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1. UVOD

1.1 Definicia a subklasifikacia autizmu

Autizmus (OMIM #209850) je komplexné neurovyvojové ochorenie vymedzené
triddou zékladnych priznakov: neschopnostou vzajomnej spolocenskej interakcie,
poruchami komunikacie a obmedzenymi, Casto stereotypne sa opakujucimi zvykmi a
zdujmami. V niektorych pripadoch je mozné rozpoznat' tieto symptomy uz v prvych
mesiacoch Zivota a obycajne pretrvavaju aj v dospelosti. Autizmus prvy krat popisal

viedensky detsky psychiater Leo Kanner v roku 1943 (Kanner 1943).

Autizmus patri do SirSej skupiny chordb nazyvanej pervazivne vyvinové poruchy
(pervasive developmental disorders, PDD). PDD sa podla Diagnostického a
Statistického manuélu pre mentalne poruchy (Stvrté vydanie, Revizia textu, DSM-IV-

TR, Americka psychiatricka asociacia) (APA 1994) delia na pét’ hlavnych podtypov:
e autisticka porucha (detsky autizmus)
e Aspergerov syndrom

¢ inak neSpecifikované PDD (PDD-Not Otherwise Specified, PDD-NOS), kam patri

najma atypicky autizmus
¢ ind detska dezintegracnd porucha
e Rettov syndrom.

Detsky autizmus, Aspergerov syndrom a atypicky autizmus spolu zdielaju
najviac symptomov a su spolo¢ne oznacované ako poruchy autistického spektra (autism
spectrum disorders, ASD). Medzinarodna klasifikacia chordb (10. vydanie, MKCH-10,
Svetova zdravotnicka organizacia) (WHO 1992) vymedzuje a presne definuje vysSie
uvedené tri oblasti spravania charakteristicky narusené u autizmu (socialna interakcia,
komunikacia a obrazotvornd hra, obmedzeny a stereotypne sa opakujici repertodr
zaujmov a aktivit) s tym, ze tieto kvalitativne odchylky st prenikavou ¢rtou fungovania

autistického pacienta vo vSetkych situaciach.



Detsky autizmus je najlepSie preStudovanou PDD a vzt'ahuje sa k nemu vicSina
odbornych §tudii a publikacii. Pre splnenie kritérii diagndzy detského autizmu je nutné,
aby poruchy aspoil v jednej z troch psychopatologickych oblasti boli zreteI'né este pred
dovisenim treticho roku zivota. Nastup priznakov byva obvykle pomaly a postupny,
obCas ale moze nastat’ aj tzv. ,autistickd regresia®, kedy dieta strdca uz naucené
vedomosti. V socidlnej interakcii sa problémy u deti najprv prejavujii vyhybanim sa
o¢nému kontaktu a nevytvaranim citovych vézieb k mame. Neskor deti nejavia zaujem
o kontakt s 'ud'mi, o ich emdcie alebo o pouzivanie beznych socidlnych signalov.
Oblast’ komunikacie a hry moéze byt narusena na vsSetkych urovniach. Vyvin re¢i byva
oneskoreny, pricom u niektorych deti sa re¢ nikdy nerozvinie do pouzitel'nej formy. Ak
sa aj re¢ rozvinie, byva ndpadnd, monotoénna, s narusenou vetnou stavbou a Castym
pouzivanim osobitnych slov alebo viet. Neverbalna zlozka komunikacie zvyc¢ajne uplne
chyba. Hra autistickych deti nie je zaloZzend na predstavivosti alebo kolektivnom hrani
s inymi det'mi, ale hracky byvaji pouzivané neobvyklym spdsobom, ¢asto zaloZzenym
na sustredeni sa na konkrétny detail, napr. na stereotypnom otacani kolieska alebo ruky
babiky. Podobne sa prejavuju poruchy aj v tretej oblasti, v ¢innosti a zdujmoch. Autisti
I'peju na stereotypnych ritudloch kazdodenného zivota a na nemennosti ich okolia. Ich
zdujem sa sustred’'uje na mechanické predmety a systémy, napr. na lego, zaluzie,

telefonny zoznam alebo cestovny poriadok.

Aspergerov syndréom je najmenej zavazny podtyp ASD, pri ktorom dochadza
k najmensiemu spomaleniu vo vyvine. Pacienti maju lepsie komunika¢né schopnosti,
ale ich re¢ byva napadnd. Intelekt moéze byt vrozsahu od nadpriemerne vysokej
inteligencie az po miernu mentalnu retardaciu, ale socialne schopnosti su vzdy nizke.
Podl'a dnesnej klasifikdcie by bolo zaradenych k Aspergerovmu syndromu aj 11 deti

povodne opisanych Kannerom v jeho prvotnej préaci o autizme (Kanner 1943).

Poslednym podtypom ASD je PDD-NOS, ktorého najcastejSou formou je
atypicky autizmus. Atypicky autizmus sa odliSuje od detského autizmu bud’ vekom
nastupu priznakov, alebo tym, Ze pacient nespiiia kritérid v jednej alebo dvoch
zo zmienenych troch oblasti psychopatologie, ktoré sa vyzaduji na diagnoézu detského
autizmu. Atypicky autizmus vzniké najcastejSie u hlboko retardovanych pacientov alebo
u postihnutych jedincov s tazkou Specifickou vyvinovou poruchou receptivneho jazyka.

(Hrdlicka 2004).



1.2 Neurobiologické zmeny u autizmu

Autizmus sice patri medzi naj¢astejSie neurovyvojové poruchy u deti, ale doteraz
nie je objasnend pri¢ina jeho vzniku. VSeobecne sa prijima, ze je spdsobeny
abnormalitami v Struktire a ¢innosti mozgu. Neuroanatomické a neurozobrazovacie
Studie, ktoré skimaju abnormity v neurovyvojovych procesoch prebiehajucich v prvych
dvoch tretinach gravidity, podporuji aj moznost’ prenatilneho pdvodu ochorenia

(Fombonne 2002; Bauman 2005; Miller 2005).

Zhruba u polovice pacientov s diagnozou detského autizmu boli in vivo alebo
post mortem najdené rdézne neSpecifické zmeny mozgu, napriklad abnormdlny pomer
bielej a Sedej hmoty, ¢i abnormalna Struktira mozgovej kory alebo mozocku. Napriek
velkému mnozstvu réznych pozorovanych anomalii sa jedinym zhodnym nalezom
medzi radom Studii zdd byt zviacSeny predny mozog (megaloencefalia) a zmenSeny
zadny corpus callosum (Goldberg 1999; Casanova 2007; Hughes 2007; Minshew
2007). Z mikroskopickych zmien boli néajdené¢ napriklad anomalie v limbickych
oblastiach mozgu ¢i vyssia hustota neurénov v mozocku autistov, ktoré ale boli mensie

v porovnani s kontrolami (Minshew 2007).

Jednou ztedrii neurologickych pri¢in autizmu, podporovanou vysledkami
novsich §tadii metddami magnetickej rezonancie (magnetic resonance imaging, MRI)
a funkénej MRI, je menSia prepojenost urcitych oblasti mozgu, hlavne vo vnutri
hemisfér a v mozgovej kore (Hughes 2007; Minshew 2007). V etioldgii autizmu mdze
hrat’ vyznamnu tlohu aj myelinizécia bielej hmoty (Hughes 2007). V rade stadii boli u
autistov opisané biochemické odchylky tykajiuce sa napriklad dysfunkcie endogénnych
opioidov alebo hladin a prenosu niektorych neuromediatorov ako serotoninu, glutamatu
alebo dopaminu (Pardo 2007). Na patofyzioldgii autizmu sa podiel’aji anomalie v troch
aspektoch: v migracii neuréonov, v nerovnovahe drazdivo-tlmivych systémov a v tvorbe

synapsii. Vo vSetkych troch je za klI'iC¢ovy povazovany serotonin (Takeuchi 2008).

Pre obrovski komplexnost a mnohostrannost’ autizmu je ho vSak mozné
Studovat’ z pohl'adov réznych odbornych Specializacii v niekol’kych prekryvajucich sa
rovinadch: psychologickej, psychofyziologickej, morfologickej, neurovyvojovej,
neuroanatomickej, neurofyziologickej, neurobiologickej, biologickej a genetickej

(Hrdlicka 2004).



1.3 Epidemiologia autizmu

Prevalencia ASD bola dlho udévand v rozmedzi okolo 4-10/10000 s incidenciou
5/10000 deti (Smalley 1988; Fombonne 1998; Gillberg 1999). Sti¢asné epidemiologické
Studie vSak udavaju vyssie hodnoty, liSiace sa ako pouzitou diagnostickou metddou, tak

aj napriklad etnickym povodom pacientov.

V belosskych (kaukazskych) populdciach sa incidencia autizmu udéva 4,3-
5,5/10000 v Australii (Williams 2005), 4,5/10000 v Severnej Amerike (Barbaresi
2005), 8,3/10000 vo Velkej Britanii (Powell 2000) ¢i 8,6/10000 v Dansku (Lauritsen
2004). Podobna je aj v ¢inskej populacii Hong Kongu (5,5/10000) (Wong 2008), ale
v Japonsku dosahuje az 27,2 na 10000 narodenych deti (Honda 2005).

Prevalencia detského autizmu sa potom pohybuje v Sirokej Skale 11-67/10000
v USA (Bertrand 2001; Croen 2002), 12/10000 vo Finsku (Kielinen 2000), 16/10000
v Hong Kongu (Wong 2008), 19-116/10000 vo Velkej Britdnii (Lingam 2003;
Chakrabarti 2005; Baird 2006), 39/10000 v Australii (Icasiano 2004), 53/10000
vo Svédsku (Gillberg 2006) a 65/10000 v Kanade (Fombonne 2006).

V suhrne 34 epidemiologickych $tadii Fombonne (2005) zaznamenal pomer
muzov a Zien u pacientov s ASD v rozmedzi 1,3-16:1, s priemerom 4:1. V dalSej
metaanalyze Fombonne (2009) zhrnul vysledky 43 S§tadii od roku 1966 a zistil
priemernu prevalenciu vSetkych PDD okolo 60-70/10000, pricom na detsky autizmus
pripadalo okolo 20/10000, na PDD-NOS priblizne 30/10000 a na Aspergerov syndrom
6/10000. PDD tak spolu tvoria jednu z najcastejSich neurovyvojovych poriach u deti.
V priebehu poslednych 15-20 rokov sa teda podla niektorych Studii vyskyt autizmu
zvysil niekol’konasobne, v USA udéavaju az 556% narast v prevalencii autizmu medzi
rokmi 1991-1997 (Muhle 2004). Tento narast sa moze vysvetlit presnejSou a
jednotnejSou diagnostikou, lepSou starostlivostou a lepSim povedomim lekarov a
verejnosti, ale uplne vylucit’ sa nedd ani skutocny narast frekvencie ochorenia vplyvom

dosial’ neznamych faktorov.



1.4 Diagnostika a lie¢ba autizmu

V stcasnosti existuje viacero metdd pre diagnostiku autizmu. U nds su najviac
pouzivané CARS (Childhood Autism Rating Scale) (Schopler 1980), ktora psychiatra
orientacne informuje aj o zdvaznosti zistenej poruchy, a ADI-R (Autism Diagnostic
Interview - Revised) (Lord 1994), ktord je podrobnejSia, ale €asovo narocnejSia
posudzovacia stupnica. CARS je zaloZend na pozorovani dietat’a lekarom, sleduje 15
atribiitov a je vhodna na rychle potvrdenie alebo vylucenie diagnézy autizmu. ADI-R
tvori dotaznik 111 otazok rozdelenych do Styroch problémovych oblasti, na ktoré

odpoveda opatrovnik, naj€astejSie mama.

Moderné diagnostika autizmu je ale medziodborova. Pri urCovani diagndzy je
nutné vzdy brat’ do tvahy, Ze sa jedna o Siroké spektrum symptomov, ktoré sa moézu
spajat s mnohymi inymi somatickymi ochoreniami ¢i genetickymi anomaliami.
V komplexnom algoritme diagnostiky autizmu preto maju svoje miesto vedla
psychiatrickych a psychologickych metéd aj postupy neurologické, moderné
zobrazovacie metody, analyza porich metabolizmu a dalSie biochemické pristupy, a

v neposlednom rade aj vySetrenia genetické.

Véasna diagnostika poruchy umozituje skoré zahéjenie edukacnych programov,
ktoré st zvyc€ajne jedinym ucinnym spdsobom ako pomdct autistickym detom.
Specidlna  vychova pomdha zmiernit problematické spravanie (agresivitu,
sebaposkodzovanie, zachvaty hnevu) a zvySuje prisposobivost’ a samostatnost’ autistov.
Z liecebnych terapii sa osved¢ila kognitivna a behaviordlna terapia, muzikoterapia,

hipoterapia alebo arteterapia.

Z tfarmakologickych pristupov sa skuSaju rézne podporné terapie v zavislosti
na d’alSich nalezoch u pacienta, ktoré ale nerieSia hlavny, doteraz vSak nepoznany
problém pri¢iny rozvoja autizmu. Napriklad antipsychotikum Risperdal (risperidén),
povodne uréené na liecbu schizofrénie, je v stcasnosti prvy liek na trhu ur€eny pre

liecbu autistickych behaviordlnych symptomov ako agresia, hnev a sebazraiovanie.
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1.5 Komorbidity a vonkajsie vplyvy asociované s autizmom

Hoci mentdlna retardacia (MR) nie je urCujucim meradlom autizmu, je
diagnostikovana az u 75% autistov. Asi 30% ma l'ahku (IQ 50-69) a stredne tazkua MR
(IQ 35-49) a 45% tazku (IQ 20-34) az hlbokit MR (IQ 0-19) (Sadock 1999; Tuchman
2002). Postihnuti s hlbokym mentalnym deficitom a autizmom sa liSia od 0s6b s prostou
mentalnou retardaciou svojim Specifickym spravanim. V stbore 112 autistickych deti
bolo zistené, ze az 70% z nich ma najmenej jednu d’alSiu psychiatricku poruchu, a 41%
ma dve a viac poruch, najcastejSie uzkostni poruchu, hyperkineticki poruchu
(attention-deficit hyperactivity disorder, ADHD) a poruchu nereSpektovania autority
(oppositional defiant disorder) (Simonoff 2008). Z neurologickych komorbidit je
najCastejSia epilepsia, zhruba u 30% autistov (Minshew 2007; Benvenuto 2009). Vela
pacientov ma tiez tzv. "mikké" neurologické priznaky, a naopak asi len u jednej

desatiny autistov nebola diagnostikovana ziadna zjavna porucha CNS (Rapin 2008).

U 10% az jednej Stvrtiny deti s autizmom je pridruZzena ina diagnostikovatel'na
porucha, ktorej pricina je Casto znama (Benvenuto 2009). Vtedy hovorime o tzv.
syndromickom autizme. Medzi tymito pridruzenymi poruchami sa velmi casté
geneticky podmienené ochorenia. Z monogénnych portich sa s autizmom najcastejSie
asociuje syndrom fragilného chromozému X, tuberdzna skleroza alebo niektoré dedi¢né
metabolické vady (napr. fenylketonuria, poruchy metabolizmu purinov a pyrimidinov).
Z chromozomalnych syndromov sa s autizmom modze spajat’ napr. Downov syndrom.
Asociované genetické choroby budil viac rozobrané v kap. 1.6.3. Boli popisané aj
pripady autizmu podmienené environmentalnymi faktormi, napriklad prenatdlnym
posobenim lieku Thalomid (thalidomid) alebo prenatadlnou infekciou rubeolou a
cytomegalovirusom. Na mySich modeloch sa ukazalo, Zze maternalna infekcia ma
Skodlivy G¢inok na Struktaru a funkciu mozgu mlad’at, spdsobuje atrofiu urcitych oblasti
mozgu a zmensenie bielej hmoty v corpus callosum, zmenu hladin serotoninu, taurinu a
kyseliny 5-hydroxyindolyloctovej a meni expresiu génov ovplyviiujicich myelinizaciu
(Fatemi 2008; Winter 2008; Fatemi 2009a; Fatemi 2009b). Pri vzniku autizmu moézu
hrat’ rolu aj perinatalne problémy a komplikéacie (Bilder 2009). Vicsina autistov vSak
nema ziadny z tychto genetickych alebo inych defektov, a preto st niekedy oznacovani
ako idiopaticki autisti. DoterajSie rodinné Stadie naznacujli, ze prave genetika hra

zasadnu ulohu aj u tychto jedincov.
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1.6 Genetika autizmu

1.6.1 Genetickd epidemiologia autizmu

Najvicsiu podporu genetickej podmienenosti autizmu davaji Studie dvojciat a
studie rodin s vyskytom autizmu. Rekurencia u surodencov postihnutych deti sa udava
od 2% do 8% (Rutter 1999), ¢o je niekol’kondsobne viac, ako je prevalencia v beZnej
populacii. Vysledky vyskumov na dvojcatdich ukazuju, ze konkordancia
u jednovajecnych dvojciat je medzi 60-92%, Co je znacny rozdiel oproti 0-3%

konkordancii u dvojvaje¢nych dvojciat (Folstein 1977; Steffenburg 1989; Bailey 1995).

Velké mnozstvo Stadii sa zameralo aj na strodencov a inych pribuznych deti
s ASD. Ukazalo sa, ze v rodinach pacientov sa u niektorych pribuznych vyskytuja
vo vyssej frekvencii miernejSie sa prejavujuce abnormality charakteristické pre ASD,
tzv. SirSi autisticky fenotyp (broader autism phenotype, BAP) ako tomu bolo
u kontrolnych rodin (Bailey 1998; Constantino 2006; Orsmond 2007). Okrem toho
zaznamenali u pribuznych zvySeny pocet neuropsychiatrickych poruch, najcastejsie
socialnych fobii, obsesivno-kompulzivnej poruchy alebo Tourettovho syndréomu (Piven

1997; Freitag 2007).

Tieto stadie ukézali, ze dedi¢nost ASD je pravdepodobne multifaktorialna.
Pritom je mozné predpokladat’ ucast mnohych génov, mnohondsobnu lokusovu aj
alelovt heterogenitu, a mozno aj komplikované medzigénové interakcie. Diskordancia
u niektorych jednovajecnych dvojciat s autizmom naopak jasne indikuje, ze vysledny

fenotyp ovplyviluju aj iné, pravdepodobne environmentalne faktory.

1.6.2 Pristupy k Studiu genetickej podstaty autizmu

Vzhl'adom na komplexny sposob dedi¢nosti nie je mozné pouzit pri hl'adani
génov zodpovednych za autizmus klasické postupy aplikované na monogénne choroby,
a je nutné vyuzit' iné moznosti. Prvou z nich je analyza génov podmienujucich dedi¢né
ochorenia asociované s autizmom. Myslienka je taka, ze pokial’ mutacie v danom géne
spdsobuju ochorenie, ktoré ma medzi svojimi symptoémami aj autistické ¢rty, mohli by
varianty tohto génu ovplyviiovat' aj vznik autizmu samotného. Zatial ¢o prislusné

dedi¢né ochorenie byva sposobované zavaznymi mutaciami, autizmus by mohol byt
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podmieneny variantami s menej zavaznym dopadom, ako su napriklad promoétorové
alebo intronové varianty, ovplyviiujliice intenzitu expresie alebo pomery alternativnych

transkriptov dané¢ho génu. Tato cesta sa ale neukdzala byt produktivnou (Vincent 1996).

Dal$im moznym pristupom st cytogenetické §tiidie, ktoré patraji po zdedenych
¢1 novo vzniknutych chromozomalnych odchylkach. Asi 3-7% autistickych pacientov
ma chromozomalne abnormality, ako delécie, duplikacie, inverzie alebo translokacie
(Reddy 2005; Freitag 2007). Tieto chromozomové prestavby mozu viest k zmene
génovej davky, k preruseniu génu, ¢i k odluceniu génu od jeho regulacnych oblasti.
Delécie moézu navySe odkryt’ recesivne mutacie na homologickom chromozome.
Podrobna charakterizacia chromozomalnych prestavieb u autistov tak moéze ukézat
na gény hrajice rolu v tejto poruche. S rozmachom metdod ako st komparativna
gendmova hybridizacia (comparative genomic hybridization, CGH), alebo jej citlivejsia
varianta array-CGH, sa ukdzali nové moznosti hl'adania chromozomalnych defektov.
Vyznamnym posunom sa teraz javi objav zvySeného vyskytu zmien v pocte kopii
genetického materidlu  (copy number variation, CNV), hlavne v rodinach
so sporadickym vyskytom autizmu, tzv. simplexnych rodindch (Sebat 2007) alebo

u pacientov so syndromickym autizmom (Jacquemont 2006).

DalSou cestou, ktora moze viest’ k identifikacii génov spdsobujucich autizmus,
je hladanie neobvyklych variant v génoch, o ktorych sa podla ich zndmej funkcie
predpoklada, ze by mohli hrat’ rolu v rozvoji ochorenia. V asocia¢nych Studiach sa tieto
varianty porovnavaju medzi pacientmi a nepostihnutymi kontrolami. Jedna sa opéat
o vyskum zaloZeny na hypotéze - kandidatne gény pre tieto analyzy su prednostne
vyberané napriklad na zéklade patologickych nalezov v mozgu pacientov s autizmom a
kéduju proteiny, ktoré hraju tlohu vo vyvine mozgu, alebo su spojené s mozgovou
Struktirou, neurotransmitermi, alebo neuromodulatormi potencidlne zapojenymi
do autizmu. Selekcia vhodnych kandidatnych génov je problematickd, ciastocne aj
preto, ze az 1/3 T'udskych génov je exprimovana v mozgu alebo v priebehu jeho vyvinu.
Preto sa vedci zacali zameriavat’ na hl'adanie génov podl’a tzv. endofenotypov, pri com
sa sustred'uji na gény zodpovedné len za urcity typ autistickych symptémov. To
dovol'uje analyzovat etiologicky homogénnejSie podskupiny postihnutych. Tento
pristup je podporovany aj rodinnymi Studiami, v ktorych sa potvrdili niektoré autistické

symptomy aj u nepostihnutych pribuznych (8irsi autisticky fenotyp).
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Bez hypotézy naopak pracuji rézne celogenomové stadie. Tie sa nesustred’uju
na vybrané gény alebo chromozomalne segmenty, ale analyzuju paralelne vSetky gény a
cely geném. Prikladom mdze byt porovnanie kompletného expresného profilu mozgu
autistického pacienta s profilom normalnej kontroly. Experiment poukdze na gény,
ktoré su u pacienta exprimované viac alebo menej ako u kontroly, a mohli by teda mat’
kauzdlnu rolu v ochoreni. Na podobnom principe mézu viest k odhaleniu zmien
v gendme pacienta celogendmové vizbové alebo asociané Stadie. Vizbové Stidie
hladaju vézbu medzi autizmom a alelami polymorfnych markerov v gendémoch
postihnutych surodencov - idea je taka, ze ak majui surodenci to isté ochorenie, mali by
mat’ spolo¢né aj segmenty gendomu, ktoré nesu kauzélne alely. Celogendémové asociacné
Studie porovnavaju zastipenie aliel medzi velkymi subormi postihnutych jedincov a
normdlnych kontrol - predpokladd sa, Ze pokial’ nejaka varianta sposobuje chorobu,
alebo sa v gendéme nachadza tesne vedl'a kauzalnej varianty (a je s fiou vo vizbovej

nerovnovahe), bude sa vyskytovat’ u postihnutych Castejsie ako u kontrol.

