasnym vlivem na funkci proteinu (37, 48).
Odhaduje se, ze zhruba kazdy 20. jedinec
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by mohl byt nositelem n&jaké potenciélng
patogenni zmény v ABCA4 a je tudiz moz-
né, Ze prevalence onemocnéni sitnice aso-
ciovanych s timto genem je vy3§i, nez je
v soucasné dobé odhadovano (10, 24, 28,
50). V rémci pléanovéni rodi¢ovstvi pacien-
10 s dystrofii sitnice podminénou mutacemi
v ABCAA4 neni tedy zadost o screening
ABCA4 u zdravého partnera zcela neo-
podstatnénd. Pravé kvoli vysoké frekvenci
patogennich zmén se mohou recesivni one-
mocnéni vznikajici na podkladé mutaci
v tomto genu vyskytovat i ve vice genera-
cich jedné rodiny (tzv. pseudodominance),
coz ztézuje diferencidlni diagnostiku a ge-
netické poradenstvi (10, 34, 36).

Prokaz pficinnych mutaci umoziivje na-
bidnout nositelim patogennich mutaci
(nap¥. rodi¢dm iz postizeného ditéte) za-
brénéni prenosu onemocnéni na dalsi ge-
neraci pomoci preimplantaéni diagnostiky

(13). V roce 2010 byla publikovéna pra-
ce popisujici tento postup prévé u muze
se Stargardtovou chorobou a jeho part-
nerky, kterd byla prokézanou nositelkou
patogenni alely v ABCA4. Jejich spole¢ny
potomek by mé&l tedy p¥i sponténnim po-
&eti 50% riziko onemocnét Stargardtovou
chorobou (39).

Pro Stargardtovu chorobu zatim neexi-
stuje G¢innd lécba. Na zékladé studia zvi-
fecich modeld prokazujictho zvysenou
tvorbu toxickych slou¢enin ve vngjsich seg-
mentech fotoreceptor( pfi expozici svétlu
je pacientom doporuéeno chranit odi slu-
necnimi brylemi a nedopliiovat stravu
o vitamin A (16, 27, 31, 34). Pilomni stu-
die, v rémci které byli pacienti s diagné-
zou sitnicové degenerace asociované
s ABCA4 suplementovéni luteinem po do-
bu 6 mésicl, vedla u dvou tretin o&i ke
zvyseni optické hustoty makulérniho pig-

mentu, ke zlepSeni centrélni zrakové ost-
rosti ale nedoslo (2).

Znalost presné molekulérni diagnézy
mize byt jednim z pozadavkd pro zafo-
zeni do klinickych zkousek genové tera-
pie nebo terapie kmenovymi buikami,
které byly v nedavné dobé& zapocaty. Od
roku 2011 probiha prvni klinické studie
na lidech zkoumaijici bezpeénost lentivi-
rového vektoru vyvinutého pro genovou
terapii Stargardtovy choroby. Lécebné
intervence v budoucnosti se také mohou
zamé&fit na odstrafiovani toxickych deri-
véitd vitaminu A (30), zkousi se i G&inek
neuroprotektiv (www.clinicaltrials.gov).
Do doby, nez budou znémy vysledky
téchto klinickych zkousek, jsou viak pa-
cienti se sitnicovym onemocnénim pod-
min&nym mutacemi v genu ABCA4 od-
kézani pouze na rizné korekeni pomic-
ky pro zrakové postizené.

LITERATURA

1.

Aguirre-Lamban, J., Riveiro-Alvarez, R., Maia-Lopes, S., et al.:
Molecular andlysis of the ABCA4 gene for reliable detection of al-
lelic variations in Spanish patients: identification of 21 novel vari-
ants. Br J Ophthalmol, 2009; 93(5): 614-21.