1.6.3 Genetické ndlezy u autizmu

1.6.3.1 Zname genetické ochorenia asociované s autizmom

Autistick¢é ¢rty st najCastejSie asociované so syndromom fragilného
chromozému X (podrobny popis syndromu nizSie). U tohto syndrému vykazuje
autistické spravanie asi 25% postihnutych chlapcov a asi 6% dievcéat (Hatton 2006).
V suboroch autistov sa tento syndrom nachadza asi u 2% pacientov (Bailey 1993; Li
1993). Podobne casto sa tam nachadza aj duplikacia 15q, ktord je vo vicsine pripadov
spojend s prejavmi autizmu. Tuber6zna sklerdza je diagnostikovana asi u 1% autistov, a
autizmus je naopak pozorovatelny asi u 20% postihnutych tymto ochorenim. Vsetky
ostatné syndrémy Casto obsahujuce vo svojom fenotype autistické rysy (Angelmanov
syndrom, delécia 16pl1, delécia 22q13.3, syndrom kortikdlnej dyspldzie a fokalnej
epilepsie, Joubertov syndrém, syndrom Potocki—Lupski, syndrom Smith—Lemli—Opitz,
Timothyho syndrém alebo skupina choréb spojend s mutdciami génu MECP2) maji
vyskyt v stiboroch autistov nizs§i ako 1% (Abrahams 2008). Na urovni jednotlivych
popisanych pripadov bola s autizmom asociovand $iroké plejada d’alSich monogénnych

choréb a mikrodele¢nych syndromov.
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Syndrom fragilného chromozomu X

Syndrém fragilného chromozomu X (FXS, OMIM #300624) je velmi
pozoruhodnym genetickym ochorenim a sucasne najcastejSou monogénnou dedi¢nou
chorobou asociovanou s autizmom. Je to aj najéastejSia zndma monogénna pri¢ina
mentalnej retardacie s prevalenciou 1/4000-9000 u muzov a 1/7000-15000 u Zien
(Crawford 2001). Pri¢inou FXS je predizenie polymorfnej repeticie trinukleotidu CGG
v 5’-neprekladanej oblasti génu FMRI v oblasti Xq27.3 (Fu 1991; Oberle 1991;
Verkerk 1991; Yu 1991). V beznej populécii maju normdlne alely génu FMRI 5-35
opakovani trinukleotidu CCG. Alely s 36-58 opakovaniami CGG patria do takzvanej
Sedej zony - maji podstatne zvysené riziko expanzie pri prenose do d’alSej generacie a
v niektorych pripadoch su spojené aj s lahkymi fenotypovymi odchylkami. Premuta¢né
alely s po¢tom opakovani CGG v rozmedzi 59 az 200 sposobuju syndrom FXTAS
(fragile X-associated tremor-ataxia syndrome) (Hagerman 2001) u starSich muzov
apredCasné zlyhanie funkcie vajeCnikov uzien (Allingham-Hawkins 1999).
Premutacné alely su nestabilné a v pripade ich maternalneho prenosu sa mozu predizit

az na uroveil plnej mutacie.

PIné mutacie (viac ako 200 CGG tripletov) sposobuji hypermetylaciu promotoru
a prvého exéonu génu FMRI apotlacenie expresie nim kdédovaného proteinu FMRP
(fragile-X mental retardation protein) (Oberle 1991). Ten sa viaze na mRNA a pdsobi
ako translacny represor (Zalfa 2003), ktory ovplyviiuje plasticitu synapsii a procesy
v mozgovej kore, mozocku a hipokampe (Jacquemont 2007). Muzi s plnou mutaciou su
mentalne postihnuti, maju 'ahké dysmorfické ¢rty - makrocefaliu, velké odstavajuce
usi, prominentni bradu, vysoky hlas a postpubertdlny makroorchidizmus (zvacsené
semenniky). Téato stigmatizdcia sa prehlbuje s vekom, v utlom detstve nemusi byt
napadni, ¢o stazuje diagnostiku. Casté byva kognitivne, jazykové a motorické
spomalenie vo vyvine. Okrem toho maju pacienti s FXS S$pecifické spravanie, ¢asto aj
s autistickymi ¢értami. Zeny s plnou mutaciou maji vd’aka pritomnosti druhej normalne;
alely FMRI variabilne I'ah$i fenotyp, ale okolo 50% znich ma mentdlnu retardaciu

a behavioralne problémy (de Vries 1996; Jacquemont 2007).
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1.6.3.2 Nalezy klasickych cytogenetickych Studii

Medzi najcastejSie mikroskopicky viditelné chromozomélne prestavby
u autistov patri maternalna duplikacia lokusu 15q11-13 (1-3% pacientov) a duplikacia
22q11.2 (Vorstman 2006; Kumar 2009). Vorstman kombinaciou publikovanych
chromozomalnych nélezov a vysledkov vizbovych a asocia¢nych studii vyhodnotil ako
najmarkantnejSie kandidatne oblasti zadujmu niektoré uz zndme tseky chromozémov a
oznacil aj niekol’ko novych lokalit - na chromozéme 7 a lokusy 15q11-ql3 a 5pl4.
Okrem toho urcil aj nové kandidatne lokusy, ktoré sa neprekryvali s vizbovymi a
asociaCnymi Studiami, ale prekryvali sa navzajom v roznych cytogenetickych Studiach:
2q37, 5pl5, 7ql11.23, 11925, 16q22.3, 17p11.2, 18q21.1, 18q23, 22q11.2, 22q13.3 a
Xp22.2-p22.3 (Vorstman 2006).

1.6.3.3 Vysledky celogenomovych vizbovych Studii

Dodnes bolo prevedenych viacerymi pracovnymi skupinami niekol’ko
celogendmovych vizbovych skriningov. Tieto Stidie odhalili mnozstvo Statisticky
signifikantnych vézbovych oblasti, no s malou jednotnostou a reprodukovatel'nostou.
Problém replikovat’ tieto nalezy v r6znych kohortach méze suvisiet’ s tym, ze preukéazat’
vizbu u rizikovej varianty génu s malym ucinkom je ovela tazsie, ako u alely s vel'kym

ucinkom, a ze v réznych rodinéach sa uplatiuju iné genetické faktory.

Minimalne v dvoch nezavislych $tadiach bola najdend vézba v oblastiach 2q,
3925, 6q14-21, 7q31-36 a 17q11-21. V Styroch stadiach bola najéastejSou lokalitou
s vyznamnou vézbou oblast’ na 7q oznacena AUTSI, ktord sa pouzitim Statistickej meta-
analyzy z0zila na region 7q22-q32 (Freitag 2007; Losh 2008). Dalsia meta-analyza
zahfnajuca az 9 S§tidii zameranych na SirS$i autisticky fenotyp nepotvrdila vidzbu
v oblasti 7q, ale naopak nasla najsilnejSiu vézbu v oblastiach 10p12—ql1.1 a 17p11.2—
ql2 (Freitag 2007; Losh 2008; Kumar 2009). V dalSich pracach bola najdena
signifikantnd vizba v lokusoch 11pl12-p13 (Szatmari 2007) alebo 5p14.1 (Ma 2009;
Wang 2009), zatial’ je to vSak len d’alsi dielik do skladacky, ktord uz obsahuje vizby

najdené na vSetkych zvy$nych chromozémoch.
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Nejednoznacné vysledky vézbovych analyz viedli k pokusom hladat’ kauzélne
lokusy podla konkrétnych endofenotypov. V §tudii zameranej na pacientov s ASD,
v skupine rodin charakterizovanej ako 1Q>70, zaznamenali vyznamni vidzbu
na chromozoéme 15q13.3-q14, a v skupine rodin s oneskorenym vytvaranim prvych viet

(delayed onset of first phrases) nasli vdzbu na chromozéme 11p15.4-p15.3 (Liu 2008).

Ur¢itym prekvapivym vysledkom vSetkych tychto Stadii boli opakované
negativne nalezy signifikantnej vdzby na chromozém X, v rozpore s o¢akavanim kvoli
vy$Siemu pomeru muzov Vv prevalencii autizmu. Niekolko stadii ale vidzbu
na chromozoéme X naslo, v lokuse Xq12 (Auranen 2002), Xq21.33 (Shao 2002) ¢i Xq25
(Liu 2001). Naopak, nepotvrdila sa vizba na FMRI lokus v Xq27.3 (Vincent 2005).

1.6.3.4 Asociacné Studie s jednotlivymi kandidatnymi génmi

V pociato¢nom obdobi genetickej analyzy autizmu boli prevadzané génové
asociacné S$tadie, zamerané na konkrétne alely vybranych kandidatnych génov,
u ktorych sa predpoklada vyznamny podiel na vyvine ochorenia. Ulohou takej §tadie je
zistit’, €1 je konkrétna alela (pripadne urcity genotyp) asociovana s ochorenim, teda ¢i sa
signifikantne 1isi frekvencia tejto alely (genotypu) v skupine pacientov od frekvencie
v kontrolnej skupine nepostihnutych oséb. Vyuzivaju sa pritom klasické polymorfné

markery ako SNP, RFLP, mikrosatelitové repeticie, alebo najnovsie aj CNV.

Kandidatne gény dolezit¢ pre spravnu neurondlnu a kortikdlnu organizéciu
zahfniaju napr. gény pre hepatocytovy rastovy faktor HGF a jeho receptor MET, alebo
gén pre signalnu molekulu reelin (Obr. 1). Gén MET je lokalizovany na lokuse 7q31,
jednom z regiénov najcastejSie asociovanych s ASD. HGF aj MET su exprimované
v prenatdlnom mozgu, ¢o naznacuje ich ulohu pri vyvine. Asociaciu s variantami génu
MET potvrdili dve Stadie na americkej a talianskej populécii (Campbell 2006; Campbell
2008), kym v inych stadiach bola potvrdena asocidcia v americkom a anglickom, ale nie
v talianskom subore autistov (Jackson 2009; Sousa 2009). Reelin kodovany génom
RELN lokalizovanom na 7q22 je sekre¢ny protein, ktory kontroluje migraciu neurénov
ainé vyvinové aspekty mozgu. Asociacia génu RELN bola potvrdena v talianske;j,
americkej a ¢inskej populacii (Persico 2001; Skaar 2005; Li 2008), kym v indickej
populacii a inej Studii americkej populacie sa nepotvrdila (Li 2004; Dutta 2008).
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Z dalsich patologickych nalezov v mozgu autistov su ¢asto zmienované zmeny
v hladine neurotransmiterov v serotoninergnych, GABAergnych a glutamatergnych
dréhach (Pardo 2007). Najviac skimanym je serotonin (5-hydroxytryptamin), ktorého
zvysend hladina bola najdena az u 30% autistov (Burgess 2006). Serotonin ovplyviiuje
serotoninergny systém, tvoreny sustavou neurénov v predizenej mieche, moste,
strednom mozgu a medzimozgu a neurény so serotoninovymi receptormi sa vyskytuji
tiez v limbickom systéme a v niektorych Castiach mozgovej kory. Niekol'ko studii sa
preto zameralo na gény zapojené do tychto drah, napriklad pre transportér serotoninu 5-
HTT (SLC6A4) alebo pre jeho receptor HTR2A. Vela stadii naSlo signifikantna
asociaciu s niektorou variantou tychto génov (Cook 1997; Klauck 1997; Tordjman
2001; Yirmiya 2001; Kim 2002; Conroy 2004), pricom rovnako vela §tadii tieto
asociacie nepotvrdilo (Wu 2005; Ramoz 2006; Sakurai 2008; Guhathakurta 2009;
Longo 2009), podobne ani ako meta-analyza 16 studii (Huang 2008).
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1.6.3.5 Celogenomové asociacné Studie vratane analyz CNV

Tento typ asociacnych S§tadii (genomewide association study, GWAS)
systematicky prechddza obrovské mnozstvo polymorfnych markerov pokryvajicich
cely gendm a porovnanim velkych stiborov postihnutych a normalnych kontrol sa snazi
odhalit’ varianty asociované s ochorenim. V poslednej dobe so vzrastajucim povedomim
o CNV a rychlo sa rozvijajucim metdodam pre ich detekciu sa celogendémové skriningy

Casto sustred’'uju prave na tento typ markerov.

Pomocou SNP markerov bol odhaleny napr. gén DRD3 pre dopaminovy
receptor, ktorého jedna bezné varianta je asociovana s ASD (de Krom 2009). V dvoch
nezavislych stidiach bola potvrdend asociacia autizmu s regionom 5Spl4, kde su
mapované gény CDH9 a CDHI0 kédujice kadheriny, molekuly bunkovej adhézie
neuronov (Ma 2009; Wang 2009).

Sest’ najnovsich nezavislych $tadii GWAS s pouzitim metoédy array-CGH
identifikovalo rdézne mikrodelécie, mikroduplikdcie a CNV asociované s autizmom.
Sebat (2007) a Marshall (2008) zistili signifikantny nérast de novo CNV u autistov
(osobitne 10% a 7%) oproti kontroldam (1%). Najvy$si zachyt bol v skupine
sporadickych pripadov, oproti tomu rodiny s viacerymi postihnutymi sa nelisili od
kontrol. Christian (2008) nasla u 11,6% pacientov s ASD unikatne CNV, pricom len
14% z nich bolo de novo. Najvyssi zachyt CNV mal Jacquemont (2006), ktory ich
identifikoval u 8 z 29 (27,5%) pacientov so syndromickou formou ASD, z toho 6 bolo

de novo.

V troch Stadiach boli najdené delécie a duplikdcie v oblasti 16pl11.2
u signifikantne viac autistov (okolo 1%) oproti kontrolam (0%) (Kumar 2008; Marshall
2008; Weiss 2008). Oblast’ 16p11.2 obsahuje 25 génov, z ktorych niektoré st zapojené
do bunkovych signalizacii a interakcii. Gény DOC24, MAPK3I a ALDOA su dolezité
pre post-synapticku denzitu a su teda vhodnymi kandidatmi pre autizmus. MAPK3I je
exprimovany vo fetdlnom aj dospelom mozgu. Pri pokusoch s mySami
knockoutovanymi v tomto géne vykazovali tieto myS$i hyperaktivitu, abnormélne

spravanie a abnormality imunitného systému (Kakinuma 2008).

V novej stadii od Glessnera (2009) sa najskér zamerali na uz publikované

lokusy a kandidatne gény pravdepodobne asociované s autizmom. Vo svojej skupine
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pacientov s ASD potvrdili ndlezy CNV v lokusoch 15q11-q13 a 22q11.21 a v oblastiach
génov NRXNI a CNTN4, kym v oblastiach inych kandidatnych génov, napr. AUTS?2,
NLGN3, SHANK3 alebo 16p11.2, sa im asociacia nepotvrdila. Navyse nasli u pacientov
d’alSich devit génov s CNV, ktor¢ neboli ndjdené v kontrolnej skupine. Najviac
signifikantny bol lokus s duplikaciou 55 kb od AK123120, dalej gény GRID1 a NLGNI,
ale zaujimavym objavom su Styri gény patriace do ubikvitinovej rodiny (UBE3A4,
PARK?2, RFWD?2 a FBX040) (Glessner 2009). Doteraz stal v strede pozornosti len gén
UBE3A, pritom ale vSetky Styri gény koduju ubikvitin-protein ligdzy. To moze suvisiet’
so zndmou funkciou ubikvitinu a ubikvitinového proteazomového systému v tvorbe pre-
a post-synaptickych kompartmentov regulujicich napr. uvolilovanie neurotransmiterov,
recyklovanie synaptickych vackov, dynamické zmeny dendritickych tffiov a post-

synapticka denzitu.

V d’alSej velkej stadii zameranej hlavne na delécie a duplikicie exénov a
duplikacie celych génov identifikovali viaceré uz publikované de novo CNV
v multiplexnych rodinach (s viacerymi postihnutymi ¢lenmi) (Bucan 2009), ¢im sa
pomaly zacina vykresl'ovat’ obraz autistického genému (Obr. 2). Bucan svojou pracou
prispela aj k dlhému zoznamu kandidatnych génov, ked’ u 12 nepribuznych autistov (ale
u ziadnej kontroly) identifikovala CNV v exonoch viacerych génov, napr. v géne

BZRAPI, koédujuceho adaptorové proteiny regulujlice synapticky prenos.

Z d’alsich  kandidatnych génov, viackrdt sa opakujucich v rdéznych
celogenémovych sStudiach a doélezitych pre spravne vytvaranie a fungovanie
neuronalnych synapsii, mézeme spomenut’ napr. gény NRXNI, CNTNAP2, CNTN4,
NLGN3, NLGN4X, SHANK3 a AP2 (Kumar 2009). Podporou pre gén CNTN4 je praca
Roohi (2009), kde u 3 jedincov s autizmom identifikovali paterndlne zdedentit CNV na
chromozome 3. Dvaja surodenci mali deléciu a treti nepribuzny pacient duplikéciu,
ktoré boli vysledkom nealelickej rekombindcie cez repeticiu Alu Y. Obe prestavby
narusili gén CNTN4. Ked’Ze nim kodovany kontaktin 4 mé dolezith tlohu pri vytvarani
siete neurénov a zaroven je znadma jeho ucast’ pri mentalnej retardacii, jeho mutacie

moézu byt relevantné v patogenéze ASD (Roohi 2009).
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ID  Feature Position Refs ID  Feature Position Refs ID  Feature Position Refs
1 Loss 1p36 3 74  RELN 7q22 7121 153 Gain 15qT-15g13 4
12 Linkage 1921-123 ne 75 MET 7931 7023 154  Linkage 15q22-15q26 5
13 Discl 1g42 2 76  Loss 7931 5 161 TsSC2 16p13 1o
21 NRXNI 2pl6 534 77  Linkage 7q32-7q34 15 162 Loss 16pTl 4203544
22 Loss 2q24 4 78 CADPS2 7931 545 163 Gain 16pTl 20,3544
23  Linkage 2q24-2qg31 5758112 79  Linkage 7934-7936 14,52,68 164 Loss 16q21 5
24 SLC25A12 2q24 124-126 710 CNTNAP2 7q35-7q36 3740 171 Loss 17p12 S
25 Loss 2q37 4 N ENZ 7936 129,130 72 Gain 17p12 107
31 OTXR 3p25 127,28 81 Gain 8p23 5 73 SLC6A4 7qgn 131134
32 Loss 3pl4 4 91  Linkage 9p24 5 74  Linkage 17qn-17g21 51,54,135
33 Gain 3pl4 4 9.2 Loss 9q12 5 75 ITGB3 17q21 136,137
34 Linkage 3q22 15 93  Linkage 9q33 5 191  Linkage 19p13 40
35  Linkage 3q25-3q27 138,139 94  Linkage 9q34 15 201 Loss 20p13 5
36 Loss 3q27-3q28 3 9.5 T5C1 9q34 1o 202 Loss 20p13 5
4]  Loss 4q21 3 101 Loss 10p14-10p15 4 211 Linkage 21gn 55
42 Loss 4q21-23 3 102 Gain 10g1-10g21 4 212 Loss 21922 3
43  Linkage 4q22-4q25 15 103 PTEN 1023 41 221 Loss 22q13 4
44  Loss 4935 5 N1 Linkage Tip2—-Tip13 5 222 SHANK3 22q13 2122142043
51  Linkage 5pl5 5 N2 DHCR? ligi3 108 X1  NLGN4X  Xp22 28
52  Linkage 5p13-5qTi 140 N3  Linkage Tiqi3-Nqi4 15 X2 NLGN3 Xqi3 28
53 Linkage 5q2 5 121 CACNAIC 12pB3 24 X3 Linkage Xq21-Xq25 140
61 GRIK2 6q21 144-146 122 AVPRIA 12q14-12q15 7 X4  Gain Xq24 3
62 AHIl 6q23 106 131  Gain 13ql4 5 X5 FMR1 Xq27 105,148
71  Loss 7p21 4 M1 Linkage 14q23 49 X6 MECP2 Xq28 109
72 Loss 7qi 3 151 UBE3A 15g11 102,103
73  Linkage 7q22-7q32 521113 152 GABRB3 15q12 2514115

Obrazok 2. Lokusy zapojené do etiologie ASD podla doterajsich vysledkov rdznych metodickych
pristupov. Cervené obdizniky odpovedajii de novo deléciam a ZIté de novo duplikaciam, ktoré sa nasli
u autistov, ale nie ukontrol. Zelené obdizniky odpovedaju kandidatnym génom pravdepodobne
podmienujucim vyssie riziko vzniku ASD (bud’ cez vzacny syndrom alebo genetickl asociaciu). Ruzové
oblasti chromozémov odpovedaju miestam s najdenou vizbou. Cisla pri chromozémoch odpovedaju
¢islam génov v tabulke. Prebraté z Abrahams a Geschwind (2008).
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1.6.4 Sucasny pohl’ad na genetiku autizmu

Napriek dlhoro¢nym snaham, bohatému financovaniu a Sirokej medzinarodne;j
spolupréci uceleny obraz génov zodpovednych za autizmus stile chyba. Ziskalo sa
mnozstvo dat, ale rad pozitivnych nalezov sa nepodarilo replikovat’. Pokrok v metédach
celogenomovych analyz v poslednom roku umoznil prevedenie niekolkych velkych
Stadii, ktoré viedli k identifikacii CNV a génov nepochybne asociovanych s autizmom.
Heterogenita je vSak prili§ velkd a jednotlivé defekty sa najdu iba v zlomku percent

pacientov. Ich penetrancia je neuplnd a ich fenotypovy prejav vel'mi heterogénny.

Okrem klasickych mechanizmov sa Spekuluje aj o ulohe epigenetiky v etiologii
autizmu. Epigenetickd regulacia expresie génov byva ovplyvnena aj environmentalnymi
faktormi, ¢im sa vytvara spojenie medzi gendmom a vonkaj$im prostredim pacienta.
Epigenetické faktory su angazované v patogenéze s autizmom asociované¢ho Rettovho
syndromu a syndréomu fragilného chromozému X (Hagerman 2005; Lopez-Rangel
2006). Medzi neimprintované, ale metylaciou DNA regulované gény, patri aj gén RELN
(Schanen 2006). Existuje aj presah alebo tesnd blizkost’ vdzbovych oblasti autizmu
a regionov podliehajicich genomovému imprintingu (15q11-13, 7q21-31.31, 7q32.3—
36.3 aasi aj 4g21-31, 11pl11.2-13 a 13q12.3) (Schanen 2006). Metylacia lyzinu
v histonoch je zmenena v mozgoch psychiatrickych pacientov vratane autistov, pricom
mutacie v génoch JARIDIC alebo SMCX, kodujicich histonové demetylazy, st

osobitne spajané s mentalnou retardaciou alebo autizmom (Akbarian 2009).

Kauzalita autizmu je teda zakliata krajina, ktord len postupne odhal'uje svoje

tajomstva. Tie by sa mohli zhrnat’ nasledovne:

e autizmus ma nespochybnitelne silny geneticky zéklad, ale genetické priCiny su

v populacii pacientov vel'mi heterogénne

e CNV, najmd de novo CNV, su casto zodpovedné za autizmus, CastejSie

v simplexnych rodinach ako v multiplexnych, a ich penetrancia je vyS$ia u muzov

e v multiplexnych rodindch m6zu nepostihnuté zeny prenasat’ viaceré rizikové alely na

potomstvo s dominantnym efektom u synov

e fenotyp autizmu v oboch typoch rodin moze byt modifikovany viac ako jednym

pridavnym genetickym, epigenetickym alebo environmentalnym faktorom.
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2. CIELE PRACE

Ciel'om prace bolo prispiet’ k pochopeniu role genetiky u autizmu. Podobne ako
u vacsiny populaéne najcastejSich a medicinsky najdolezitejSich chordb sa aj u autizmu
predpokladd multifaktoridlny alebo iny nemendelovsky typ dedi¢nosti. Autizmus ako
porucha s jasne preukdzanym vyraznym genetickym komponentom preto predstavuje

doélezity model a vysledky jeho Stidia mo6zu mat’ dosledky pre rad d’alSich ochoreni.

V CR je autizmus rutinne diagnostikovany, ale jeho genetika zatial' nebola
podrobnejsie Studovand. Genetickd analyza autizmu ma vedla vSeobecnej roviny aj
vel'mi dolezith rovinu prakticku. Pretoze je dnes vyuzitie vystupov zakladného vyskumu
genetiky idiopatického autizmu limitované, najmé vd’aka heterogenite a malej incidencii
popisanych Specifickych genetickych defektov, predstavuje tohto casu jedint konkrétnu
pomoc genetiky postihnutym rodindm identifikdcia zndmych postihnuti, ktoré¢ su

asociované s autizmom. A ich skriningom kazda geneticka Studia autizmu zacina.

Projekt popisany v tejto praci takisto vel'mi pekne kopiruje historicky vyvoj
priorit ako aj metodickych trendov vo vyskume genetiky autizmu, kde bolo
roz€arovanie z génovych asocia¢nych Studii nahradené o to usilovnej$im patranim po
defektoch na chromozomalnej tirovni a ich detailnou analyzou. Na zaklade niekol’kych
publikacii popisujucich asocidciu autizmu s génom pre adenozin deaminazu (ADA)
u talianskych pacientov (ktord v tom cCase eSte nikto nevyvratil) sa praca najskor
zamerala na zopakovanie tejto Stadie na vel'kom subore ¢eskych pacientov. Potom sme

sa sustredili na chromozomalne aberacie u autistov.
Konkrétne ciele

e Previest’ asocia¢nu Studiu autizmu a dvoch zndmych variant ADA*1 (8 Asp) a ADA*2
(8Asn) na velkom subore na pracovisku zhromazdenych a komplexne vysetrenych
pacientov s autizmom, vratane pokusu o korelaciu s jednotlivymi endofenotypmi

(podtypmi autizmu, stupfiom mentélnej retardacie)

e Previest detailni molekularno-genetickti charakterizdciu rozsahu a zlomov
vybranych chromozomalnych aberacii identifikovanych u dvoch pacientov z nasho
stiboru, vratane naslednej podrobnej bioinformatickej analyzy a interpretacie
pravdepodobnych dosledkov defektov v genotype pacientov na ich fenotyp
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Material

3.1.1 Subor pacientov a kontrolnych jedincov

V rokoch 2000-2009 bolo na Detskej psychiatrickej klinike 2. LF UK a FN
Motol na autizmus vysSetrenych viac ako 400 pacientov. VacSina spliiovala diagnostické
kritéria autizmu podl'a MKCH-10 a pomocou $kaly CARS a dotazniku ADI-R u nich
bola potvrdena jedna z foriem PDD. Zvysni pacienti kritéria nespliiovali, ale vykazovali
zjavné autistické ¢rty (kategoria pacientov niekedy nazyvana Not Quite Autism/Broad
Spectrum (NQA/BS), klasifikacia podl'a www.agre.org, (Geschwind 2001)).
Na oddeleni Klinickej genetiky Ustavu biologie a lekéarskej genetiky 2. LF UK a FN
Motol boli vsetci pacienti d’alej vySetrovani, registrovani v databdze a rozdeleni
do podkategérii podl'a podtypu autizmu, zavaznosti mentalnej retardacie a pritomnosti
alebo nepritomnosti komorbidit alebo inych klinickych nalezov. Od véacsiny
postihnutych deti a niektorych rodi¢ov bol odobrany biologicky material a od vSetkych

rodin bol ziskany informovany stihlas k laboratérnemu genetickému vysetreniu.

Do asociacnej Studie s génom 4DA bolo zahrnutych 385 pacientov s autizmom
alebo s autistickymi c¢rtami, od ktorych boli k dispozicii dostatocné informéacie a
dostatoné mnozstvo genoémovej DNA. Jednalo sa o 72 diev€at a 313 chlapcov,

priemerny vek 7,7 roku, rozsah 1,5-26 rokov.

Do asociacnej Studie bolo zahrnutych aj 130 anonymnych kontrolnych vzoriek
DNA z krvi zdravych jedincov, ktori boli vybrati tak, aby zlozenie kontrolného stiboru
koreSpondovalo so zlozenim suboru pacientov z hladiska veku a pohlavia. Boli to
zdravé deti (26 dievcat a 104 chlapcov, priemerny vek 8,1 rokov, rozsah 2-17 rokov),
ktoré sa podrobili menSiemu chirurgickému zékroku na tGrazovej ambulancii FN Motol
medzi februarom a junom 1999. Tieto vzorky boli pouzité na zistenie frekvencie variant

ADA*I a ADA*2 v beznej Ceskej populacii.

Dve pacientky s autizmom, u ktorych boli v priebehu charakterizacie stiboru
najdené chromozomadlne prestavby, boli vybrané pre detailnii analyzu genetickych

defektov. Tieto dve pacientky st podrobne opisané nizsie.
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3.1.2 Klinicky popis a vysledky predchdadzajucich vySetreni pacientky 1

Pacientka 1 sa narodila ako prvé dieta 21-ro¢nej Zeny a 22-roéného
nepribuzného muza. Pérodna hmotnost’ dievéat’a bola 2950 g (25.-50. percentil) a dizka
48 cm (25. percentil). Uz u novorodenca bolo jemne naznacené mongoloidné postavenie
ocnych $trbin, Skvrny café-au-lait a depigmentacia koze na bruchu. V 4. mesiaci zacali
problémy s kfmenim a nasledne s prospievanim pacientky. Psychomotoricky vyvin bol
oneskoreny (sedenie s podporou vo veku 1 roku, prvé kroky v 18 mesiacoch). Aj vyvin

reci bol spomaleny (prvé slova po 1. roku, jednoduché vety po 3. roku, t'azka dyslalia).

Pacientka bola u nas vySetrena vo veku 6,5 roka. Jej vyska bola 104 cm (<3.
percentil), hmotnost’ 16,5 kg (<3. percentil), obvod hlavy 46,5 cm (<3. percentil).
Dievcatko vykazovalo l'ahké dysmorfické Crty: brachycefaliu, bitemporalne zizenie
hlavy, Siroky koren nosa, uzke o¢né Strbiny s epikantalnymi zahybmi, tenk hornu peru,
Siroko rozlozené zuby, kutiky ust smerujuce dole a nizko polozené dysplastické usi.
Na kozi mala skvrny cafe au lait, ktorych pocet aj rozsah sa vekom zvySovali. Mala aj
jemné pehy v podpazusi a v slabinach. Na zaklade tohto ndlezu bola stanovena diagndza
neurofibromatézy typu 1 (NF1). Pocas 4 rokov sledovania sa mierne dysmorfické ¢rty
nezmenili, ale zvyraznil sa rastovy deficit. Epileptické zachvaty prvykrat pozorované
v 4 rokoch sa vyrazne zhorsili, avSak po kombinovanej liecbe od 9,5 roka uplne ustapili.
Neurologické vysetrenie v 10 rokoch konS$tatovalo mentdlnu retardaciu, autistické rysy
a oneskoreny kognitivny a jazykovy vyvin. EEG vySetrenie ukéazalo pravostrannu

epileptiformnu aktivitu v parietotemporalnej oblasti, kym MRI mozgu bolo normélne.

Pozoruhodny bol vyvoj v spravani dievcata. V 6,5 rokoch boli dominantnymi
priznakmi hyperaktivita a nepozornost’. Obraz nebol typicky autisticky (CARS skore
26,5 bodov (hranica 30 bodov)) a bola pozorovana mierna mentéalna retardacia (IQ 69).
Od 10,5 roka sa prejavili vyrazné zmeny v spravani (agresivita, negativizmus, znizeny
prah bolesti a sebapoSkodzovanie, neprimerané ovoniavanie veci a nutkavy zaujem
pozorovat’ zvieratd a napodobiiovat’ ich zvuky). CARS skore dosiahlo iba 23,5 bodov,
ale vysledky ADI-R potvrdili atypicky autizmus. MR bola klasifikovana ako stredne
tazka (IQ 45). ZhorSenie mentalnych schopnosti bolo pravdepodobne désledkom
epilepsie a/alebo antiepileptickej lieCby. V rodinnej anamnéze nebola zaznamenana
NF1, MR ani autizmus. Paterndlny stryko matky pacientky spéachal samovrazdu,

paternalny stary otec matky bol alkoholik a maternélny bratranec mal tikova poruchu.
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Cytogenetickd analyza leukocytov pacientky 1 odhalila mozaikovy karyotyp
46,XX,r(17)(p13;925)[83] / 45 XX,-17[12] / 47, XXx(17),+r(17)[1] / 46,XX,-17,
+marl[2] / 46,XX,-17,+mar2[1] / 46,XX,-17,+#mar3[1]. Kruhovy chromozém 17 bol
teda pritomny vo vicSine analyzovanych buniek (83%), no nezanedbate'né mnozstvo
buniek (12%) obsahovalo len jednu koépiu normalneho chromozéomu 17 (Obr. 3).
Marker chromozémy pochadzali z chromozému 17, ale mali rozdielne vel’kosti. Rodicia
pacientky nesuhlasili s biopsiou koznych buniek pacientky pre analyzu mozaiky v inom
type tkaniva. Karyotypy oboch rodicov boli normélne. Zlomy na oboch ramienkach
r(17) boli v oblastiach svetlych termindlnych G-pruhov 17pl3 a 17g25, ¢omu

zodpoveda strata rdidovo do 10 Mb DNA na oboch koncoch chromozému.

r(17)(p13;925)
- ’
‘ ;
v
Obrazok 3. Chromozomy 17 najdené v karyotype
17 pacientky. Kruhovy chromozém 17 sa naSiel v 83%
leukocytov.

Analyza FISH potvrdila deléciu subtelomerickych lokusov D17S2199 (60 kb od
17pter) a D1752200 (90 kb od 17qter) (Knight 2000) z r(17), kym gén MDLS (asi 2,5
Mb od 17pter) nebol deletovany. Vysledok analyzy FISH teda bol 46,XX,r(17).ish
r(17)(D17S2199-,LIS1+,TP53+,FL1+,D17Z1+, D17S2200-). Analyzou MLPA bola
zistend delécia génov GEMIN4 a SECTM1 na r(17). Touto analyzou sa vylucili zlomy v
terminalnych 640 kb na 17p a v terminalnych 700 kb na 17q. Signdly v ostatnych
subtelomerickych oblastiach nevykazovali odchylku od kontrolnej DNA. Podobne sa
metddou MLPA u pacientky nezistila delécia Ziadneho exénu génu NFI, ktord by sa

mohla ocakavat’ na zaklade symptémov neurofibromatézy v jej fenotype.

Tieto pozorovania boli publikované (Havlovicova 2007).
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3.1.3 Klinicky popis a vysledky predchadzajucich vySetreni pacientky 2

Pacientka 2 sa narodila zdravym nepribuznym rodi¢om ako ich prvé dieta
vo veku 26 rokov matky a 31 rokov otca. Porod bol umelo vyvolany v 42. tyzdni
bezproblémového tehotenstva. Porodné parametre: vaha 3750 g (75. percentil), dizka
51,5 cm (75. percentil), Apgarovej skore 9, 10 a 10 po 1., 5. a 10. mintte. Po narodeni
dievcatko slabo pilo, stratilo na vahe a prekonalo novorodenecku ZItatku. U pacientky
postupne dochadzalo k vyraznému oneskoreniu psychomotorického vyvinu (plazenie
v 10., statie v 15., chodenie v 20. mesiaci). Vyvin re¢i nebol oneskoreny, ale re¢ bola

znacéne zvlastna a dyslalicka; okrem toho sa vyskytli aj gramatické problémy.

Pacientka bola u néas vySetrend vo veku 6,5 roka s oneskorenym vyvinom,
lahkou mentdlnou retarddciou, autistickymi ¢rtami a podozrenim na pervazivnu
vyvojova poruchu. Vo veku 6,5 roka bola pacientka vysoka 120 cm (50. percentil),
vazila 28 kg (90-97. percentil) a obvod hlavy bol 52 cm (75. percentil). Okrem nadvahy
sa u nej prejavili aj mierne dysmorfické ¢rty ako vypuklé Celo, strabizmus, uzky koren
nosa, odstavajuce dysplastické usnice a tenkéd horna pera. Na tlstych rukach mala kratke

tucné prsty a Siroké palce. Rontgenové snimky ukazali priznaky Thiemannovej choroby.

Pacientke bol diagnostikovany atypicky autizmus vo veku 7,5 roka. V skale
CARS dosiahla 32 bodov. V skédle ADI-R mala pozitivne skore v doménach "Repetitive
Behaviors a Stereotyped Patterns", "Qualitative Impairments in Reciprocal Social
Interaction" a "Verbal Communication". V jej spravani sa prejavovala naladovost,
tvrdohlavost’, dlhotrvajuca mrzutost’, zdchvaty hnevu, agresivita, sebaposkodzovanie a
hyperkineticky syndrom. Okrem toho v kontakte s rodinou aj cudzimi 'ud'mi opakovane
pouzivala vulgarizmy a nemiestne vyjadrovanie. V rodine pacientky nebola pozorovana
mentélna retardacia ani autizmus. U materndlneho starého otca sa vyskytol tremor
s neskorym nastupom vo veku 60 rokov. Maternalna teta a prastara mama trpeli

na predcasné zlyhanie vajecnikov (POF).

Rodinnd anamnéza pacientky 2 =zahriuyjica MR (u pacientky), tremor
s neskorym nastupom a POF poukazovala na mozny defekt v géne FMRI. VySetrenie
bolo prevedené dvoma nezavislymi molekularnymi metédami. Ako PCR, tak aj
Southernova hybridizacia identifikovali pln mutaciu v géne FMRI, ¢im sa potvrdila

diagnéza syndromu fragilného X u pacientky. Asymptomatickd matka a maternalny
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stary otec s tremorom boli nositelmi premutacie (s poctom 90 a 96 opakovani CGG).
Vzorky DNA od maternalnej tety a prastarej mamy s POF neboli k dispozicii. Southern
blot urcil pocet opakovani CGG u plnej mutacie pacientky 2 priblizne na 460. Této
metdda navySe odhalila u pacientky takmer Uplni metylaciu druhej, nemutovanej alely
FMRI (Obr. 4), ¢o bolo v protiklade socakavanou 50% metylaciou kazdého
chromozému X (za predpokladu ndhodnej X-inaktivacie). Prili§ vel'ké saturdcia signalu
z expandovanych metylovanych fragmentov sice neumoznila stanovit’ presny pomer, ale

metylacia normalnej alely bola najmenej 90%.

. predizena metylovana
- slEla Fiviil del(X)(p22.1-22.3)

(expanzia 460 CGG)

\

t
‘ . normélna metylovand
alela FMR1
V\\

\\

DN3 ~ 95% metylacia

‘\) normalnej alely
/ (oCakdvana: 50%) ; )

’
/
s
’
’
/

,/ Obrazok 5. Chromozémy X najdené u pacientky, Sipka
il naznacuje deléciu v oblasti Xp.
K/
normalna
# @B nemetylovana alela
FMR1
1 2 3

Obrazok 4. Southern blotova metylacna analyza génu FMRI. V drahe ¢.1 naSa pacientka, ¢.2 normalna
zena, ¢.3 normalny muz. U normalnych jedincov sonda identifikuje kratky fragment z aktivnej
nemetylovanej alely FMRI (u oboch pohlavi) a dlhsi fragment z inaktivnej metylovanej alely (u zZien).
Pacientka ma okrem toho aj d’alsi dlhy fragment vznikajuci z mutovanej metylovanej alely (plna Sipka).
Signal z nemetylovanej normalnej alely je vel'mi slaby oproti metylovanému (prerusovana sipka).

Vysetrenie karyotypu pacientky 2 ukdzalo vel'kt de novo deléciu v oblasti
Xp22.1-p22.3 (Obr. 5) na jednom z jej X chromozdémov. Karyotypy oboch jej rodicov
boli normalne. Vysetrenie metédou FISH preukazalo, ze obidve vdzbové miesta pre
subtelomerické sondy na Xp a Xq boli pritomné na aberantnom chromozoéme, takze sa

jednalo o intersticialnu deléciu.
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3.2 Metody

3.2.1 Analyzy prevedené inymi Specialistami, na ktorych je prdaca postavend

3.2.1.1 Psychiatricka diagnostika autizmu

Poruchy autistického spektra boli diagnostikované skalou CARS (Childhood
Autism Rating Scale) (Schopler 1980) a dotaznikovym interview ADI-R (Autism
Diagnostic Interview - Revised) (Lord 1994). Pdsmo mentalnej retardacie bolo
stanovené psychologickym vySetrenim (hlbokd MR = 1Q 0-19, tazka MR = 1Q 20-34,
stredne tazkd MR = 1Q 35-49, Tahka MR = IQ 50-69). Vysetrenia boli prevedené
na Detskej psychiatrickej klinike 2. LF UK a FN Motol (Michal Hrdlicka).

3.2.1.2 Klinicko-genetické a genealogické vysetrenia

Tieto vySetrenia boli postavené na rozhovore s rodi€émi pacienta, na Studiu
zdravotnej dokumenticie a posudeni fenotypu pacienta. VSetky udaje boli vlozené
do databazy. VySetrenia boli prevedené na Ustave bioldgie a lekarskej genetiky 2. LF
UK a FN Motol (Markéta Havlovicova).

3.2.1.3 Karyotypovanie

Analyza chromozémov z periférnych leukocytov bola rutinne prevedena
u vSetkych pacientov s autizmom s pouzitim Standardnych postupov. Pri pozitivhom
naleze u pacienta boli vySetrené aj karyotypy oboch rodiov, aby sa zistilo, ¢i sa jedna
o zdedenu alebo de novo aberaciu. Cytogenetické analyzy boli prevedené na Ustave

biologie a lekarskej genetiky 2. LF UK a FN Motol (Drahuse Novotnd).

3.2.1.4 Fluorescencnd in situ hybridizacia (FISH)

Fluorescencna in situ hybridizacia (FISH) bola prevedena na preparatoch
chromozémov pacientov s pouzitim komercne dodavanych centromerickych, lokus-
Specifickych a subtelomerickych sond (Cytocell, Vysis) podla pokynov vyrobcov.

Signaly boli hodnotené vo fluorescenénom mikroskope. Analyzy boli prevedené
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na Ustave biolégie a lekarskej genetiky 2. LF UK a FN Motol (Eduard Ko&arek, Zdeiika
Vickova).

3.2.1.5 VySetrenie génu FMRI1

Analyza génu FMRI bola prevedend u indikovanych autistickych pacientov
spodozrenim na syndrom fragilného chromozému X. Analyza expanzie
trinukleotidovej repeticie CGG v géne FMRI bola prevedena metédou PCR s kitom
Fragile X PCR (Abbott) a naslednou fragmentanou analyzou na sekvenatore ABI
PRISM 3130 (Applied Biosystems). Velkost' expanzie spolu s metylaciou génu FMRI
bola nezavisle potvrdena metddou Southern blot so Stiepenim DNA enzymami HindIII a
Sacll a hybridizaciou so sondou StB12.3 (Rousseau 1992). VySetrenia boli prevedené
na Ustave biolégie a lekarskej genetiky 2. LF UK a FN Motol (Zuzana Musova).

3.2.1.6 Metéda MLPA

Metéda MLPA (Schouten, 2002) bola pouzitd pre zistenie pritomnosti
subtelomerickych regionov na aberovanych chromozémoch s pouzitim kitov PO19/P020
alebo pre diagnostiku delécii exénov génu NFI s pouZzitim kitov P081/082 (vsetky kity
MRC-Holland) podla pokynov vyrobcu. MLPA analyzy boli prevedené na Ustave
biologie a lekarskej genetiky 2. LF UK a FN Motol (Sarka Bendova, Kamila

Prochazkova, Petra Hedvicakova).

3.2.1.7 Overenie nasich vypoctov asocidcie - multivariantny model

K multivariantnej analyze bola pouZzitd metdda logistickej regresie s korekciou
na pohlavie a vek, ktora je schopna odhalit’ tzv. ,,confounding* faktory, ¢o st premenné
nepriamo asociované s hlavnou testovanou premennou (alela), a ktoré mézu ovplyvnit
moznu asociaciu. Tieto analyzy boli prevedené Statistickym programom SPSS (Jan
PetraSek, Laboratof experimentalni hepatologie, Institat klinickej a experimentalnej

mediciny, Praha).
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3.2.2 Array-CGH

K odhaleniu rozdielov v pocte kopii konkrétneho chromozémového tiseku bola
pouzita metdda oligonukleotidovej array-CGH. Ide o variantu klasickej komparativnej
genémovej hybridizacie (CGH), ktord je zalozend na hybridizacii testovanej
areferencnej DNA znalenych dvoma rozdielnymi fluérochromami na metafazne
chromozoémy. Technika oligonukleotidovej array-CGH dosahuje o niekolko radov
vysSieho rozliSenia pouzitim oligonukleotidovych sond naviazanych na podloznom
sklicku. K analyze bola pouzitd gendmova DNA izolovana z nezrdzanlivej periférnej
krvi s pouzitim komercnej sipravy PUREGENE DNA Isolation Kit (Gentra) podla
pokynov v manuali kitu. Kvalita DNA bola overena na spektrofotometre NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific), kde bola sledovana hlavne jej koncentracia a Cistota (pomer
absorbancii pri vinovych dizkach 260/280 nm by mal byt okolo 1,8). Analyza bola
prevedend servisnym laboratoriom firmy Nimblegen na katalégovych cipoch firmy,
konkrétne pre chromozom 17 to bola array HG18 WG CGH_70f8 (interval prob
priblizne 713 bp) a pre chromozém X array HG18 CHRX FT (interval prob priblizne
340 bp). Vysledky boli dodané elektronicky vo formate GFF. Tieto subory boli

analyzované pomocou softvéru SignalMap (Nimblegen).