Aleman, TS., Cideciyan, AV., Windsor, EA., et al.: Macular pig-
ment and lutein supplementation in ABCA4-associated retinal de-
generations. Invest Ophthalmol Vis Sci, 2007; 48(3): 1319-29.
Allikmets, R.: Further evidence for an association of ABCR alleles
with age-related macular degeneration. The International ABCR
Screening Consortium. Am J Hum Genet, 2000; 67(2): 487-91.

to the SUR4 protein family. Invest Ophthalmol Vis Sci, 2001;
42(11): 2652-63.

. Ergun, E., Hermann, B., Wirtitsch, M., et al.: Assessment of cent-

ral visual function in Stargardt's disease/fundus flavimaculatus
with ultrahigh-resolution optical coherence tomography. Invest
Ophthalmol Vis Sci, 2005; 46(1): 310-6.

. Fishman, GA.: Historical evolution in the understanding of Star-

gardt macular dystrophy. Ophthalmic Genet, 2010; 31(4): 183-9.

. Fishman, GA., Stone, EM., Eliason, DA., et al.: ABCA4 gene se-

quence variations in patients with autosomal recessive cone-rod

4. Allikmets, R.: Simple and complex ABCR: genetic predisposition to dystrophy. Arch Ophthalmol, 2003; 121(6): 851-5.
retinal disease. Am J Hum Genet, 2000; 67(4): 793-9. 18. Fishman, GA., Stone, EM., Grover, S., et al.: Variation of clinical

5. Allikmets, R., Shroyer, NF., Singh, N., et al.: Mutation of the Star- expression in patients with Stargardt dystrophy and sequence vari-
gardt disease gene (ABCR) in age-related macular degeneration. ations in the ABCR gene. Arch Ophthalmol, 1999; 117(4): 504-
Science, 1997; 277(5333): 1805-7. 10.

6. Allikmets, R., Singh, N., Sun, H., et al.: A photoreceptor cell-spe- 19. Fujinami, K., Zernant, J., Chana, RK., et al.: ABCA4 gene scree-
cific ATP-binding transporter gene (ABCR) is mutated in recessive ning by next-generation sequencing in a British cohort. Invest
Stargardt macular dystrophy. Nat Genet, 1997; 15(3): 236-46. Ophthalmol Vis Sci, 2013; 54(10): 6662-74.

7. Bellmann, C., Holz, FG., Schapp, O., et al.: Topography of fundus 20. Hargitai, J., Zernant, J., Somfai, GM., et al.: Correlation of clini-
autofluorescence with a new confocal scanning laser ophthalmos- cal and genetic findings in Hungarian patients with Stargardt dise-
cope. Ophthalmologe, 1997; 94(6): 385-91. ase. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2005; 46(12): 4402-8.

8. Braun, TA., Mullins, RF., Wagner, AH., et al.: Non-exomic and sy- 21. Hentze, MW., Kulozik, AE.: A perfect message: RNA surveillance
nonymous variants in ABCA4 are an important cause of Stargardt and nonsense-mediated decay. Cell, 1999; 94(3): 307-10.
disease. Hum Mol Genet, 2013; 22(25): 5136-45. 22. Holz, FG.: Autofluorescence imaging of the macula. Ophthalmolo-

9. Briggs, CE., Rucinski, D., Rosenfeld, PJ., et al.: Mutations in ABCR ge, 2001; 98(1): 10-8.

(ABCA4) in patients with Stargardt macular degeneration or cone- 23. ltabashi, R., Katsumi, O., Mehta, MC., et al.: Stargardt’s

rod degeneration. Invest Ophthalmol Vis Sci, 2001; 42(10): disease/fundus flavimaculatus: psychophysical and electrophysio-

2229-36. logic results. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol, 1993; 231(10):
10. Burke, TR., Tsang, SH., Zernant, J., et al.: Familial discordance in 555-62.