3.2.3 Navrhovanie primeroy

Mnoho pouzitych PCR primerov bolo navrhnutych manudlne s podporou

internetového serveru  UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). Ten

umoziiuje okrem in¢ho identifikovat’ SNP alebo rozptylené repeticie, ktoré by mohli
interferovat’ so spravnou funkciou primerov, a simulovat’ in silico PCR, a tym overit’
dizku PCR fragmentu, unikatnost sekvencie primerov a sulad medzi teplotami
nasadania (annealingu) oboch primerov. Primery pre mikrosatelitovi analyzu boli
navrhnuté podla sekvencii priliehajicich k STR lokusom identifikovanym v UCSC
Genome Browseru, alebo podla Taiwan Polymorphic Marker Database

(http://tpmd.nhri.org.tw/php-bin/graphic.php). Niekol'ko parov primerov pre konkrétne

analyzy bolo navrhnutych podla literatiry (vid’ d’alej). Primery pouzité pre vsetky

analyzy st uvedené v spoloc¢nej Tabulke 1.
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Tabul’ka 1. Prehl'ad sekvencii oligonukleotidovych primerov pouzitych pri priprave PCR produktov.

LRIy Sekvencia primerov LeieT Sekvencia primerov
FaR P FaR P

177800 ACCCTCAGGAGCGAGCATCGCC DI17S2197F CTGCCTTAGTGTTCCTGAGT
r1894 CTGTCCGAGGACTCACAACTGG DI17S2197R CACAGGGACGCACATGCTTT
r77801 GCAACCCTAGGTCCTAGGCTGC D17S663F GGCAACAAGAGCAAAATTCCG
r1892a CCAAGGCGTTCCCATGACAACG D17S663R TCATTCGTGGCCATTATTTTAACCTC
177797 TCCAAAGCTCTCTGTGGACAGC DI17S1533F AGTGGCTCTAGAGTCAGACAGC
r1892a CCAAGGCGTTCCCATGACAACG DI17S1533R CTGAGGCTCACCTAGGATGA
r77801a TTCACCAGGCAACACACAGACC VNTRX _7387L | GTCTGACAAATATTGAATGGCTCT
r1895 CGTCCTCAATAATCCCAAGCAG VNTRX 7387R | ACCAGGTCCCTCTCACAACAC
r17dell GTGTCCCCAAAAACATGGAGCG VNTRX 15233L | GGGTGAAGAGAAGCAGGAATTT
r17del2 GTTCCCATGACAACGGCAAAAG VNTRX 15233R [ GTCAAAAAACATAAAATTGATGATGTC
X6652 GTCAAAAGTCACATCCCATGGC VNTRX 14063L | GTCCGGAGAGTCAAATGTTTTC
X24073 GGGCACAGCAAACAAACTAGCTC VNTRX 14063R | TGAAATGACTGTTATAGGCCAAA
X6654 CACCAGCTGTAGAATTATGGGGG VNTRX 21686L | CATGTTAGGAGGAAGGGTGAAC
X24071 CAGGAGTCTTGGTGATACACAGAC VNTRX 21686R [ TTATAAGCATGAGCCACCACAC
X6653 CTGTAAACGCTTCCTCTTGGGT VNTRX 20818L | CTCACAACCTCAAGAACAATGC
X24069 GACCGACTTTCTGTTTTTGTCCT VNTRX 20818R | AGGGCATTACAACCTATGGAAA
D17S695F TAATCTCAGCTGCTCGGGAGGC HUMARA F GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT
D17S695R | TTTGTTGTTGTTCATTGACTTCAGTCT HUMARA R TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC
D17S1308F | TGTGAAACTTTGTCATCACTATACC ADAF ACCGAGCCGGCAGAGACCCAC
D17S1308R | TTGGTGACAAAGAAAGTCTCC ADAR CTTGACAGACAGCGAAACTGAGACCCA
D17S831F CGCCTTTCCTCATACTCCAG
D17S831R | GCCAGACGGGACTTGAATTA

3.2.4 PCR amplifikacia DNA a long-range PCR

Pre amplifikaciu vybranych usekov DNA bola pouzitd polymerazova retazova
reakcia (PCR). V niektorych pokusoch bola kvoli zvySeniu Specifickosti pouzitd metoda
nested alebo seminested-PCR, dvojkrokova reakcia, pri ktorej sa v prvom kroku
amplifikuje dlh§i DNA fragment pomocou jednej sady primerov a v druhom kroku sa
amplifikuje vnatorny (krat§si) DNA fragment pomocou druhej sady primerov (alebo
jedného povodného a jedného nového primeru), pricom ako templat je pouzity produkt

z prvej PCR reakcie.

Podmienky vSetkych PCR reakcii su uvedené¢ v Tabulke 2. Vo vécSine
amplifikacii do 1000 bp boli pouzit¢ komeréné mastermixy PPP (Top-Bio) alebo
AmpliTaq Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems) podl'a pokynov vyrobcov. Pre
analyzu génu 4ADA sa pouzila DNA polymeraza Taql (Fermentas). Pre amplifikéaciu
fragmentov DNA dlhSich ako 1000 bp metdédou long-range PCR (LR-PCR) boli pouzité
kity Expand Long Template PCR System (Roche) alebo LA DNA Polymerases Mix
(Top-Bio), opét’ podla pokynov vyrobcov. PCR reakcie prebichali v termocykleroch
iCycler (Biorad) alebo T-Gradient (Biometra).
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Tabul’ka 2. Podmienky PCR reakcii pouzitych v d’al§ich analyzach.

Reakcia: pouzité

Objem: zlozZenie reakcénej zmesi

Podmienky (°C, min/s)

r17dell +r17del2
(LA-Top-Bio)

primer R + 1x LA pufor + 250 uM dNTPs
+ 4% DMSO + 2,5 U pol + 20-100ng DNA

primery (kit)
rl7 zlom: 50 pl :H,O + 15 pmol primer F + 15 pmol (99335 é?ln(l)mé 519 C(:/gl(()logfgo C/5min)
177800411894 | primer R + Lx pufor 3 + 500 uM dNTPs + | (30 5:’ h3oC /302’ 68°C/3mint205)
(LR-PCR) + 3,75 U pol + 20-100 ng DNA 20 eyklov, 68°C/7min
rl7 zlom: 50 pul :H,O + 15 pmol primer F + 15 pmol (99339 é?lr?)lsné Sli)ccglglsoggo C/5min)
r77801+r1892a | primer R + 1x pufor 3 + 500 uM dNTPs + (93°C/15s,65°C/30s’68°C/5min+’2OS)
(LR-PCR) + 3,75 U pol +20-100 ng DNA 20 eyklov, 68°C/Tmin
r17 PCR/RFLP: |25 pl :H,O + 15 pmol primer F + 15 pmol (9; 45(;‘31181;;91?&?81:280(: /3,5min)
r77797+r1892a | primer R + 1x pufor 1+ 250 uM dNTPs + (94°C/155’59°C/30s,68°C/3’Smin+’205)
- 0, _ > 5 5
(LR-PCR) 4% DMSO + 2 U pol + 20-100 ng DNA 20 cyklov, 68°C/7min
r17 PCR/RFLP: |25 pl: H,O + 15 pmol primer F + 15 pmol o4 OC/Zmln, 10 C():yklov o .
. (94°C/10s,60,1°C/30s,68°C/3min),
r7780a+r1895 primer R + 1x pufor 1+ 250 uM dNTPs + (94°C/155,60,1°C/305,68°C/3min+20s)
- 0, _ sV s
(LR-PCR) 4% DMSO + 2U pol + 20-100 ng DNA 20 cyklov, 68°C/7min
r17 dellkb: 25 pl: H,O + 15 pmol primer F + 15 pmol | 94°C/2min, 30 cyklov

(94°C/30s,62°C/30s,68°C/1,5min),
68°C/7min

r17 STR:
D17S695, 1308
(PPP)

25 ul: H,O + 1x PPP + 15 pmol primer F +

15 pmol primer R + 1,25% TMSO +
20-100 ng DNA

95°C/2min, 30 cyklov
(95°C/30s,66°C/30s,72°C/50s),
72°C/7min

rl7 STR: D17S
831, 2197,663,

20 pl: H,O + 1x PPP + 12 pmol primer F +

12 pmol primer R + 20-100 ng DNA

95°C/2min, 30 cyklov,
(95°C/30s,62°C/30s,72°C/50s),

20-100 ng DNA

1533 (PPP) 72°C/7min
del X zlom: 25 pl: H,O + 15 pmol primer F + 15 pmol (9; 45 é‘?{?)lsnézlgcc/};glsoggo C/3min)
X6652+24073 primer R + 1x pufor 3 + 250 uM dNTPs + (94°C/15s,62°C/30s’68°C/3min+’2OS)
0, > >
(LR-PCR) 4% DMSO + 2U pol + 20-100 ng DNA 20 cyklov, 68°C/7min
del X nested: 25 pl: H,O + 15 pmol primer F + 15 pmol | 94°C/2min, 10 cyklov
X6652+24071 primer R + 1x pufor 3 +250 uM dNTPs + | (94°C/10s,62°C/30s,68°C/3min),
a X6654+24071 |4% DMSO + 2U pol + 0,3 pl (94°C/15s,62°C/30s,68°C/3min+20s)
- predchadzajiceho produktu cyklov, min
(LR-PCR) dchadzajticeh duk 20 cyklov, 68°C/7mi
del X nested: 25 pul: H,O + 15 pmol primer F + 15 pmol o4 OC /2min, 19 cyklov o .
. (94°C/10s,62°C/30s,68°C/2min),
X6653+ X24069 | primer R + 1x pufor 2 + 250 uM dNTPs + (94°C/155,62°C/305,68°C/2min-+20s)
- 0 _ s )
(LR-PCR) 4% DMSO + 2U pol + 20-100 ng DNA 20 eyklov. 68°C/7min
del X STR: ] . 95°C/5min, 35 cyklov
VNTRX 7387, %5 +”11'5Hir?0;r 1;;&?3 J{Olss gi“’gﬁw (93+1min+60°C/455+75°C/1min),
15233 (GOLD) pmotp & 75°C/Tmin
del X STR: .
. 95°C/5min, 35 cyklov
VNTRX 14063, |25 pl: H,O + 1x GOLD + 15 pmol primer PPN . o .
21686, 20818 F + 15 pmol primer R + 10-50 ng DNA 2953021/;1:;3;60 C/1min+75°C/1min),
(GOLD)
ADA PCR/RFLP: f)fi ri‘lgrlézf ;g‘ﬁfp‘;}fl‘g;ff%’l 94°C/3min, 35 cyklov
ADA F/R i, (93°C/1min,66,5°C/1min,72°C/1min),
(Taql pol) TMSO + 250 uM dNTPs + 0,75 U Taq + 79905 min

10xStB pufor: 100mM Tris.Cl [pH= 9,0]; 500mM KCI, 15mM MgCl,, 0,1% w/v zelatina, 1%Triton X

100
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3.2.5 Gélova elektroforéza fragmentov DNA

K separécii fragmentov DNA bola pouzitd horizontidlna elektroforéza Biorad
(45-120 min., 120 V, 400 mA) a 1% agar6zovy gél v 1x pufru TBE (45 mM Tris Borat,
1 mM EDTA [pH=8]) spridavkom etidium bromidu. Na od¢itanie velkosti PCR
fragmentov bol pouzity DNA marker molekulovych hmotnosti 100 bp DNA Ladder
(Invitrogen) alebo 1kb DNA Ladder (Sigma). K vizualizdcii a fotografickému
dokumentovaniu PCR fragmentov bol pouZity pristroj DNR's MiniBIS Pro (DNR Bio-
Imaging Systems).

3.2.6 RFLP analyza

Niektor¢ SNP su sucastou rozpoznavacieho miesta pre urCitd reStriként
endonukledzu a ich alely je mozné s pomocou tohto enzymu detegovat’ ako RFLP.
K detekcii SNP v géne ADA (G22A) a k vylaceniu d’alSich zmien DNA v okoli zlomov
chromozoémovej prestavby bola pouzitd metdda PCR/RFLP (Tabulka 3). Analyza bola
prevedena klasickou PCR, pomocou ktorej bola najprv amplifikovana cielova sekvencia
(vid’ Tabulky 1 a 2). T4 bola potom Stiepend v restrikénej zmesi, ktord obsahovala 3-8
ul PCR produktu, 1x prislusny pufor, 5-10 U enzymu a vodu vo finalnom objeme 10 pl.

Vysledné fragmenty boli analyzované elektroforézou.

Tabulka 3. Prehl'ad podmienok pre jednotlivé restrikéné reakcie.

Analyza Enzym (vyrobca) Rozoznavana Cas T Pufor + aditiva
sekvencia (hod) (°C)
G22A /rl7 Taql (Invitrogen) 5'-T|CGA-3' 2/16 65 REact® 2
rl7 Rsal (LifeScience) 5'-GT]AC-3' 16 37 pufor T + BSA
rl7 Xhol (LifeScience) 5'-C|{TCGAG-3' 16 37 pufor SH

T - teplota, BSA - bovine serum albumin
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3.2.7 Sekvenovanie DNA a analyza sekvencii

PCR produkty urcené pre metddu sekvenovania boli purifikované s pouzitim
kitu QIAamp PCR Purification Kit (Qiagen) podl'a pokynov v manuali kitu alebo
systtmom ExoSAP (Fermentas). V tomto pripade purifikacna reakcia prebiehala
v objeme 10 ul v zlozeni 7,3 ul produktu PCR, 2,5 U enzymu SAP (shrimp alkaline
phosphatase) a 5 U enzymu Exonukledza I za podmienok: 37°C/60 min a 80°C/20 min.
Sekvenovanie potom prebichalo v objeme 7 pul v reakcii zloZenej z: 10-200 ng
templatovej DNA v zavislosti na dizke analyzovaného PCR fragmentu, 2,5 pmol
primeru a 2 pl sekvenacného kitu ABI PRISM Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems). Sekvena¢na reakcia prebiehala v termocyklere
iCycler (Biorad) za nasledujucich podmienok: pociato¢nd denaturacia 96°C/1 min a
potom 25 cyklov (96°C/10 s, 50°C/5 s, 60°C/4 min). Produkt sa najskoér vyzrazal
pomocou roztoku 96% etanolu a octanu sodného (3M, pH=5,2), potom sa peleta DNA
precistila vyzrdzanim 70% etanolom a po centrifugéicii a uplnom vysuSeni sa k pelete
pridalo 25 pl deionizovaného formamidu Hi-Di (Applied Biosystems). Po Uplnom
rozpusteni peliet sa vzorky analyzovali kapilarnym sekvendtorom ABI PRISM 3100
(Applied Biosystems) vybavenym 36 cm Stvorkapilarou. Vzorky boli injektované
do polyméru POP6 pri 1 kV po dobu 6-12 s a elektroforéza prebiehala pri teplote 55°C
a 15 kV po dobu 1000-2700 s podl'a velkosti produktov. Pri hl'adani chromozomalnych
zlomov bola niekedy pouzita aj metdoda primer walking, kde az na zaklade ziskanej
sekvencie sa navrhne d’als$i primer ¢o najd’alej od pdvodného primeru. Tento novy
primer sltzi v nasledujucej sekvenacnej reakcii k ziskaniu d’alSieho tseku sekvencie

DNA, ¢o umozni ziskat’ sekvencie aj vel'mi dlhych fragmentov.

Vyhodnotenie sekvenacnych elektroforetogramov bolo prevedené v programoch
Sequence Analysis (Applied Biosystems) alebo Trev a Gap4 (Staden Package,

https://sourceforge.net/projects/staden). Program Gap4 umoziioval tieZ porovnavanie

ziskanych sekvencii so Standardnymi sekvenciami vyhladanymi v UCSC Genome

Browser a skladanie jednotlivych prekryvajucich sa sekvencii do kontigov.
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3.2.8 Bioinformatickd analyza zlomov a deletovanych usekov

UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) sliiZil ako zdroj Standardnych

sekvencii Tudského genomu. Tieto boli porovnané (tzv. multiple alignment)
so sekvenciami  zlomov u pacientov s pomocou programu Clustal W

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw). Nizkofrekvencné repeticie a homologie s inymi

sekvenciami v gendéme boli hladané pomocou programu BLAT (Kent 2002)

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat). Repetetivne elementy boli hl'adané programom

RepeatMasker obsiahnutom v UCSC Genome Browseru. Kratke sekven¢né motivy boli
hl'adané pomocou programov DNAPattern Find a FuzzySearchDNA (Stothard 2000)

(http://bioinformatics.org/sms2/index.html).

Polymorfné DNA markery boli hl'adané s pomocou UCSC Genome Browseru

alebo vybrané z Taiwan Polymorphic Marker Database (http://tpmd.nhri.org.tw/php-

bin/index_en.php). Zoznamy génov obsiahnutych v deléciach boli zostavené pomocou

UCSC Genome Browseru a databazy OMIM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).

Poslednd databdza bola tieZ pouzitd pre stanovenie dedi¢nych choréb mapovanych
do delécii. Potvrdené alebo suspektné imprintované gény boli hl'adané v niekolkych

databazach vratane The Geneimprint Database (http://www.geneimprint.com/site/genes-

by-species.Homo+sapiens), The Imprinted Gene Catalogue

(http://igc.otago.ac.nz/home.html), The Mouse Imprinting Data and References

(http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/research/imprinting/imprin-viewmaps.html), The CITE

Database (http://fantom2.gsc.riken.go.jp/imprinting) a online pristupnej prilohe ¢lanku

popisujuceho  predikciu  mySich  imprintovanych  génov ~ (Luedi  2005)

(http://www.geneimprint.com/media/pdfs/15930497 supplement.pdf).
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3.2.9 Analyza rodicovského povodu aberovaného chromozomu

Na tato analyzu boli pouzité viaceré mikrosatelitové markery lokalizované
v deletovanej Casti chromozému. Mikrosatelitové markery boli zvolené preto, ze su
charakterizované¢ vac¢Sou variabilitou ako SNP, teda pravdepodobnost, Ze sa
chromozdémy navzajom liSia, je vyssia. Markery boli analyzované sekvenovanim, ktoré
je ujednordzovo pouzivanych markerov ekonomicky vyhodnejSie ako fragmentac¢na
analyza, lebo odpada potreba fluorescenéného znacenia primerov. Metdda bola robena
klasickou PCR s pouzitim DNA pacientky a oboch rodiov (primery a podmienky vid’
Tabul’ky 1 a 2). Vyhodnotenie dat prebiehalo od¢itanim poctu repetetivnych jednotiek
na nedeletovanej alele pacientky a naslednym porovnanim s poc¢tom jednotiek na oboch
alelach rodicov (Tabulka 4). V pripade, Ze sa pocet opakovani u pacientky nesticej len
jednu alelu daného lokusu zhodoval s po¢tom opakovani len u jedného rodica, bol tento
marker informativny. Ak sa zisteny pocet repetic u pacientky nasiel zaroven aj u matky,

aj u otca, bol takyto marker neinformativny.

Tabulka 4. Prehl'ad markerov pouzitych pre analyzu rodi¢ovského pdvodu u pacientky 1 a 2.

Lokalizacia na
PCR reakcia / nazov
Repetetivny motiv | Chromozém | chromozdéme — vzdialenost’
mikrosatelitu
od teloméry
D17S2197 CA 17p 192 kb
D17S1308 GTAT 17p 570 kb
D17S663 CTTT+CTCTCTTT 17p 692 kb
D17S695 GAAA 17p 693 kb
D17S1533 CTAT 17p 1 487 kb
D17S831 CA 17p 1 857 kb
VNTRX 7387 (DXS9895) GATA Xp 7 387 kb
VNTRX 14063 TAGA Xp 14 213 kb
VNTRX 15233 (DXS9902) GATA Xp 15233 kb
VNTRX 20818 TTG Xp 20 968 kb
VNTRX 21686 TAGA Xp 21 836 kb
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3.2.10 Analyza miery inaktivacie chromozomov X

Okrem analyzy génu FMRI bola X-inaktivacia zistovana aj testovanim miery
metylacie v lokuse pre I'udsky androgénovy receptor (AR, OMIM #313700), ktory sa
nachadza na Xql2 (Allen 1992). V prvom exone tohto génu st pritomné dve restrikéné
miesta pre metyl-senzitivnu endonukledzu Hpall (5'-C|CGG-3"), v blizkosti ktorych je
vysoko polymorfna trinukleotidova repeticia (20 aliel, 90% heterozygozita). Pred PCR
sa analyzovand DNA najskor enzymaticky Stiepi. Amplifikdcia DNA prebieha iba ak
obidve Stiepne miesta pre Hpall su metylované, ¢iZe k Stiepeniu neddjde. V pripade, Ze
je len jedno z tychto miest nemetylované, DNA je Stiepend a v PCR nevznikne ziadny
fragment. PCR produkt zahriiujici Stiepne miesta aj variabilnu repeticiu sa analyzuje
fragmentacnou analyzou. Metylécia Stiepnych miest koreluje s celkovou X-inaktivaciou
a PCR produkt sa amplifikuje iba z neaktivneho metylovaného chromozému X.
Polymorfna repeticia dovoluje odli§it materndlny a paterndlny chromozém X

porovnavanim dlzky fragmentov s rodi¢ovskymi alelami.