Stargardt disease. Mol Vis, 2012; 18: 227-33. 24. Jadkson, K., Zernant, J., Kulm, M., et al.: Genotyping microarray
11. Cella, W., Greenstein, VC., Zernant-Rajang, J., et al.: G1961E (gene chip) for the ABCR (ABCA4) gene. Hum Mutat, 2003; 22(5):

mutant allele in the Stargardt disease gene ABCA4 causes bull’s 395-403.

eye maculopathy. Exp Eye Res, 2009; 89(1): 16-24. 25. Lachapelle, P., Little, JM., and Roy, MS.: The electroretinogram in
12. Cremers, FP., Van de Pol, DJ., Van Driel, M., et al.: Autosomal re- Stargardt's disease and fundus flavimaculatus. Doc Ophthalmol,

cessive retinitis pigmentosa and cone-rod dystrophy caused by 1989; 73(4): 395-404.

splice site mutations in the Stargardt's disease gene ABCR. Hum 26. Martinez-Mir, A., Paloma, E., Allikmets, R., et al.: Retinitis pig-

Mol Genet, 1998; 7(3): 355-62. mentosa caused by a homozygous mutation in the Stargardt dise-
13. Downs, K., Zacks, DN., Caruso, R., et al.: Molecular testing for ase gene ABCR. Nat Genet, 1998; 18(1): 11-2.

hereditary retinal disease as part of clinical care. Arch Ophthal- 27. Mata, NL., Weng, J., Travis, GH.: Biosynthesis of a major lipofus-

mol, 2007; 125(2): 252-8. cin fluorophore in mice and humans with ABCR-mediated refinal
14. Edwards, AO., Donoso, LA, Ritter, R., 3rd. A novel gene for au- and macular degeneration. Proc Natl Acad Sci U S A, 2000;

tosomal dominant Stargardt-like macular dystrophy with homology 97(13): 7154-9.
232 CESKA A SLOVENSKA OFTALMOLOGIE 6 / 2014



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Maugeri, A., van Driel, MA., Van de Pol, DJ., et al.: The 2588G—
>C mutation in the ABCR gene is a mild frequent founder mutation
in the Western European population and allows the classification
of ABCR mutations in patients with Stargardt disease. Am J Hum
Genet, 1999; 64(4): 1024-35.

Molday, RS., Zhang, K.: Defective lipid transport and biosynthesis
in recessive and dominant Stargardt macular degeneration. Prog
Lipid Res, 2010; 49(4): 476-92.

Radu, RA., Han, Y., Bui, TV., et al.: Reductions in serum vitamin
A arrest accumulation of toxic retinal fluorophores: a potential the-
rapy for treatment of lipofuscin-based retinal diseases. Invest Opht-
halmol Vis Sci, 2005; 46(12): 4393-401.

Radu, RA., Yuan, Q., Hu, J., et al.: Accelerated accumulation of Ii-
pofuscin pigments in the RPE of a mouse model for ABCA4-medi-
ated retinal dystrophies following Vitamin A supplementation. In-
vest Ophthalmol Vis Sci, 2008; 49(%): 3821-9.

Rencovd, E., Studni¢ka, J., Mardk, J., et al.: Koincidence lokaliza-
ce defektd vrstvy junkce 1S/OS fotoreceptort na SD OCT s funkéni-
mi poruchami v piipadé Stargardiovy choroby. Ces a slov Oftal,
2012; 68(2): 84-88.

Rivera, A., White, K., Stohr, H., et al.: A comprehensive survey of
sequence variation in the ABCA4 (ABCR) gene in Stargardt disea-
se and age-related macular degeneration. Am J Hum Genet,
2000; 67(4): 800-13.

Roberts, LJ., Ramesar, RS., Greenberg, J.: Clinical utility of the
ABCR400 microarray: basing a genetic service on a commercial
gene chip. Arch Ophthalmol, 2009; 127(4): 549-54.
Rosenberg, T., Klie, F., Garred, P., et al.: N965S is a common
ABCAA4 variant in Stargardt-related retinopathies in the Danish
population. Mol Vis, 2007; 13: 1962-9.

Shroyer, NF., Lewis, RA., Lupski, JR.: Complex inheritance of
ABCR mutations in Stargardt disease: linkage disequilibrium,
complex alleles, and pseudodominance. Hum Genet, 2000;
106(2): 244-8.

Schindler, El., Nylen, EL., Ko, AC., et al.: Deducing the pathogenic
contribution of recessive ABCA4 alleles in an outbred population.
Hum Mol Genet. 2010; 19(19): 3693-701.

Simonelli, F., Testa, F., Zernant, J., et al.: Genotype-phenotype
correlation in Italian families with Stargardt disease. Ophthalmic
Res, 2005; 37(3): 159-67.

Sohrab, MA., Allikmets, R., Guarnaccia, MM., et al.: Preimplan-
tation genetic diagnosis for stargardt disease. Am J Ophthalmol,
2010; 149(4): 651-655 e2.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Stanga, PE., Downes, SM., Ahuja, RM., et al.: Comparison of
optical coherence tomography and fluorescein angiography in as-
sessing macular edema in retinal dystrophies: preliminary results.
Int Ophthalmol, 2001; 23(4-6): 321-5.

Stavrou, P., Good, PA., Misson, GP., et al.: Electrophysiological
findings in Stargardt's-fundus flavimaculatus disease. Eye (Lond),
1998; 12 ( Pt 6): 953-8.

Stone, EM., Webster, AR., Vandenburgh, K., et al.: Allelic variati-
on in ABCR associated with Stargardt disease but not age-related
macular degeneration. Nat Genet, 1998; 20(4): 328-9.

Sun, H., Nathans, J.: ABCR: rod photoreceptor-specific ABC tran-
sporter responsible for Stargardt disease. Methods Enzymol, 2000;
315: 879-97.

Valverde, D., Riveiro-Alvarez, R., Aguirre-Lamban, J., et al.:
Spectrum of the ABCA4 gene mutations implicated in severe reti-
nopathies in Spanish patients. Invest Ophthalmol Vis Sci, 2007;
48(3): 985-90.

Vasireddy, V., Wong, P., Ayyagari, R.: Genetics and molecular
pathology of Stargardt-like macular degeneration. Prog Retin Eye
Res, 2010; 29(3): 191-207.

Voigt, M., Querques, G., Atmani, K., et al.: Analysis of retinal
flecks in fundus flavimaculatus using high-definition spectral-do-
main optical coherence tomography. Am J Ophthalmol, 2010;
150(3): 330-7.

Von Ruckmann, A., Fitzke, FW., Bird, AC.: In vivo fundus autofluo-
rescence in macular dystrophies. Arch Ophthalmol, 1997; 115(5):
609-15.

Webster, AR., Heon, E., Lotery, AJ., et al.: An andlysis of allelic
variation in the ABCA4 gene. Invest Ophthalmol Vis Sci, 2001;
42(6): 1179-89.

Yang, Z., Chen, Y., Lillo, C., et al.: Mutant prominin 1 found in pa-
tients with macular degeneration disrupts photoreceptor disk morp-
hogenesis in mice. J Clin Invest, 2008; 118(8): 2908-16.
Yatsenko, AN., Shroyer, NF., Lewis, RA., et al.: Late-onset Star-
gardt disease is associated with missense mutations that map out-
side known functional regions of ABCR (ABCA4). Hum Genet,
2001; 108(4): 346-55.

Zernant, J., Schubert, C., Im, KM., et al.: Analysis of the ABCA4
gene by next-generation sequencing. Invest Ophthalmol Vis Sci.
2011; 52(11): 8479-87.

Zhang, K., Kniazeva, M., Han, M., et al.: A 5-bp deletion in
ELOVL4 is associated with two related forms of autosomal domi-
nant macular dystrophy. Nat Genet, 2001; 27(1): 89-93.

CESKA A SLOVENSKA OFTALMOLOGIE 6 / 2014

233