Kazda vzorka DNA bola pripravovand v dvoch zmesiach - s restrikénym
enzymom a bez enzymu. Reakcia bola robend v objeme 20 pl za pritomnosti 400 ng
DNA, 1x pufru NEBI1, 5 U Rsal a 5 U Hpall (oba NEB). Zmes bola inkubovana cez noc
pri 37°C a inaktivovana 10 min. pri 95°C. Z oboch reakcii boli pouzité 4 ul pre pripravu
PCR reakcie do kone¢ného objemu 10 pl spolu s 1x pufrom PC2 (50 mM Tris-HCI
[pH=9,1]; 16 mM amoénium sulfat; 3,5 mM MgCl2 a 150 mg/ml BSA); 200uM dNTPs;
3,3 pmol primerov HUMARA F a R; 0,04 U Deep Vent DNA Polymeraza (NEB) a 0,9
U KlenTaql DNA polymeraza (Ab Peptides). Primery boli navrhnuté podla Tilley
(1989), pricom primer F bol na 5" konci fluorescenéne znaceny Cy-5. PCR prebiehala
za nasledujucich podmienok: pociatocnd denaturdcia 95°C/5 min, potom 25 cyklov
(95°C/45 s, 64°C/20 s, 72°C/50 s) a nakoniec finalna extenzia 72°C/5 min. PCR
produkty boli denaturované po zmieSani 1:1 sroztokom bromfenolovej modrej
s formamidom Hi-Di po dobu 5 min pri 98°C, potom 5 min na l'ade. Denaturované
fragmenty boli nasledne separované v denatura¢nom polyakrylamidovom géle (7,5%
Hydrolink Long Ranger Gel (Serva) s 6 M mocovinou v 1,5x TBE s 10%
peroxodisiranu amonného a TEMEDu (Serva)) v 0,5x TBE. Elektroforéza prebiehala na
planarnom sekvenatore AlfExpress (Pharmacia) pri 40°C a 1200 V. Vysledky boli

analyzované programom DNA Fragment Manager (Pharmacia).
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3.2.11 Statistické hodnotenie asocialnej Stidie

3.2.11.1 Sledovanie HWE v kontrolnej skupine

V kontrolnej skupine bola sledovana Hardy-Weinbergova rovnovaha (HWE)
ako test nezavislej distriblicie aliel v populdcii a test spravneho genotypovania.
Na vypoet HWE bol pouzity Chi kvadrat (y°) test. Pre vietky genotypy zlozené z aliel
ADA*1 a ADA*2 boli spo&itané &iastkové hodnoty y* a pre ich sidet zistend hodnota P
v MS Excel zadanim ,,=CHIDIST(a;b)*, kde ,,a“ je hodnota ¥* a ,.,b* je po&et stupiiov
volnosti (zadané ,,1¢). Pre y* test Hardy-Weinbergovej rovnovahy bola hypotéza taka,
ze frekvencia pozorovanych genotypov sa nebude lisit’ od o¢akavanych. Hodnota P, pri
ktorej je hypotéza prijata, je P>0,05. Ak sa zisti, zZ2 HWE neplati (P<0,05), je dolezité
analyzovat, ktora z predpokladanych podmienok nie je splnena (napr. maly subor,

chyba vyberu, technicka chyba v genotypovani, pritomnost’ delecnej alely atd’.).

3.2.11.2 Vilastné vypocty asocidcie - univariantny model

Na urcenie asocidcie bol pouzity univariantny alelicky model (tzv. dominantny),
kde rizikovy faktor je nosicstvo alely ADA*2 a pre vypocet je dolezity pomer voci alele
ADA*1 v oboch vysetrovanych skupinach. Prepocet asocidcie genotypovym modelom
(tzv. recesivnym) nebol nutny z dévodu vel'mi nizkeho zastipenia homozygotnych

jedincov pre rizikovu alelu ADA*2 ako v subore pacientov, tak kontrol.

K zisteniu, ¢i st rozdiely v nameranych frekvenciach Statisticky signifikantné, je
potreba poznat' hodnotu y* a hodnotu vyznamnosti P. V pripade, Ze sa potvrdi
signifikantnd asocidcia alely s ochorenim (P<0,05), je ddlezitd hodnota podielu rizika
(odds ratio, O.R.), ktora vyjadruje silu asocidcie medzi rizikovou alelou a ochorenim, a
hodnotu 95% intervalu spol'ahlivosti (confidence interval, 95%C.I.) pre dani O.R.
Vsetky tieto hodnoty boli ziskané Chi kvadrat testom. Z dévodu, Ze pracujeme s
frekvenciami menS$imi ako 5%, bol pouzity aj Fisherov exaktny test vhodny aj pre
vel'mi nizke frekvencie, ktory druhou nezévislou hodnotou P spresnil a potvrdil
signifikantnost’ vysledku, ktora v testoch %*nemusi byt u malych vzoriek dostato¢na.
Pri vypocte Chi kvadrat testu aj Fisherovho exaktného testu bol pouZity vol'ne pristupny

program SISA (http://www.quantitativeskills.com/sisa/statistics/fisher.htm).
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4. VYSLEDKY

4.1 Asocia¢na Stadia s variantami v géne 4D A

4.1.1 Podtypy autizmu, uroveit MR a komorbidity v subore pacientov

Bola vytvorend elektronicka databaza vSetkych pacientov, ktori spliovali
diagnostické kritéria autizmu podla MKCH-10, ako aj pacientov so zjavnymi
autistickymi Crtami  (kategéria Not Quite Autism/Broad Spectrum (NQA/BS)
(Geschwind 2001). Databaza v stcasnosti obsahuje 400 Ceskych pacientov. Subor
naSich pacientov zahffia vSetky zdkladné typy autizmu a niektoré d’alSie poruchy
autistického spektra. Fenotyp postihnutych deti a ich zaradenie do podskupin podla
typu autizmu, stupiia mentalnej retardacie a vyskytu komorbidit ukazuje, ze Skala

klinickych prejavov a ich moznych kombinécii je vel'mi Siroka (Obr. 6).
Dalsie zistenia :

e pomer muzov a zien v naSom subore je 3,9 : 1 (319:81), podobne ako sa udava

v literatare

e u 58% pacientov bol diagnostikovany detsky autizmus, u 14% atypicky autizmus,
u 10,5% Aspergerov syndrom a 17,5% pacientov patri do skupiny ostatné PDD a
NQA/BS

e mentadlna retardacia je u pacientov zastipena takto: 29% lahka, 30% stredne t'azka,
8,5% tazka a 1,5% hlboka; bez MR (normdlne alebo nadpriemerné¢ 1Q) je 26%

pacientov a u 5% nebolo mozné¢ stanovit’ iroveit MR

e autizmus je u 80% pacientov mozné oznacit’ ako idiopaticky, u zvys$nych 20% sa
najCastejSie nachddzaji rézne komorbidity ako monogénne choroby a znadme
syndromy (vratane 4% FXS) ¢i chromozomalne odchylky (6%); u 19% pacientov
existuju rozne suspektné nalezy (napr. stigmatizacia), ale tito su zatial' zahrnuti

do 80% skupiny bez potvrdenych nalezov
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4.1.2 Molekularna analyza genotypov ADA

Bola zavedena analyza variant ADA*1/ADA*2 metédou PCR/RFLP. PCR
produkt dlhy 365 bp bol Stiepeny restrikénou endonukledzou Taql rozoznavajucou
motiv T|CGA. Alela ADA*] méa na 1. pozicii 8. kodoéna G, sekvencia TCGA je
zachovana a produkt je 3tiepeny Taq I na dva fragmenty o dizke 278 a 87 bp. Alela
ADA*2 ma v danom mieste A, sekvencia TCAA nie je rozpoznana Taql a fragment
ostane dlhy 365 bp. Heterozygotni jedinci ADA*1/ADA*2 vykazu po Stiepeni fragmenty
o dizke 87, 278 a 365 bp (Obr. 7) (Hirschhorn 1994). Metédu genotypovania pomocou
reStrikéného Stiepenia sme overili sekvenovanim (Obr. 8) a potom previedli u vsetkych

385 pacientov a u 130 zdravych kontrol blizSie charakterizovanych v Tabulke 5.

Obrazok 7. Stiepenie
PCR produktu z génu

bp ADA enzymom Taql.

1000
M — marker, draha ¢. 1

nestiepeny PCR produkt,
¢.2 heterozygotna
kontrola 1/2, ¢. 3-13
homozygotni pacienti //1,

B

600

365 bp

o - Rl
300 - G G e G WS WS S G e e gme 278 bp

100 * - - - ene - ™ 87bp | okrem dréh &.5 a 12, kde
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 su heterozygotni pacienti
1/2.
homozygot | [} X homozygot /”\\
ADA*1 (8Asp) | | ‘o\ AW AN ADA*2 (8Asn) | [ | . . |
1| | [ | AV 2/2 ([ | ] \ A~/ YA
tiependalela | V| \ Fooh A nestiepend alela [ Vo A
P = ,K,\ _/\ JAVAN . A '\ AYANED: )
T[TCGA|CAAG T CAAG
7 8 9 7 8 9
Phe Asp Lys Phe Asn Lys
heterozygot "s""‘\
ADA*1/ADA*2 || |\ /. |
12 |/ \/\/

CAAG

Obrazok 8. Sekvencia troch moznych genotypov pre alely ADA*] a ADA*2 s vyznaCenim Stiepneho
miesta a zmeny v 8. aminokyseline (asparagin za kys. asparagovu).
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Tabulka 5. Prehlad zlozenia jednotlivych podskupin pacientov a zdravych kontrol analyzovanych
v asociacnej Stadii.

Skupina Pocet Pomer Z:M Vekovy priemer | Rozsah veku
A - vSetci autisti N=385 1:44 7,7 1,5-26

I - idiopaticki autisti N=272 1:55 7,7 2,5-26
DA - detsky autizmus N=225 1:48 73 1,5-26
AT - atypicky autizmus N=55 1:22 7,1 3-20
AS - Aspergerov syndrém N=41 1:4,9 9,3 4-19

O - ostatné PDD+NQA/BS N=64 1:33 8,2 3-18

K — zdravé kontroly N=130 1:4 8,1 2-17

Vek v rokoch.

4.1.3 Vysledky molekularnej analyzy v subore pacientov a u kontrol

V Tabulkdch 6a-6d su zhrnuté vysledné pocty jednotlivych genotypov a aliel
v rdznych skupindch pacientov. Tabul'ka 6a obsahuje aj vysledky v kontrolnej skupine
zdravych jedincov. Subor pacientov je roz€leneny do skupin podla porovnavanej
premennej autizmu, ¢o je bud splnenie kritérii diagnézy, alebo pritomnost’
endofenotypov (podtyp autizmu, stupeit mentalnej retardacie, pritomnost’ komorbidit).
U vsetkych pacientov (N=385) skimame asociaciu alely ADA*2 s ochorenim v celom
subore a potom v skupindch podla pritomnosti komorbidit. V skupine idiopatickych
autistov (pacienti bez NQA/BS a potvrdenych nélezov, N=272) zistujeme asociaciu
alely ADA*2 s ochorenim a potom v skupinach podl'a podtypov autizmu a podl'a stupna

mentalnej retardécie.

Tabulka 6a. Zastupenie jednotlivych genotypov a aliel v subore vsetkych pacientov, v skupine pacientov
s idiopatickym autizmom a v skupine zdravych kontrol.

Skupiny pacientov Pocet genotypov (%) Pocet aliel (%)
a zdravé kontroly 11 12 22 1 p)
vietci autisti (N=385) 347 (90,1) 36 (9,4) 2 (0,5) 730 (94,8) 40 (5,2)

idiopaticki autisti (N=272) 242.(88,9) | 29(10,7) | 1(04) | 513(943) 31 (5,7)

zdravé kontroly (N=130) 111 (85,4) 18 (13,8) 1(0,8) 240 (92,3) 20 (7,7)
1 - alela ADA*1, 2- alela ADA*2

43



Tabulka 6b. Zastipenie jednotlivych genotypov a aliel v skupindch idiopatickych autistov rozdelenych

podrla podtypu autizmu.
Skupiny idiopatickych Pocet genotypov (%) Pocet aliel (%)
autistov podl'a podtypu
autizmu (N=272) 7 172 22 1 2
DA (N=183) 164 (89,6) 18 (9,8) 1 (0,6) 346 (94,5) 20 (5,5)
AT (N=43) 35 (85,5) 8 (14,5) 0 78 (90,7) 8(9,3)
AS (N=38) 35(92,7) 3(7,3) 0 73 (96,0) 3 (4,0)
O (N=8) 8 (100) 0 0 16 (100) 0

1 - alela ADA*1, 2- alela ADA*2

Tabul'ka 6¢. Zastipenie jednotlivych genotypov a aliel v skupinach idiopatickych autistov rozdelenych
podl'a zavaznosti mentalnej retardacie.

Skupiny idiopatickych Pocet genotypov (%) Pocet aliel (%)
autistov podl’'a MR (N=255) m 12 22 1 )
bez MR (N=78) 71 (91,0) 7(9,0) 0 149 (95,5) 7 (4,6)
Pahka (N=69) 58 (84,1) | 10(14,5) 1(1,4) 126 (91,3) 12 (8,7)
stredne t'azka (N=83) 75 (90,4) 8(9,6) 0 158 (95,2) 8 (4,8)
tazka a hlboka (N=25) 22 (88,0) 3(12,0) 0 47 (94,0) 3 (6,0)

N=255 lebo u niektorych pacientov idaj o MR chybal, 1 - alela ADA*1, 2- alela ADA*2

Tabulka 6d. Zastipenie jednotlivych genotypov a aliel v subore vSetkych pacientov rozdelenych podla
pritomnosti alebo nepritomnosti nalezov.

Skupiny pacientov podla Pocet genotypov (%) Pocet aliel (%)
najdenych komorbidit

(N=385) 11 172 2/2 1 2
bez nalezov (N=234) 210 (89,7) | 23(9,8) 1(0,4) 443 (94,6) 25 (5,4)
suspektné nalezy (N=76) 66 (86,8) 10 (13,2) 0 142 (93,4) 10 (6,6)
potvrdené nalezy (N=75) 71 (94,7) 3 (4,0) 1(1,3) 145 (96,7) 5(@3,3)

1 - alela ADA*1, 2- alela ADA*2
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4.1.4 Statistickd analyza asociaénych Studii

4.1.4.1 Sledovanie Hardy-Weinbergovej rovnovahy v kontrolnej skupine

Pred vlastnym vypoctom asociacie sme zist'ovali, ¢i su genotypy v kontrolnej
skupine v Hardy-Weinbergovej rovnovéhe. V Tabul'ke 10 su zhrnuté ziskané vysledky.
Z uvedenych hodnét vyplyva, Ze frekvencie aliel ADA*] a ADA*2 a zastupenie
genotypov spiiia podmienky pre HWE (HWE plati pre P > 0,05).

Tabulka 10. ¥ test pre zistenie Hardy-Weinbergovej rovnovahy v kontrolnej skupine.

Zdravé kontroly Podet genotypov Suma y’ P, stuperi
1/1 1/2 2/2 vol’nosti 1
namerané hodnoty 111 18 1
0,08125 0,77561
ocakavané hodnoty 110,77 18,48 0,77

4.1.4.2 Kontingencné tabulky pre jednotlivé porovnavané skupiny

Pre dalSie vypocty sme najskor zostavili kontingenéné tabulky vyjadrujace
pozorovany pocet aliel ADA*] a ADA*2 v porovnavanych skupinach pacientov a

u kontrol. Kontingen¢né tabul’ky boli zostavené podl'a nasledujuceho prikladu:

Skupina Alela Spolu
1 2

vSetci autisti 730 40 770

kontroly 240 20 260

Spolu 970 60 1030

4.1.4.3 Vypocet Statistickych hodndt potrebnych pre urcenie asocidacie.

Do programu SISA boli postupne zadané hodnoty zo vSetkych kontingen¢nych
tabulick. Ziskané hodnoty 7, hodnotu p(P) z Chi kvadrat testu, hodnoty
95% konfinden¢ného intervalu (95%C.1.) pre O.R a hodnoty P z Fisherovho exaktného
testu st uvedené v Tabul'kdch 1la-11d. V oboch pouzitych testoch st za Statisticky

signifikantné¢ povazované vysledky, ked’ plati, ze P<0,05 a 95%C.I. nepresiahne 1

45



v pripade, Ze O.R.<1, alebo ked’ 95%C.1. presiahne 1 v pripade ze O.R>1. Cim je
interval spol'ahlivosti vysledkov 95%C.I uzsi, tym spolahlivejSie vysledky st. Ak sa
zisti signifikantnd asociécia, je dolezitd hodnota O.R. O.R.=1 indikuje absenciu rozdielu
medzi porovnadvanymi skupinami, ¢ize pritomnost’ danej alely neprispieva k ochoreniu.
Kolkokrat je vysSia hodnota v pripade O.R.>1, tolkokrat je vysSie riziko nosicstva
danej alely pre ochorenie. Ak je O.R.<1, dana alela ma protektivny G¢inok, ¢ize znizuje

riziko ochorenia.

Tabulka 11a. Vysledky testov asocidcie v siibore vSetkych autistov a skupine idiopatickych autistov.

L. Odds- Konfindencny Chi kvadrat test Fisherov
Pacienti verzus
Ratio interval test
zdravé kontroly
O.R. 95%C.I. X2 p(P) P
vSetci autisti (N=385) 0,657 0,377<0.R.<1,146 2.21 0,1371 0,1668
idiopaticki autisti (N=272) 0,725 0,404<0.R.<1,298 1,17 0,277 0,2820

Tabul’ka 11b. Vysledky testov asociacie podla podtypov autizmu v skupine idiopatickych autistov.

Podtyp autizmu Odds- Konfindencny Chi kvadrat test | Fisherov
(idiopaticki autisti) Ratio interval test
verzus zdravé kontroly O.R. 95%C.1. ¥’ p(P) P
DA (N=183) 0,693 0,365<0.R.<1,317 1,26 0,2613 0,3198
AT (N=43) 1,230 0,521<0.R.<2,905 0,22 0,6350 0,6503
AS (N=38) 0,4931 0,142<0.R.<1,706 1,29 0,2554 0,3123
O (N=8) nepouzite'né hodnoty frekvencii pre vypocet

Tabulka 11c. Vysledky testov asociacie podl'a stupfia MR v skupine idiopatickych autistov.

MR (idiopaticki autisti) Odds- Konfindencny Chi kvadrat test Fisherov

Ratio interval test
verzus zdravé kontroly

O.R. 95%C.I. X2 p(P) P
bez MR (N=78) 0,5637 0,232<0.R.<1,365 1,65 0,1989 0,2237
Pahka (N=69) 1,142 0,541<0.R.<2,413 0,12 0,7260 0,7035
stredne t'azka (N=83) 0,607 0,261<0.R.<1,413 1,36 0,2432 0,3169
tazka a hlboka (N=25) 0,7659 0,218<0.R.<2,681 0,17 0,6758 1,000
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Tabulka 11d. Vysledky testov asociacie podla nalezov v subore vSetkych pacientov

Odds- Konfinden¢ny Chi kvadrat test | Fisherov
Komorbidity verzus

Ratio interval test
zdravé kontroly

O.R. 95%C.I. XZ p(P) P
bez nalezov (N=234) 0,677 0,368<0.R.<1,244 1,59 0,2070 0,2604
suspektné nalezy (N=76) 0,845 0,384<0.R.<1,856 0,17 0,6747 0,8445
potvrdené nalezy (N=75) 0,413 0,152<0.R.<1,126 3,15 0,0756 0,0880

4.1.5 Vyhodnotenie asocidacie alely ADA*2 s jednotlivvmi premennymi

Z Tabuliek 11a-11d jasne vyplyva, Ze ani v jednom pripade nie je p(P)<0,05
alebo P<0,05. Vo vSetkych porovnavanych kombinaciach skupin pacientov s kontrolnou
skupinou zdravych jedincov sa zistilo p(P)>0,05 aj P>0,05; Cize asociaciu alely ADA*2

s autizmom alebo niektorym endofenotypom autizmu sme nepotvrdili.

4.1.6 Vyvhodnotenie asocidacie alely ADA*2 v multivariantom teste

V Tabulke 12 st zhrnuté vystupy testu ,,Multivariantna logistickd regresia
s korekciou na vek apohlavie® prevedené¢ho externe pre kontrolu nami prevedenej
analyzy. Rovnako ako v naSich univariantnych testoch, tak ani v multivariantnom teste
sa nepreukazala asociacia alely ADA*2 sautizmom, a to ani po zohladneni veku
a pohlavia. Z multivariantnej analyzy jednoznac¢ne vyplynulo, ze vek ani pohlavie
nepredstavuju ,,confounding factors* pre nasu $tadiu. Pre multivariantn(i analyzu bolo
potrebné najskor porovnat' zastipenie veku aoboch pohlavi medzi jednotlivymi
skupinami. Chi kvadrat test ukéazal, Ze distribucia genotypov a aliel sa medzi muzmi
a zenami neliSila. Pri porovnani veku autistov medzi jednotlivymi podtypmi autizmu sa
ukézal jeden potencidlne zaujimavy zéaver: pacienti s Aspergerovym syndromom su
signifikantne star$i (Co pravdepodobne znamena neskor diagnostikovani) ako pacienti
s detskym autizmom alebo s atypickym autizmom. Pre nasu potrebu je vSak dolezité, ze

ziadna zo skupin sa signifikantne nelisi od zdravych kontrol.

47



Tabulka 12. Vysledky multivariantného testovania asociacie s autizmom.

Testovana zavislost’ N P Test

rozdielnost’ zastupenia pohlavia v jednotlivych podtypoch autizmu 385 0,194 Chi

rozdielnost’ distriblicie genotypov medzi muzmi a Zenami 385 0,104 Chi

rozdielnost’ veku v jednotlivych skupinach 385 vsetky | ANOVA
P>0,05

test, ¢i genotypy spolu s vekom a pohlavim determinuji autizmus 385 vietky LR
P>0,05

test, ¢i genotypy spolu s vekom a pohlavim determinuju idiopaticky 272 vsetky LR

autizmus P>0,05

test, ¢i alely spolu s vekom a pohlavim determinuju autizmus 385 vietky LR
P>0,05

test, ¢i alely spolu s vekom a pohlavim determinuju idiopaticky 272 vsetky LR

autizmus P>0,05

N - pocet analyzovanych pacientov v danom teste, Chi - Chi kvadrat test, ANOVA - Analysis of
Variance, LR - Multivariantna logisticka regresia s korekciou na vek a pohlavie

Prevedenda POWER analyza ukazala, zZe naSa Stidia ma svojim rozsahom
pacientov a kontrol dostatocnu silu odhalit’ potencidlne klinicky signifikantni asociaciu
nami testovaného polymorfizmu s autizmom, v pripade, ze 0O.R.>2.404 alebo
0O.R.<0,244. Nasa Stidia méa pri frekvencii rizikovej alely cca 8% hodnotu

vyznamnosti P=0,05 a power 80%.
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4.2 Molekularno-geneticka analyza pacientky 1

4.2.1 Detailné mapovanie zlomov aberdcie

Vysledky analyzy DNA pacientky 1 metédou array-CGH ndm pomohli blizSie
ur¢it’ oblasti na jej chromozéme 17, kde doslo k zlomom oboch ramienok a ich
naslednému spojeniu za vzniku kruhového chromozému. Array-CGH lokalizovala
zlomy do pruhu 17p13.3, priblizne 1,9 Mb od teloméry 17p, a do 17q25.3, asi 1,0 Mb
od teloméry 17q (Obr. 9). Oblast’ zlomov bola vymedzend medzi oligonukleotidové
sondy umiestnené na 1 891 424 bp a 1 893 509 bp na ramienku 17p a medzi 77 800 844
a 77 803 630 bp na ramienku 17q (sonda na 77 801 584 bp nebola informativna). Tieto
udaje ndm umoznili navrhnut’ sady primerov na premostenie spojenia ramienok 17p
al7q pomocou LR-PCR. Dalsie kvantitativne zmeny v genetickom materiali

chromozému 17 pacientky 1 neboli na vysledkoch array-CGH pozorované.

0 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0 2,4 Mb
Nimblegen aCGH

=

~N
©

~
i
=

log, ratio

17p delécia: 1,9 Mb

76,4 76,8 77,2 77,6 78,0 78,4 Mb

1 17qter

log, ratio

Obrazok 9. Vysledok analyzy array-CGH u pacientky 1. Cervené $ipky znazoriiuju pokles signalu DNA v
deletovanych terminalnych oblastiach kruhového chromozému.
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4.2.2 Sekvencie DNA na zlomoch

Z niekol’kych rdéznych parov primerov pouzitych na klonovanie unikéatneho
spojovacieho useku kruhového chromozému bola uspesnd kombindcia primerov 11894 a
177800, pomocou ktorych sme metodou LR-PCR ziskali 2,8 kb dlhy produkt.
Sekvenovanim tohto fragmentu s primermi 11894 a r77800 andslednym primer
walkingom s primermi r1892a, r77801 a r77801a sme lokalizovali miesto spojenia
oboch ramienok na nukleotidovej Grovni. Zlom na ramienku 17p vznikol v bézach
1 891 604-6 ana 17q v bazach 77 802 210-12, pri€¢om tri bdzy (GGA) nachadzajice sa
v tychto intervaloch tvorili mikrohomoldgiu a nebolo mozné presne uréit, z ktorého
ramienka chromozomu 17 pochadzaja (Obr. 10). Cirkularizaciou chromozému 17 doslo
teda k delécii 1 891 604 bp zramienka 17p a 972 530 bp zo 17q, ¢o dohromady pre
pacientku predstavuje stratu genetického materialu o velkosti 2 864 136 bp z jedného

jej chromozoému 17 (podla stavu genomu z marca 2006 (HG18)).

/\ /& /\ / v \/ VLY /\/\ /

GCACAGCGAATG-CGGTGAACCACG
17q 17p

Obrazok 10. Sekvencia spojenia zlomov medzi ramienkami 17p-17q s vyznacenou mikrohomologiou 3bp
(GGA).

Okrem toho bola sekvenovanim odhalend d’alSia malé prestavba leZiaca len 384
bp od zlomu na 17p. Téato 983 bp dlha delécia nebola viditeI'na metodou array-CGH, ale
jej odhalenie vysvetlilo zlyhanie amplifikacie pri pokuse premostit’ spojenie ramienok a
nesuhlasiacu velkost’ niektorych PCR produktov oproti oCakavaniu. Jeden z primerov
bol totiz navrhnuty prave do oblasti tejto malej delécie, ktora tiez obsahovala v mieste
spojenia jej zlomov mikrohomologiu 3 bp (GCC) (Obr. 11). Navrhli sme primery
rl7dell a r17del2 tesne obopinajuce tito deléciu a pomocou PCR a sekvenovania sme
overili, Ze ani u jedného z rodicov pacientky sa tato delécia nevyskytuje, a musi sa teda

jednat’ o de novo jav.
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\ / ",' TR T
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\ / 3
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il / X -

AAAAACATGG A GCG AA GGCCTCGGAGCG CCAAGGCG TT CCC
17p distal
17p prox

/

LR

Obrazok 11. Reverzna sekvencia spojenia zlomov kratkej delécie na ramienku 17p s vyznacenou
mikrohomolégiou 3bp (GCC).

Aby sme vylucili pritomnost’ d’alSich prestavieb v okoli zlomov, zmapovali sme
priblizne 5 kb intervaly od obidvoch zlomov pomocou PCR/RFLP. Metodou LR-PCR
s pouzitim primerov r77797+r1892a a r77801a+r1895 sme amplifikovali dva PCR
produkty o dizke 5,6 a 3,5 kb obsahujuce spojenie zlomov a smerujuce od spojenia
na opacné strany. Jeden produkt (r77801a+r1895) okrem spojenia 17p-17q obsahoval aj
premostenie kratkej asociovanej delécie, ¢o sme overili nested-PCR pomocou primerov
r17dell arl7del2. Tieto PCR produkty sme Stiepili niekol’kymi restrikénymi enzymami.
Vsetky vzniknuté fragmenty mali velkost zhodni s velkostami fragmentov

predpovedanych in silico, €ize k d’al$im prestavbam v okoli zlomov nedoslo (Obr. 12).

10—
6_
4 - 3523 bp
2% 2033 bp
1512 bp
18
05~
kb
S 135bp Obrazok 12. Vysledok Stiepenia PCR produktu amplifikovaného
primermi r77801a+r1895. Draha ¢.1 marker, ¢.2 produkt Stiepeny
i . 23 endonukleazou Taql na fragmenty 2033 a 1512 bp, ¢€.3 neStiepeny
produkt o velkosti 3523 bp, ¢.4 produkt nested-PCR dlhy 135 bp.
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4.2.3 Sirsi sekvenény kontext zZlomoy

Okolie zlomov sme vySetrili bioinformatickymi metédami na pritomnost
pripadnych homologickych usekov. Zamerali sme sa na sekvencie samotnych zlomov
oboch aberacii ana ich okolie az do vzdialenosti 5 kb smerom k centromére aj
k telomére. Ziadne oblasti s vyznamnou homoldgiou medzi nimi neboli najdené. Zlomy
neobsahovali ani nizkofrekvencné (low-copy) repeticie, ani zname disperzné repetetivne
sekvencie, ktoré by mohli byt substratom nealelickej homologickej rekombindcie.
V analyzovanom S§irSom okoli zlomov, hlavne na ramienku 17q, boli disperzné repeticie
dost’ zriedkavé. V blizkosti spoja bol ndpadny iba jeden GC-bohaty tsek (Obr. 13).
V oblasti sme nenasli ziadne telomerické repeticie. V okoli zlomov sme identifikovali
niekol’ko potencidlnych miest rozpoznavanych topoizomerazou II (konsenzus
RNYNNCNNGYNGKTNYNY), ktord by sa tiez mohla podielat’ na vzniku zlomov
(Abeysinghe 2003). S prestavbami sa spajaju este aj iné kratke neSpecifické alebo
Ciasto¢ne degenerované motivy, ktoré je mozné najst’ na mnohych miestach v gendme
(Abeysinghe 2003). Ich pritomnost’ v blizkosti oboch spojeni nebola analyzovana, lebo

ich uloha pri vzniku aberacie by ostala pravdepodobne aj tak nejasna.

17p AGGGACATTTCCTGGCAGCAGCCCTACCCGATGGACTTCTACGCTGGCA-
ring TAGCACCTCACCAGGCCCCAACCCCACTCATCTCGTGGGCACCACGACCA
17q TAGCACCTCACCAGGCCCCAACCCCACTCATCTCGTGGGCACCACGACCA
* kk % *kx kk % Kk kkk k% %k * * * %
17p -GCTCCTTGGGGCCCTGGACGGTGAACCAC--GGCCAGGACCGCCGTCCC
ring TGTGGCACAGCGAATGGGACGGTGAACCAC--GGCCAGGACCGCCGTCCC
17q TGTGGCACAGCGAATGGGAATGCGCACCCCCAGCCCCCACCCTCTGCCCC

* * * K * k% * Kk KKk %k * kK ** Kk * k%%
l7p CA----- CGCCCCGGGCC—---GGCCCGCGCGGGGGAAGGTAGGCG-GGGG
ring CA----- CGCCCCGGGCC—---GGCCCGCGCGGGGGAAGGTAGGCG-GGGG
17g CAGGGCATGCTCTGGGCCCTAGCTCCGCTTGGTGACAGGGAGGGAAGGGG

* % * Kk ok Kk kk k% * * % Kk % *x k% K * k Kk ok k% * Kk k%

Obrazok 13. Alignment sekvencii v okoli spojenia 17p-17q pouzitim programu Clustal W. Sekvencia
aberantného chromozému 17 (v strede) je znazornena spolu so sekvenciou normalneho chromozému 17
(hore adole). Nukleotidy vyskytujice sa v spojeni zlomov s vyznafené zelenym ramcom, Ciarky
znazoriuju medzery pre maximalizaciu alignmentu, zhoda je znazornena hviezdickou.
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4.2.4 Gény na zZlomoch a v deléciach

Na oboch ramienkach chromozému 17 vznikol zlom v géne. Na 17p sa prerusil
ex6on 11 génu DPHI, na 17q intron 3 génu CSNKID (Obr. 14). Pri zacykleni
chromozému 17 sa odstranili 5’-konce oboch tychto génov, vratane ich prométorovych
oblasti, takze pravdepodobnost” vytvorenia akéhokol'vek fuzneho alebo prestavan¢ho
transkriptu je nizka. Okrem toho odstranila asociovand 1 kb delécia zna¢nu cast’
terminalneho exénu génu DPHI a zaroven aj prvy exon génu OVCA2, ktory sa prekryva
s génom DPHI (Obr. 14). Anomadlia teda priamo =zasiahla az 3 gény, ktoré
pravdepodobne inaktivovala a ich transkripciou zkruhového chromozému 17
pravdepodobne nemohla vzniknut ziadna funkéna mRNA. Aberacia spoOsobila eSte
deléciu d’alSich 41 zndmych génov kodujtcich proteiny: 27 génov z 17p a 14 génov

z 17q.

deletované z 17qter:
14 génov

deletované z 17pter:
27 génov

Qe deletované z 17pter 17p ——— | 7cen »

(= - =S 5 B8 — mmmmmDPHI  tUMOr SUPresorovy gén
IS OVCA2  gén pre rakovinu prsnika

<=17cen 17q ------------------------- deletované z 17qter = >

- familial advanced
— L —Bm- CSNK1D 5|eep phase sy.

Obrazok 14. Schematicky nékres spojenia zlomov na r(17) a detailny pohl'ad na oblast’ 10 kb v okoli
zlomov. DNA pritomna na aberantnom chromozéme je znazornena plnou Ciarou, deletované segmenty
bodkovanou ¢iarou. Vertikalna bodkovand &iara vyznaGuje spojenie medzi 17p a 17q, zeleny obdiznik
zvyraziuje de novo 1kb deléciu. Zasiahnuté gény st naznacené ¢iernymi obdiznikmi (exény) spojenymi
tenkou ¢iernou ¢iarou (intrény), Sipky ukazuju ich orientaciu.
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Tabulka 13. Zoznam niektorych génov mapovanych do delécii na ramienkach 17p a 17q (rozdelené
dvojitou ¢iarou) u pacientky 1, ktoré su vyznamné z hl'adiska s nimi asociovanych ochoreni alebo vyssej
expresie v mozgu (M). Cervenou su vyznacené gény priamo narusené prestavbou.

Gén Gén pre: Asociované ochorenie Mozog
FAM57A4 | family with sequence similarity 57, member A M
ABR active breakpoint cluster region-related xﬁéizgéeﬁ&rl)lfgsfzizﬁly M
YWHAE | tyrosine 3/tryptophan 5 -monooxygenase MDLS M
CRK v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog MDLS, cancer
MYOIC myosin IC MDLS
SKIP skeletal muscle and kidney enriched inositol MDLS
SCARF1 scavenger receptor class F, member 1 isoform 1 MDLS
RILP Rab interacting lysosomal protein MDLS
PRPF§8 U5 snRNP-specific protein MDLS
SERPINFI | serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade MDLS
SMYD4 SET a MYND domain containing protein 4 M
RTN4RLI |reticulon 4 receptor-like 1 M

diptheria toxin resistance protein required for

DPHI dilp)hthamide biosynthesis—riike e M
OVCA2 ;)J;;lrilgsc()alrngzrrl;:a)ssoc1ated gene 2 (tumor cancer M

L . familial advanced sleep-phase
CSNKID | casein kinase 1, delta isoform 1 M

syndrome

SECTM1 | secreted and transmembrane 1 precusor cancer
FOXK2 forkhead box K2 isoform 2 M
RAB40B | member RAS oncogene family cancer M
FN3KRP | fructosamine-3-kinase-related protein M
TBCD beta-tubulin cofactor D M
METRNL | meteorin M
INF750 zinc finger protein 750 seborrhea-like dermatitis with

psoriasiform elements
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4.2.5 Rodic¢ovsky povod aberdcie a potencidalne imprintované gény

Z analyzovanych mikrosatelitovych markerov zoblasti 17p deletovanej
z kruhového chromozému 17 boli informativne iba tri: D17S695, D17S831 a D17S663
(Tabul'ka 14). U pacientky bola identifikovana vzdy len jedna alela (z jej normalneho
chromozému 17), ktora sa uvSetkych tychto troch markerov zhodovala s alelou
pritomnou len u jej matky. Z toho vyplyva, Ze pacientka m4 iba jednu, a to maternalnu
koépiu termindlnych oblasti 17p a 17q. Zacyklenie a delécia genetického materidlu

v tychto oblastiach postihli teda paternalny chromozém 17.

Tabulka 14 Prehlad poctu najdenych repetic jednotlivych mikrosatelitovych markerov v deletovanej
oblasti chromozému 17 u pacientky 1 a oboch jej rodi¢ov.

Mikrosatelit Pocet opakovani motivu
u matky u otca u dcéry
D17S2197 7/7 7/7 7
D17S1308 11/11 11/11 11
D17S663 12/13+7/7 8/11+5/6 12+7
D17S695 11/12 5/6 11
D17S1533 10/10 9/10 10
D17S831 15/18 21/24 15

Publikovany pacient s aberantnym fenotypom a maternalnou heteroizodizémiou
17925 (ale podstatne vacsou ako 1 Mb) (Rio 2001) nas naviedol na hladanie
potencidlne imprintovanych génov deletovanych u nasej pacientky. Fenotyp chlapca
vo veku 3 rokov sa prekryval s fenotypom nasej pacientky, hlavne pritomnostou
mentéalnej retarddcie, hyperaktivity, behaviordlnych problémov, absencie reci
a dysmorfickymi ¢rtami (vysoké celo, maly a Siroky nos s nosnymi dierkami
smerujucimi dopredu, Siroky koreii nosu, Siroké usta s kutikmi smerom dole). Pri
hl'adani v databazach Tludskych a mySich imprintovanych alebo potencialne
imprintovanych génov sme ale nenaSli ani jeden z génov deletovanych u nasej

pacientky.
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4.3 Molekularno-geneticka analyza pacientky 2

4.3.1 Detailné mapovanie zlomov aberdcie

Vysledky prvej array-CGH v pripade tejto pacientky ndm sice umoznili bliz§ie
lokalizovat' delecné zlomy do chromozomalnych pruhov Xp22.31 a Xp22.11, cize
priblizne 6,6 a 24,0 Mb od teloméry Xp, ale neistota v presnom urceni miest zlomov
ostdvala vysokd. Najmid lokalizdcia proximalneho zlomu delécie bola vel'mi
problematicka, ked’ze pokles signalu v delécii nebol jasne odliSiteI'ny od normalnych
signalov sond na proximalnom okraji delécie. Ten bol odhadnuty v Sirokom rozmedzi
sond v okoli 24 030 000 alebo 24 065 000 (Obr. 15), ale ani jedna séria navrhnutych

primerov nefungovala a neamplifikoval sa Ziadny PCR produkt premost’ujtci deléciu.

23,97 23,99 24,01 24,03 2405 2407 2409 2411 2413  24,15Mb

l Nimblegen a-CGH

dell Xp

S

Obrazok 15. Vysledok analyzy prvej array-CGH DNA pacientky 2 pri vy$§om rozlideni. Cervena $ipka
znazoriuje oblast’ prvotne uréenu ako pravdepodobny koniec delécie, zelena ukazuje skutocné miesto
zlomu.

Pri opakovanej analyze rovnakym typom cipu bola fluktuécia signadlov menSia a
ukazalo sa, ze distalny koniec delécie o velkosti okolo 17,4 Mb lezal medzi sondami
6 654 143 a 6 654 388 a proximalny medzi 24 069 311 a 24 069 812 (Obr. 16). Tieto
data uzZ umoznili lokalizaciu zlomov na nukleotidovej Grovni pomocou LR-PCR. Okrem
tejto delécie sa v array-CGH profile chromozémov X pacientky nevyskytla ziadna ina

chromozomalna odchylka.
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0 4 8 12 16 20 24 28 32 Mb

Nim'blegen aCGH

Xp cen

"Xp delécia: 17,4 Mb

Xp delécia AR FMR1

Obrazok 16. Analyza array-CGH u pacientky 2 pri nizSom rozligeni. Sipka oznatuje pokles signalu
u pacientky oproti kontrole a naznacuje polohu deletovanej oblasti na chromozdéme Xp a miesta zlomov.

4.3.2 Sekvencie DNA na zlomoch

Po prvotnych netspesnych pokusoch sme navrhli niekol’ko d’al§ich primerov
v blizkom okoli v druhom experimente lepSie lokalizovanych zlomov. Pomocou
kombinacie primerov X6652+X24073, X6654+X24071 a X6653+X24069 sme metédou
LR-PCR a nested-PCR amplifikovali r6zne dlhé PCR produkty obsahujuce spojenie
oboch zlomov. Na sekvenacnt analyzu sme pouzili fragment dlhy 1,6 kb ziskany
pomocou primerov X6653 a X24069. Sekvenovanim tohto produktu sme identifikovali
presnu lokalizaciu delécie na X chromozome, medzi bazami 6 654 160 a 24 069 365
(HG18). V mieste spojenia zlomov boli vsunuté tri nukleotidy (TTC), ktoré nie su

pritomné ani na jednom dele¢nom zlome (Obr. 17).

«C \ M\ ‘M“\ N 4 AU A r \\ [ / A N f"“ “\ ‘CJ‘ ‘e“‘“‘\ e‘“\\,

[ (WA /A [ /) [ / \‘x / \ / \“ AWAY Vo l‘ \& f \\ AWE \ J' \ | "/ \
J‘J‘;\\ _/‘L . ,.‘/ \\ _/:‘\ \ “‘J (\ ;"‘ \‘\ ‘\‘ ‘ \ / /J \‘\ "{,,\x /"L \‘\“ N ‘/‘/ \ /“‘_7_\\ /’ \\ . f‘/ 7_\\ ,"’ \‘u“,_, /i, ““\,“"/_ | Lﬁ \ /“L \‘\\
TCACCTTTTAAGTTCACCTGCTACTTTC
Xp dist XP ProX s

Obrazok 17. Sekvencia spojenia zlomov delécie Xp s vyznacenymi 3 nukleotidmi (TTC), ktoré nepatria
ani proximalnej, ani distalnej oblasti zlomu.
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4.3.3 Sirsi sekvenény kontext zlomov

Obidva zlomy vznikli v oblastiach bohatych na ro6zne repeticie a nezasahuju
do ziadneho génu (Obr. 18). Distalny zlom je v repeticii LIMAS patriacej do rodiny L1
(trieda LINE). Z low-copy repeticii sa nachadza najblizSie AT-bohaty usek priblizne
700 bp od zlomu. Proximalny zlom je lokalizovany do repeticie LOR1b-int patriacej
dorodiny ERV1 (trieda LTR), alev okoli sa nachddza mnoho d&alSich repeticii,
prevazne Alu (trieda SINE). Okolie zlomov sme bioinformaticky analyzovali
na pritomnost’ pripadnych homologickych usekov, ale napriek velkému mnoZstvu
repeticii v blizkosti zlomov nevykazuju tieto repeticie ziadnu homolégiu (Obr. 19).

Repeticie sa teda asi ani v tomto pripade nepodiel’ali na nealelickej rekombinacii.

NLGN4X :HDHD1A KAL1 MID1 AMELX OFD1 AP1S2 CDKL5 PHKA2 RPS6KA3  EIF2S3 : ZFX
VCX2/3A: STS GPR143 HCCS SEDL  FANCB NHS RS1 PDHAl1 SMS PHEX i

; AT-rich THE
0 G

A-rich L1 P AT-rich ERV1

! ERV1

i Alu Alu  ERV1 Alu ERV1 Alu Alu L1
<= Xpter—-— ———————————— delécia —————————————— Xcen >

Obrazok 18. Schematické znazornenie okolia zlomov na Xp u pacientky 2. Srafované obdizniky ozna¢uju
repeticie. PreruSovana ¢iara oznacuje deléciu Xp22.11-p22.31, plna ¢iara nedeletovanu oblast’. Z viac nez
90 deletovanych génov st zvyraznené iba gény podielajuce sa na dediénych poruchach (Cierne
obdizniky) a gény lemujtice deléciu (biele obdizniky).

prox ACACGGCCATGCCCATTTTAA--TT-CCTAAGTGTTGTTATAATGT-GTCACCTTCAGCA
pac. TATTTTGTTTTTAGCAGTTTAGGTTATTTATAAATCATTTCCTTGTTATCTATTTTACAA
dist TATTTTGTTTTTAGCAGTTTAGGTTATTTATAAATCATTTCCTTGTTATCTATTTTACAA
* * %k * % * % * * % * % % * % * % *
prox TGATCAAGAAGAAGGGCCACTGATGTTCAA-—--ACCTGCTACTTCTCTAAAGTAGGAGAA
pac. ACTGTGAATATCAGGTGTTCACCTTTTAAGTTJACCTGCTACTTCTCTAAAGTAGGAGAA
dist ACTGTGAATATCAGGTGTTCACCTTTTAAG---ACCTTAAAGGTAACTA---CATGGGCA
* * k% * * kK K * kx k% * * * % % * X k%

prox GTAAGGCAATGAGAGATAAACCATCCTCTGAAAGGTGAGAGATTTGAGAAGGGAGGAAA
pac. GTAAGGCAATGAGAGATAAACCATCCTCTGAAAGGTGAGAGATTTGAGAAGGGAGGAAA
dist TTTTCACCACTAACTCAGAATATTCTGCTG--—-- TTTTTTTTTTCATTAAACCAATAA

* * % * * k% * % * Kk % * * kK Kk * * %

Obrazok 19. Alignment sekvencii v okoli spojenia zlomov na Xp pouzitim Clustal W. Sekvencia
aberantného chromozomu X (v strede) je znazornend so sekvenciou normalneho chromozému X (hore
a dole). Nukleotidy vyskytujlice sa v spojeni zlomov st v ¢ervenom ramiku, ¢iarky zndzoriiuji medzery
pre maximalizaciu alignmentu, zhoda je znazornena hviezdic¢kou.
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4.3.4 Gény v delécii

Zlomy priamo nezasahuju do Ziadneho génu (Obr. 18). NajbliZSie nedeletované

gény su ZFX na proximalnej a VCX34 na distalnej strane delécie. V deletovanej oblasti

je az 90 génov kodujucich proteiny, medzi ktorymi je niekol’ko génov sposobujucich

zname ochorenia, minimalne 20 génov, ktoré nepodliehaju inaktivacii chromozému X a

gény exprimované v mozgu potencidlne dolezité pre vznik autizmu (Tabulka 15).

Tabulka 15. Niektoré gény mapované do delécie Xp u pacientky 2, ktoré su vyznamné z hl'adiska s nimi
asociovanych ochoreni, X-inaktivacie alebo expresie.

Gén Gén pre: X Asociované ochorenie
STS steryl-sulfatase E] X-linked ichthyosis, ADHD
PNPLA4 patatin-like phospholipase domain containing 4 | E
KALI Kallmann syndrome ? | Kallmann syndrome
TBLIX transducin beta-like 1X isoform E
GPR143 G protein-coupled receptor 143 E| Ocular albinism type 1
MIDI1 midline 1 I | Opitz-GBB syndrome
HCCS holocytochrome c synthase I | syndromic microphtalmia
AMELX amelogenin X chromosome ? | amelogenesis imperfecta
TMSB4X | thymosin, beta 4 E
RAB94 member RAS oncogene family E| cancer
TRAPPC2 | trafficking protein particle complex 2-like E| spondyloepithelial dysplasia tarda
OFDI orofacialdigital syndrome 1 E|] orofacialdigital syndrome 1
GPM6B glycoprotein M6B E| expresia v mozgu
FANCB Fanconi anemia I | X-linked Fanconi anemia
PIGA phosphatidylinositol I | paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
PIR pirin E
TMEM?27 | transmembrane protein 27 E
CAS5BL carbonic anhydrase VB-like E
CAS5B carbonic anhydrase VB E
INE2 inactivation escape 2 (non-protein coding) E] non-coding RNA
AP1S2 adaptor-related protein complex 1 sigma 2 E] X-linked MR
GRPR gastrin releasing peptide receptor E| ASD sussceptibility
S100G vitamin D-dependent calcium binding 3 E
CTPS?2 CTP synthetase E
SYAPI synapse associated protein 1 E| expresia v mozgu
CXORF15 | gamma-taxilin E
RBBP7 retinoblastoma binding protein 7 E
NHS Nance Horan syndrome I | Nance Horan syndrome, MR, ASD
CDKLS5 cyclin-dependent kinase-like 5 I | inf. epileptic encephalopathy-2, ASD
XLRS1 juvenile retinoschisis I ] juvenile retinoschisis, X-linked
PHKA2 phosphorylase kinase, alpha 2 I | Glycogen storage disease [Xa
PDHAI pyruvate dehydrogenase E1 alpha 1 I | pyruvate decarboxylase deficiency
RPS6KA3 | ribosomal protein S6 kinase I | Coffin-Lowry syndrome
SMS Spermine synthase I | Snyder-Robinson syndrome, MR
PHEX phosphate-regulating neutral endopeptidase I | X-linked hypophosphatemia
SATI spermidine/spermine N1-acetyltransferase 1 ? | Keratosis follicularis spinulosa

modré-recesivne ochorenia, Cervené-dominantné ochorenia, zelena-ochorenie sposobené somatickymi
mutéciami, X - X-inaktivacia, E - gén nepodlicha inaktivacii, I - gén podlicha inaktivacii, ? - nejasny stav
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4.3.5 Rodicovsky povod delécie

Z viacerych analyzovanych markerov lokalizovanych v deletovanej oblasti
chromozému X boli tri informativne: DXS9895, DXS9902 abezmennd repeticia
(TAGA), (Tabulka 16). U tychto markerov bola jedina alela pritomna na normalnom
chromozéme X pacientky zhodna vzdy s jednou alelou len u jediného rodica, v tomto
pripade matky. Z tychto zisteni vyplynulo, Ze pacientka nesie kdpiu oblasti Xp22.11-
p22.31 iba od matky a delécia vznikla na otcovskom chromozéme X. Ked'Ze expanzia
v géne FMRI pochadzala od matky, u pacientky boli oba defekty na chromozémoch X

(expanzia FMRI a velka delécia Xp) v pozicii trans.

Tabulka 16 Prehl'ad poctu najdenych repetic jednotlivych mikrosatelitovych markerov v deletovanej
oblasti Xp u pacientky 2 a oboch jej rodicov.

Pocet opakovani motivu
Mikrosatelit
u matky u otca u dcéry
VNTRX 7387 (DXS9895) 10/11 9/9 10
VNTRX 14063 14/24 25/26 24
VNTRX 15233 (DXS9902) 14/15 13/13 15
VNTRX 20818 11/12 11/11 11
VNTRX 21686 10/10 10/10 10
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4.3.6 Stuperi inaktivacie chromozomov X

Na zéklade prekvapujuceho zistenia metylacie oboch aliel génu FMRI sme sa
rozhodli u pacientky preSetrit’ inaktivaciu jej chromozémov X eSte aj analyzou
metylacie v géne AR. Nas predpoklad sa potvrdil, pacientka mala jeden chromozém X
prednostne inaktivovany na tkor druhého. Ako muzské kontroly pre urcenie povodu
jednotlivych X chromozémov boli pouzité¢ vzorky DNA otca a materndlneho starého
otca. Analyza leukocytov ukézala, Ze z 94% inaktivovany chromozém X pochadzal
od otca, ¢ize to bol ten, ktory niesol deléciu a normalnu alelu FMR 1. Druhy chromozom
X, pochadzajici od matky a nestici mutovanu alelu FMRI, bol inaktivovany len z 6%

(Obr. 20). Tento pomer bol v stilade s metylaénym vzorom lokusu FMR].

Stiepena DNA 94% 6%
pacientky

J nevyvazena
X-inaktivacia

nestiepena DNA
pacientky

Stiepena DNA
otca

paterndlna alela AR maternalna alela AR
na chrX s deléciou (inaktivovany) na chrX s FMR1 expanziou (aktivny)

Obrazok 20. Analyza miery metylacie v lokuse AR pacientky, ktory koresponduje s celkovou X-
inaktivaciou. Porovnanie amplifikacie Hpall-Stiepenej a neStiepenej gDNA pacientky jasne ukazuje
vysokt mieru vychylenia X-inaktivacie: alela vykazujuca skoro tplni metylaciu pochédza od otca, kym
maternalna alela AR (z X chromozému nesticeho FMRI expanziu, ale nie deléciu) je takmer Uplne
nemetylovana (zelena Sipka).
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5. DISKUSIA

5.1 Asocia¢na Stidia s variantami v géne 4D A

Gén pre adenozin-deaminazu (4DA) o velkosti 32 kb a obsahujuci 12 exonov je
lokalizovany na 20q13.11 (Wiginton 1986). V géne bolo popisanych viac ako 29
mutacii a polymorfizmov (OMIM #102700). VacSina mutacii tvori nefunkéné alely,
ktoré su zodpovedné za tazkii kombinovanu imunodeficienciu (severe combined
imunodeficiency disease, SCID). Niektoré varianty génu ADA sa vyskytuji aj
u zdravych jedincov. Dve najCastejSie su ADA*] a ADA*2. Alela ADA*2 sa vyskytuje
s nizSou frekvenciou - asi 3-11% v kaukazskej populécii (Weissmann 1982). V tejto
alele dochadza k tranzicii v exéne 1, kde sa v 8. kodone zamietia G za A (G22A), ¢o

sposobuje substiticiu kyseliny asparadgovej za asparagin (Asp8Asn) (Hirschhorn 1994).

Enzym ADA katalyzuje deaminaciu adenozinu a deoxyadenozinu. Je cinny
v niekol’kych bunkovych procesoch: v metabolizme purinov, regulécii aktivity peptidaz,
v imunitnej odpovedi a v reguldcii nervového prenosu. Receptory ADA sa zucastiiuju
bunkovej adhézie pri vyvine CNS. Enzym existuje v intraceluldrnej aj v extracelularne;j
forme na membrane viacerych typov buniek vratane lymfocytov a neurénov (Franco
1997). Navyse, adenozin je regulator dopaminergnych a serotoninergnych drah v CNS,
o ktorych ulohe v autizme sa Spekuluje. Stubbs (1982) skimal aktivitu enzymov
metabolizmu purinov a zistil, Ze aktivita ADA bola redukovana v sére autistickych deti
v porovnani so zdravymi kontrolami. Novsia sStidia to ale nepotvrdila (Zoroglu 2004).
Heterozygotni jedinci pre ADA*1 a ADA*2 vykazuja v erytrocytoch a lymfocytoch o 15
az 20% menSiu katalyticku aktivitu ako homozygoti pre ADA*I (Battistuzzi 1981).

Stadie populacii z Apeninského polostrova ukézali, Ze alela ADA*2 je Eastejsia
u autistov oproti zdravym kontroldm (Persico 2000; Bottini 2001). Stidia Hettingera
(2008) v severoamerickej populacii to naopak vyvratila. Ina studia v talianskej populacii
(Saccucci 2006) sa zamerala na asociaciu alely 4DA*2 s 'ahkou mentéalnou retardaciou
nezndmej etioldgie a zistila potencialnu tlohu alely 4DA*2 v patogenéze tejto poruchy.
V Tabulke 17 st frekvencie aliel a genotypov v roznych talianskych populaciach,

v severoamerickej a v ¢eskej populécii (stibor pacientov s idiopatickym autizmom).
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Tabulka 17. Zastipenie jednotlivych genotypov aaliel v stboroch pacientov a zdravych kontrol
v jednotlivych populaciach.

Frekvencia genotypov (%) Frekvencia aliel (%)
1/1 12 2/2 1 2
tisti (N=91
Neapol | 2ttisti (V=91) 82,4 17,6 0 91,2 8,8
PCI‘SI.CO kontroly (N=152) 921 7.9 0 96.0 4.0
Rima | autisti (N=118) 66,1 31,4 2.5 81,8 18,2
Sicilia
Bottini | Kontroly (N=118) 1 gg 9 11,8 0 94,4 5,6
Severna autisti (N=126) 90,4 9,6 0 95,2 4,8
Amerika
Hettinger | Xontroly (N=167) 86,2 13,2 0,6 92,8 7.2
CR | autisti (N=272) 88,9 10,7 0,4 94,3 5,7
o yontroly (N=130) 85,4 13,8 0,8 92,3 7,7
praca

Nasa §tadia bola prevedena so zamerom reprodukovat’ stadie, v ktorych sa zistil
Castejsi vyskyt alely ADA*2 u pacientov s autizmom a potvrdit’ alebo vyvratit zavery
tychto Stadii v naSom subore pacientov. NavySe teraz uzZ moézeme porovnat vysledky

s recentnou Stidiou prevedenou aj v inej ako talianskej populécii.

V kontrolnej skupine sme nasli variantu ADA*2 v 7,7% pripadov, ¢o zodpoveda
oCakavanym frekvencidm v kaukazskej populécii. Rovnako to plati aj pre kontroly
v ostatnych pracach. Rozdiely ndjdeme pri porovnavani jednotlivych populécii autistov,
ktoré ale nemusia byt homogénne. Kym Persico analyzoval skupinu autistov z okolia
Neapolu, ktori boli zo simplexnych rodin, Bottini skiimal autistov tiez prevazne
zo simplexnych rodin, ale z dvoch populécii: prva izolovanu na ostrove Sicilia mézeme
povazovat za velmi homogénnu, druhd z Rima bude vplyvom vécsej fluktudcie
pravdepodobne heterogénnejSia (kontroly pochadzali taktiez zoboch regionov).
Hettinger (2008) vySetroval 46 multiplexnych rodin z Kanady a 80 z USA. N&S stbor
pochadza zcelej Ceskej republiky a s vynimkou niekolkych pripadov sa jedna
o simplexné rodiny. Pre porovnanie s ostatnymi pracami je adekvatny len subor

pacientov s idiopatickym autizmom.
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Frekvencie rizikovej alely ADA*2 sa medzi publikovanymi skupinami autistov
a naSim suborom pacientov liSia. V talianskych Stidiach su tieto frekvencie vyznamne
zvySené: Persico zistil viac ako dvojndsobnu frekvenciu tejto alely u autistov oproti
kontrolam, Bottini nasiel az 3-nasobnu, pri¢om skupina autistov z Rima sa len vel'mi
malo lisila od tej zo Sicilie. V obidvoch pripadoch to znamena Statisticky signifikantny
rozdiel, kde hodnota vyznamnosti P=0,023 (Persico, Fisherov exaktny test) a
P<0,00001; O.R.=4,1 a 95%C.1.=(1,998-8,526) (Bottini, y* test). Keby sa viak v prvej
praci pouzila spravnejSia dvojstrannd hodnota P namiesto pouzitej jednostrannej
hodnoty, vyslo by P=0,043. Nami pozorované vysledky sa naproti tomu podobaju
vysledkom ziskanym v severoamerickej populdcii. Pouzitim y* testu sme dostali
hodnoty y*=1,17 a p(P)=0,277 apri pouziti Fisherovho testu je hodnota hladiny
vyznamnosti P=0,2820. Hettinger nadobudol pouzitim 7y testu hodnoty %’=1,40 a
P=0,236. Z tychto vysledkov mézeme teda podobne ako Hettinger vyvodit’ zaver, Ze
v populdcii ¢eskych pacientov s autizmom nepredstavuje alela ADA*2 rizikovu alelu pre

rozvoj autizmu.

Tento rozpor sa da vysvetlit viacerymi dovodmi. Po prvé, frekvencia alely
ADA*2 sa lisi v roznych etnikach a v réznych populéciach. Existuje vidite'ny rozdiel aj
medzi eurdpskymi kaukazskymi populaciami, kde u stredomorskych narodov je vyssia
ako u severskych (Weissmann 1982). Po druhé, obe alely 4DA sa pravdepodobne mbzu
prenasat’ rozdielne v zavislosti od rodica. Zistilo sa, Ze alela ADA*I sa signifikantne
CastejSie prendsa od otca, kym alela ADA*2 od matky (Persico 2000; Hettinger 2008),
¢o moéze mat vyznam vzhladom na mozny imprinting. U mysi bola identifikovana
imprintovana oblast’ na chromozoéme 2, ktora zodpoveda I'udskej oblasti chromozému
20q nesucej gén ADA (Peters 2004). V tejto oblasti st identifikované dva paternéalne
imprintované gény: NNAT na 20ql11.2 (Evans 2001) a GNAS na 20q13.3 (Hayward
1998). Hoci ani jeden z nich nelezi v tesnej blizkosti génu ADA, ich vplyv na tuto oblast’
nemozno vylucit. Na zaver a predovsSetkym, nemozno zabudnit' na skutocnost, Ze
autizmus je multifaktorialne ochorenie, na ktorom sa pravdepodobne podiela mnoho
roznorodych genetickych a negenetickych faktorov, preto i len mierna redukcia aktivity
enzymu ADA mdZze v interakcii s inymi ¢initelmi hrat’ u autistickych pacientov rolu.
Z tohto dovodu sme vySetrovali cely na§ subor pacientov aj s inymi pridruzenymi

nalezmi, kde sa vSak rovnako nepotvrdila asociacia s alelou ADA*2 (P=0,1668).

64



Saccucci sa v talianskej populacii zamerala na asociaciu alely 4DA*2 s 'ahkou
mentéalnou retardaciou v porovnani so skupinou kontrol a skupinou pacientov so stredne
tazkou a tazkou MR znamej etioldgie (Saccucci 2006). Preto sme presetrili aj tito
moznu spojitost’ u nasich pacientov s idiopatickym autizmom. K mentélnej retardacii
mozeme pristupovat’ ako k jednému z endofenotypov autizmu. V stibore pacientov
s idiopatickym autizmom sme analyzovali oddelene vSetky typy mentalnej retardacie,
ale v porovnani s kontrolami sme ani v jednej skupine pacientov nezistili signifikantni
odchylku (vSetky P>0,05). Vytvorili sme aj spojent skupinu autistov so stredne tazkou
as tazkou MR. Frekvencie aliel si zhrnuté¢ v Tabulke 18 spolu s vysledkami
z talianskej Studie, kde bol ndjdeny rozdiel medzi skupinou s l'ahkou MR a tazSou MR
(P<0,05), s lahkou MR a zdravymi kontrolami (P<0,01), ale nie medzi tazSou MR
a zdravymi kontrolami. Kombindciou nami nameranych tdajov v skupinach s 'ahkou
MR a zdravymi kontrolami (P=0,703), s 'ahkou MR a tazSou MR (P=0,269), a medzi
tazSou MR azdravymi kontrolami (P=0,351) sme nezistili ziadnu signifikantna
odchylku, ktord by nasvedCovala tomu, Ze pri rozvoji alebo zdvaznosti mentdlnej

retardécie, ako jedného z endofenotypov autizmu, by u autistov hrala rolu alela 4ADA4*2.

Tabulka 18. Zastipenie jednotlivych genotypov a aliel v stibore talianskych a naSich autistickych
pacientov s roznymi stupilami mentalnej retardacie a v skupine zdravych kontrol.

Frekvencia genotypov (%) Frekvencia aliel (%)
1/1 1/2 2/2 1 2
LMR (N=80) 78,75 21,75 0 89,4 10,6
Taliansko
TMR (N=80) 91,4 8,6 0 95,7 43
Saccucci
kontroly (N=153) 88,9 11,1 0 94.4 5,6
LMR (N=69) 84,1 14,5 1,4 91,3 8,7
CR TMR (N=105) 89,5 10,5 0 94,8 5,2
tato praca
kontroly (N=130) 85,4 13,8 0,8 92,3 7,7

LMR — pacienti s 'ahkou MR, TMR — pacienti so strednou a stredne tazkou MR
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Okrem kategorie splnenia diagnostickych kritérii autizmu a endofenotypu stupna
mentélnej retardicie sme analyzovali aj asocidciu s jednotlivymi podtypmi autizmu a
s pritomnostou komorbidit, ale v ani jednej analyzovanej podskupine pacientov sa
ziadna asociacia s alelami ADA*] a ADA*2 nepotvrdila. Ziadna z testovanych
premennych a z pouzitych Statistickych metdd, ani po zohladneni potencialnych
,confounding faktorov* ako je pohlavie a vek, nepreukédzala ziadnu asocidciu
s autizmom, a to ani v univariantnej analyze, ani v multivariantnej analyze. Z analyzy
naopak v naznaku mozno vyplyva, Ze alela ADA*2 by mohla byt protektivnou. Okrem
naSej Studie sa tento trend objavuje esSte aj v americkej stadii (Hettinger 2008), ale ani

tam tato zavislost’ nedosahuje Statistickej signifikancie.

Nasa Studia prevysSuje rozsahom suboru doterajSie publikované prace. Velkost
nasho suboru by umoznila identifikaciu asocidcie s variantou zvysujucou riziko viac ako
2,5x  (znizujicou 0,25x). To, Ze asocidcia nebola najdend, neznamena, Ze
polymorfizmus nemdze byt asociovany s ochorenim. Pokial’ ano, jeho odds ratio
(relativne riziko) bude menSie nez 2,5 (vysSie ako 0,25). Je teda pravdepodobné, Ze
roz§irenie suboru (minimalne na dvojndsobok pacientov a kontrol) by mohlo
identifikovat’ asociaciu, avSak podla znalosti vysledku suc¢asnych rozsiahlych alelickych
asocia¢nych stadii by bolo mozné ocakavat, ze zistené odds ratio bude nizSie ako 2
(vyssie nez 0,5), ¢o znamend, Ze polymorfizmus sice moze byt Statisticky asociovany,
ale vyznam prediktivnej hodnoty tohto polymorfizmu pre jednotlivca (klinicka
vyuziteI'nost’) bude minimalna. Preukédzali sme teda, Ze polymorfizmus nema ziadnu
vyuzitelnost’ v klinickej praxi. Stadie, ktoré asociaciu preukazali, boli bud’ zaloZené na
nespravnej Statistickej analyze - napr. pouzitim jednostrannej hodnoty P, alebo mali
maly pocet pacientov, ¢o znamend, ze mali vySSiu pravdepodobnost’ tzv. Statistickej

chyby I typu (falo$na pozitivita).

NaSa asociacna Studia, podobne ako mnoho dalSich, je prikladom toho, o je
v §tadiach s autizmom bezné. Velmi Casto sa vzapiti po tom, ¢o sa v nejakej kohorte
pacientov objavi vyznamny nalez, nepodari tento nalez v inej skupine replikovat’. Je to
dané pravdepodobne komplexnou genetickou determinaciou a velkou heterogenitou

ochorenia, ako aj heterogenitou roznych populacii, rodin alebo vonkajsSieho prostredia.
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5.2 Detailna analyza chromozomalnych aberacii

Chromozomalne aberacie sa vyskytuji priblizne u 10-15% pacientov
s dysmorfickymi ¢rtami, u 20% pacientov s I'ahkou alebo stredne tazkou mentalnou
retarddciou a asi u 5% pacientov s autizmom (Raynham 1996; Nussbaum 2001;
Castermans 2004).

Nasa pacientka 1 mala kruhovy chromozom 17. Kruhové chromozémy patria
medzi vel'mi zriedkavé aberacie. Vznikaji prerusenim oboch ramienok chromozému
anaslednym spojenim volnych koncov. Tieto aberacie su nestabilné a vytvaraju
mozaiky bunkovych linii so Sirokym spektrom odchylok vratane straty kruhu, dvojitych
kruhov, izochromozomov alebo inych marker chromozémov pochadzajicich
z povodného kruhového chromozému (Vogel 1997). U pacienta moéZzu spolo¢ne
existovat’ rézne bunkové linie, a zloZenie a frekvencia mozaiky sa mézu lisit’ v réznych

tkanivach (Nishiwaki 2005).

Vel'mi sa diskutuje o sposobe, akym kruhové chromozémy vplyvaji na fenotyp
ich nositel'ov. Jednou z moZnosti je, Ze chorobné symptomy su dosledkom nestability,
¢o dalo vznik teorii ,,syndromu kruhového chromozomu®. Ta postuluje, ze za majoritu
fenotypovych znakov je zodpovedna pritomnost’ kruhového chromozému, a zavaznost’
fenotypu zélezi na miere nestability kruhu, ktord Casto stvisi s rastovou retardaciou
v dosledku zvySenej imrtnosti aneuploidnych buniek (Kosztolanyi 1987). Spomalenie

rastu byva sprevadzané mentalnou retardaciou, dysmorfizmami a zmenami pigmentacie.

Dalsou moznostou je, 7e fenotyp nositelov kruhového chromozému stvisi
ovela viac s genetickym obsahom konkrétneho zucastnené¢ho chromozomu, ateda ze
ziadny univerzalny syndrém neexistuje. V sulade s tymto pohl'adom boli u nositel'ov
roznych kruhovych chromozémov popisané Specifické syndrémy, ktoré sa podstatne
liSia v stupni mentalnej retardacie, pritomnostou a zdvaznostou epilepsie, Specifickymi
dysmorfickymi c¢rtami a pritomnostou réznych defektov organov (napr. syndrom
kruhového chromozému 13, syndrom kruhového chromozému 20, atd’.) (Schinzel
2001). Zlomy ramienok a ich spojenie mdézu ovplyviiovat’ expresiu Specifickych génov
mnohymi sposobmi. Gény na distdlnej strane zlomov byvaju deletované a pacienti
moézu trpiet’ ich haploinsuficienciou, alebo mézu byt odhalené pripadné recesivne

mutacie na zvySnych alelach. Gény leziace v oblasti zlomov mézu byt’ preruSené, ale aj
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spojené (fuzované), ¢o moze viest’ k ziskaniu novej funkcie takto vytvoreného peptidu.
Dalej moze dojst k oddeleniu génov od ich regulaénych oblasti. Vplyv kruhového
chromozému na fenotyp nositel’a sa tak mdze liSit’ v zavislosti na velkosti a obsahu

deletovanych casti a na umiestneni a podstate tychto zlomov (Havlovicova 2007).

Vsetky tieto genetické mechanizmy potencidlne operujuce aj na kruhovom
chromozéme 17 naSej pacientky 1 mozu ovplyviiovat jej fenotyp. Kruhové
chromozoémy 17 st vel'mi zriedkavé. Od prvej zmienky o takom pacientovi (Petit 1971)
bolo v literatire popisanych len niekol’ko d’alSich pripadov (Endo 1999; Shashi 2003).
U pacientov s roéznymi kruhovymi chromozémami su casto pozorované zmeny
pigmentacie, a tieto priznaky mozu viest' k mylnej diagnéze NF1. U nasSej pacientky 1
boli splnené klinické kritéria pre NF1 (Gutmann 1997) pritomnost'ou skvin cafe-au-lait
a pehami v trieslach a podpazusi. Diagn6za NF1 na pozadi mozaikovej monozoémie 17
vyvolava otazku, ¢i odchylky v pigmentacii koze vznikli skutocne ako neSpecificka
manifestacia ,,syndromu kruhového chromozému®, alebo €1 sa vzt'ahuji na stratu jednej
kopie génu NFI (ktory lezi v 17ql1) v 12% populacii monozomickych buniek. Boli
popisani pacienti s NF2, ktori mali 6% alebo nizS§iu mozaiku monozémie 22 (a génu
NF2 na 22ql2) (Tsilchorozidou 2004). Okrem niekol'kych pacientov s kruhovym
chromozémom 17 adiagnézou NF1 (Shashi 2003) bola v literatire popisand aj
pacientka s touto aberaciou a diagn6zou karcinomu prsnika a vaje¢nikov (Wiktor 1993).
Podobne bolo niekol’ko pripadov kruhového chromozému 22 spojenych s NF2
a zvySenym rizikom vzniku rakoviny (Luciani 2003; Tsilchorozidou 2004). Rakovina
bola tiez spojend s kruhovymi chromozomami 11 a 13 (Tommerup 1992). Pokial
vylucime nepravdepodobni moznost’, Ze tieto zistenia su iba sthrou ndhod, mézu byt
tieto fenotypy spoOsobené stratou jednej koépie génu asociovaného s prislusSnym
ochorenim (BRCAI, NF2, SNF5 alebo CHEK2, WTI a RBI) v monozomickych
bunkach vzniknutych nestabilitou kruhu. VyrieSenie problému so Specifickymi
priznakmi spojenymi s konkrétnym kruhovym chromozomom je vel'mi dodlezité aj
z klinického hl'adiska. Nasa pacientka méze mat’ podla tejto tivahy zvySené riziko
rakoviny v dosledku jej mozaikovej hemizygozity génov TP53 a BRCAI, podobne ako
pacienti s germinalnou mutéciou v tychto tumor-supresorovych génoch (Havlovicova

2007).
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Okrem NF1 bol naSej pacientke 1 diagnostikovany predovsetkym atypicky
autizmus a mentalna retarddcia. Hoci tieto nélezy takisto mézu byt neSpecifické (lebo
su spojené aj s inymi aberaciami), je zaujimavé, ze niekol’ko celogenomovych studii
poukdzalo na rdzne oblasti chromozému 17q a 17p, ako na potencidlne regiony, kde
lezia gény zodpovedné za autizmus (Risch 1999; IMGSAC 2001; Yonan 2003).
Podobne boli aj u Aspergerovho syndromu najdené zlomy na 17p13 (Tentler 2003).
U naSej pacientky 1 vSak deletované useky chromozému 17 obsahovali prili§ vel'ké
mnozstvo génov na to, aby sme mohli priamo poukazat’ na jednotlivé gény potencialne
zapojené do jej fenotypu. Napriek tomu by mohol charakter niektorych deletovanych

génov koreSpondovat’ s niektorymi priznakmi, vratane autizmu.

Deletovany lokus DPHI1/OVCA2 na 17p, ktory bol inaktivovany zlomom, nesie
tumor-supresorovy gén, podielajici sa na rozvoji rakoviny, najmi vaje¢nikov (Chen
2005). Inaktivacia jednej kopie tohto lokusu vo vsetkych bunkach pacientky moze pre
nu predstavovat’ vyssie riziko rozvoja rakoviny v budicnosti. Na 17q doslo k preruseniu
génu CSNKID. Mutacie v tomto géne boli ndjdené u autozomalne dominantného
syndromu FASPS (familial advanced sleep-phase syndrome) (Xu 2005). Nasa pacientka
nevykazovala ziadne abnormality v cirkadiannom rytme alebo spankovych navykoch.
Je ale mozné, ze missense mutacie popisané v literatire pdsobia mechanizmom "gain-

of-function", a znizené mnozstvo proteinu sa neprejavi (Havlovicova 2007).

Pacienti s deléciou zasahujiicou do oblasti Miller-Diekerovho lokusu na 17p13.3
maju lisencefaliu, viaceré dysmorfické &rty, tazka mentélnu retardaciu a kratsiu dizku
zivota. Pacienti ako nasa pacientka 1, ktori nemaji tato oblast’ deletovanti, maja
miernej$i fenotyp slahkou mentdlnou retardaciou, zachvatmi, retardaciou rastu,
miernou dysmorfiou a zmenami v koznej pigmentacii (Shashi 2003). AvSak niektoré
gény z 17p13.3, vratane tych, ktoré su deletované u naSej pacientky, mézu prispiet’
k d’alsim klinickym priznakom Miller-Diekerovho syndrému, vratane dysmorfickych
¢ft tvare, pokial’ st deletované spolu s génom LIS (Cardoso 2003). Toto sa mdze tykat’
aj génov ABR, YWHAE, CRK, MYOIC, SKIP, PITPNA, SCARF1, PRPFS8, SERPINF]
a d’alSich (Cardoso 2003). Podl'a funkénych Studii st niektoré z nich, napr. YWHAE
(s jeho funkciou vo vyvoji a migracii neurénov), dobrymi kandidatmi na vysvetlenie

psychiatrickych a neurologickych priznakov pozorovanych u nasej pacientky.
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Ukazuje sa takisto, Ze heterozygotné delécie 17p13.3 distalne od a vratane génu
ABR, neboli spojené so Ziadnym zjavnym fenotypom (Martin 2002; Cardoso 2003).
Tento region predstavuje priblizne jednu polovicu z 1,9 Mb delécie na 17p nasej
pacientky. Dalsi popisani pacienti mali vacsie delécie 17p13.3 v dosledku roznych
nebalancovanych translokacii a mozu teda predstavovat’ zlozené fenotypy vzhl’'adom na
aberaciu oboch zucastnenych chromozémov (Mutchinick 1999; Cardoso 2003). Rozsah
delécie na 17p bol v jednom pripade podobny ako u naSej pacientky a ¢iastocne sa
prekryval aj fenotyp (mentdlna retardacia a dysmorfickd tvar - vysoké celo,

bitemporalne zizenie, tenkd horna pera) (Mutchinick 1999).

Boli popisani aj dvaja pacienti s heterozygotnymi deléciami terminalnej oblasti
17q. Prvy trpel miernou MR, kardiopatiou a extrémnou Stihlostou (Rossi 2001). Druhy
pacient s nevyvazenou translokéciou t(12,17) mal t'azsi fenotyp, ktory zahfnal autistické
rysy, ale v tomto pripade mohli byt priznaky spdsobené ako monozdémiou 17qter, tak aj
trizdmiou 12qter (de Vries 2003). Oblast’ 17q deletovand u naSej pacientky nesie gén
RTN4RLI exprimovany v mozgu a potrebny pre vytvaranie neurénovych signalizacnych
komplexov a reguldciu regeneracie a plasticity axénov (Pignot 2003). Jeho paralégny
gén RTN4R moze byt spojeny so schizofréniou (Sinibaldi 2004). Terminalna oblast’ 17q
obsahuje aj gén RAB40B exprimovany v mozgu a zapojeny do bunkovej signalizacie, a
gén TBCD exprimovany v mozgu a spojeny so syndromom Gilles de la Tourette

(Paschou 2004), ktory sa fenotypicky dost’ prekryva s autizmom (Comings 1991).

Okrem mozného negativneho ucinku haploinsuficiencie deletovanych génov
alebo pripadnych recesivnych mutacii odhalenych v nedeletovanej alele sa do fenotypu
pacientky 1 mohol zapojit’ aj d’al§i mechanizmus, imprinting. Pacientka je nositel'kou
len jednej, materndlnej kopie génov z terminalnych oblasti chromozému 17. Rio (2001)
popisal maternalne imprintovany region 1725, ktory sa prekryva s nasim, ale je
vyrazne vacsi ako deletovany segment nasej pacientky. Medzi deletovanymi génmi sme
nenasli Ziadne imprintované alebo potencidlne imprintované kandidatne gény, Cize tie

modzu byt umiestnené proximalne od nasej delécie.

Zaverom k diskusii fenotypu a zasiahnutych génov pacientky 1 je mozno
povedat, ze jej klinické a laboratorne nalezy naznacujt, Ze hoci niektoré pozorované
fenotypové <¢rty modzu byt neSpecifickym vyjadrenim ,,syndromu  kruhového

chromozomu®, jej diagnéza NF1 pravdepodobne Specificky stvisi s mozaikovou
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monozomiou chromozdému 17 a stratou jednej kopie génu NF1. Tento mechanizmus, pri
ktorom je nutné uvazovat’ o vSetkych génoch lokalizovanych na chromozome 17, moze
hrat’ Glohu aj v rozvoji d’alSich priznakov vratane autizmu (Havlovicova 2007). A to

samozrejme rozuzlenie genetickej podmienenosti jej fenotypu d’alej komplikuje.

Nasa podrobna analyza ukéazala podobne komplikované a neoakavané vztahy aj
u naSej pacientky 2 so syndromom fragilného chromozému X a deléciou Xp. Najprv
bola nalezom plnej mutéacie v géne FMRI potvrdena jej diagnéza FXS. Defekt génu
FMRI v rodine bol v sulade s vyskytom POF alebo tremoru u niekol’kych pribuznych.
Neocakavané odhalenie metylacie oboch aliel FMRI bolo potom vysvetlené ndlezom
delécie na Xp a preferencnej inaktivacie paternadlneho chromozomu X nesticeho
normalnu alelu FMRI. To je v stlade s pozorovaniami inych, Ze prestavby chromozomu
X mozu sposobovat’ nevyvazenii X-inaktivaciu (Wolff 2000). T4 je pravdepodobne

sposobena selekciou proti bunkdm neexprimujicim deletované gény.

Stav génu FMRI u tejto pacientky tak mohol pripominat’ situaciu u muzskych
nositelov plnej muticie. Jedna z jej aliel FMRI bola uml€and metylaciou vdaka
expanzii repeticie CGG adruhd (normdlna) alela bola uml¢ana nendhodnou X-
inaktivaciou. Klinicky prejav FXS u Zien je v porovnani s muzmi obvykle menej
zavazny, ale 71% z nich ma 1Q pod 85, a 50% pod 70, v zavislosti na stupni X-
inaktivacie (de Vries 1996). Diev€a s plnou muticiou vo FMRI a inaktiviciou
normdlnej alely dosledkom familidrneho posunu X-inaktivicie neznamej etiologie
vykazovalo vo veku 16 rokov mnoho z priznakov FXS typickych pre muzov, ako je
dlha tizka tvar, vyénievajuce usi a ¢eluste, hyperextenzibilita kibov, plachost’ a tazka
mentélna retarddcia (Heine-Suner 2003). Podobna korelacia medzi X-inaktivaciou a
mentalnou retardaciou (ale nie dalSimi ¢rtami FXS) bola pozorovana u zenskych
jednovajecnych dvojciat s plnou mutaciou vo FMR1 (Willemsen 2000). Nasa pacientka
mala iba miernu mentalnu retardaciu a ziadne fyzické vlastnosti typické pre chlapcov

s FXS. Vyvoj typickych ¢tt v tvari ale nastdva neskor, az na zaciatku puberty.

Aj fenotyp pacientky 2 mohlo ovplyvnit niekolko dalSich genetickych
mechanizmov. Sama nevyvazenost’ X-inaktivacie by mohla odhalit’ pripadné X-viazané
recesivne mutdcie, avSak pacientka nevykazovala Ziadne priznaky inych znamych X-
viazanych poruch. Takisto delécia mnohych génov z oblasti Xp by mohla prispiet

k fenotypu, hoci inaktivacia tohto chromozému pravdepodobne obmedzuje jej vplyv.
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Boli popisané viaceré¢ zeny s deléciami v oblasti Xp, pricom vacSina z nich mala
terminalne delécie (vratane pseudoautozomalneho regionu s génom SHOJX, delécia
ktorého sposobuje nizky vzrast) a len malé cast’ mala intersticialne delécie (James 1998;
Ogata 2001; Lachlan 2006). U Styroch zien s deléciou ciasto¢ne sa prekryvajiicou
s deléciou u naSej pacientky (ale tiez zahffiajucu Cast’ z pseudoautozomalneho regionu)
sa zistila fenotypova variabilita nevysvetlitel'nd réznou X-inaktivaciou (Chocholska
2006). Niektoré klinické znaky ako strabizmus a Siroké ruky mala tiez nasa pacientka.
Ind pacientka trpiaca syndréomom MLS (microphthalmia with linear skin defects

syndrome) mala 3 Mb deléciu plne obsiahnutt v delécii nasej pacientky (Morleo 2005).

Delécia u nasej pacientky 2 obsahovala 6 génov podliehajucich X-inaktivacii,
ktoré spdsobuji X-viazané dominantné poruchy (HCCS - MLS, NHS - Nance-Horanov
syndrom, CDKLS5 - predcasnd infantilna epilepticka encefalopatia 2, PDHAI — deficit
pyruvat dekarboxylazy, RPS6KA3 - Coffin-Lowryho syndrom, PHEX -
hypofosfatemické rachitida). Mozno je eSte viac zaujimavé, ze delécia obsahovala asi
20 génov, u ktorych sa potvrdilo (alebo je podozrenie), ze unikaju X-inaktivacii (Carrel
2005; Carrel 2006; Wang 2006). Pacientka 2 by teda mohla trpiet’ ich znizenou génovou
davkou. Medzi tieto gény patri aj gén OFDI, ktory je zodpovedny za X-viazany
dominantny oral-facial-digital syndrom typu 1. Podobne ako iné¢ Zeny s velkymi
deléciami Xp (James 1998; Ogata 2001; Lachlan 2006), ani naSa pacientka
nevykazovala Ziadne priznaky tychto poruch. Hoci niektoré ztychto ochoreni su
sposobené stratovymi mutaciami, ich symptomy u zien mdézu byt ovplyvnené
vzajomnou suhrou medzi zvyskovou expresiou skrateného ¢i zmeneného proteinu,
roznymi X-inaktivatnymi vzorcami indukovanymi rozlicnymi genetickymi defektmi,
variabilnou X-inaktivaciou podl'a obdobia vyvinu a podla typu buniek a pritomnostou
linii, kde st prave tieto mutované alely aktivne v tkanivach doélezitych pre vyvin (James

1998; Ferrante 2001; Wimplinger 2006).

Chromozomalne prestavby mozu viest’ aj k pozi€nému efektu, a jeden zlom
unasej pacientky 2 bol umiestneny v blizkosti génov NLGN4 a VCX34, ktoré su
spajané s autizmom a mentalnou retardaciou (Macarov 2007; Zhang 2009). Vzhl'adom
na inaktivaciu deletovaného chromozomu X to ale nemusi mat ziadny vyznam.
Napokon by okrem toho mohol vo fenotype pacientky zohrévat’ tlohu aj genomicky

imprinting, ked’Ze jej paterndlny chromozém X bol takmer kompletne inaktivovany.
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Zéaverom k diskusii fenotypu a zasiahnutych génov pacientky 2 je mozno
povedat, Ze hoci by sa u nej mohol oakavat’ komplexny fenotyp v désledku sucasného
vyskytu dvoch defektov na oboch jej chromozomoch X, nevyvazena X-inaktivacia
pravdepodobne viedla iba k miernemu klinickému obrazu, obmedzenému hlavne na jej
pozoruhodny behavioralny fenotyp. Autizmus je c¢asto spojeny s FXS, najma
u chlapcov, ale aj u dievcat. Prevalencia sa pohybuje od 26% chlapcov a 6% dievcat
s FXS (a diagn6zou autizmu podl'a $kaly CARS) (Hatton 2006), po 18% muzov a 10%
zien s FXS (s pouzitim ADOS-G a ADI-R) (Clifford 2007). VicsSina priznakov u nasej
pacientky 2 je teda pravdepodobne vysledkom defektu FMRI.

V zaujme maximalnej objektivnosti treba zdoraznit’, Ze nie je nespochybnitelny
dokaz kauzality ndjdenych genetickych defektov pre autizmus a mentdlnu retardaciu
u naSich pacientok. Ked’ze su tieto fenotypy v populdcii relativne ¢asté, mohli by byt
sposobené inymi faktormi (aj vonkajsimi) a ich vyskyt spolu s genetickym defektom by
mohol predstavovat’ iba nahodnu koincidenciu. V tejto praci predkladdime dovody,
pre¢o povazujeme najdené defekty za kauzalne. Podporu kauzalite by mohlo poskytnut
najdenie d’alSich podobnych pripadov (preto naSe pozorovania publikujeme), spolo¢né
dedenie genotypov a fenotypov v rodindch nasich pacientok (nepravdepodobné ak su to
de novo aberacie) alebo funk¢éné Stadie individuadlnych génov (ndro¢né a nie plne

reflektujiice komplexnost’ genetickych defektov).

Nase analyzy dovol'uju aj Spekulacie ohl'adne mechanizmu vzniku Studovanych
aberacii. Obecne mozu chromozomalne prestavby vzniknut dvomi zdkladnymi
sposobmi: nealelickou homologickou rekombinaciou (non-allelic homologous
recombination, NAHR) a nehomologickym spajanim koncov (non-homologous end
joining, NHEJ) (Lupski 2005). Hlavnym rozdielom medzi nimi je pritomnost
podobnych sekvencii (Casto repeticii) na zlomoch aberacie v pripade NAHR. Tieto
repeticie su zéarovenl pri¢inou, ze sa mechanizmus NAHR casto podiela na vzniku
rekurentnych prestavieb. Na vzniku unikatnych prestavieb sa mézu rovnako podiel'at
NAHR aj NHEJ (Lupski 2005). Niektori autori diskutuji aj o réznych sekvencnych
motivoch v okoli zlomov chromozomalnych prestavieb, ako napriklad segmentoch
bohatych na puriny a pyrimidiny (Abeysinghe 2003). Problém tychto motivov je v tom,
ze su Casto mnohondsobne degenerované, a je mozné ich ndjst’ v akejkol'vek oblasti

gendmu, vratane susedstva dele¢nych alebo translokacnych zlomov.
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Kruhové chromozémy vznikaju dvoma hlavnymi mechanizmami: vysSie
opisanym postupom so zlomami na oboch ramienkach a ndslednym spojenim oboch
koncov (o je spojené so stratou genetického materialu), alebo spojenim oboch telomér
za uUcasti telomerickych alebo subtelomerickych repeticii (s vytvorenim kompletného
kruhu) (Sigurdardottir 1999). Jedna novsia stidia predpoklada, ze vytvéaranie kruhového
chromozému prebieha cez dicentrické intermedidty za ucasti vnutornych invertovanych
duplikécii a terminalnych delécii (Knijnenburg 2007). Kruhovy chromozém 17 u nasej
pacientky 1 neobsahuje invertované duplikacie, a preto jeho vznik prostrednictvom
dicentrického intermediatu je nepravdepodobny. Podobne ako u inych nerekurentnych
aberacii sa ani u pacientky 1 nenasli ziadne dokazy pre priame zapojenie repetic (low-
copy alebo rozptylenych repeticii triedy SINE, LINE, LTR alebo DNA transpozénov)
do vzniku zlomov. Repeticie mozu byt’ Casto lokalizované v SirSom okoli aberacie (Le
Guedard 2007), ale nie je isté, ¢i sa tieto vzdialené repeticie podiel’aji na rekombindcii.
Nasli sme kratku mikrohomologiu 3 bp (GGA) v spojeni 17p-17q, rovnako ako aj
u blizkej de novo 1 kb delécie (GCC), podobne ako to bolo u inych prestavieb, napr.
v duplikaciach génu PLPI (Woodward 2005), v deléciach DMD (McNaughton 1998;
Toffolatti 2002; Sironi 2003), GLRAI (Becker 2006), PCDH15 (Le Guedard 2007)
alebo u reciprocnej translokacie (Gribble 2007). Tato mikrohomoldgia méze byt
znakom nepresného mechanizmu NHEJ, podobne ako de novo 1 kb delécia ndjdena
u spojenia 17p-17q. Téato delécia je velmi zaujimava aj prakticky. Takato nenapadna
prestavba méze lahko uniknit’ detekcii, ale moze ovplyvnit' d’alSie gény a prispiet
k fenotypu pacienta. Z technického hl'adiska sa tak moézu vysvetlit' zlyhania pokusov
preklentit’ metdodou PCR aj dobre zmapované dele¢né zlomy u niektorych pacientov,
ktoré su popisané v publikacidch (Woodward 2005; Le Guedard 2007). Zaroven to

moze naznacit’ komplexnejsiu Struktiru prestavby, podobne ako aj v naSom pripade.

Mechanizmus NHEJ sa pravdepodobne podielal aj na vzniku velkej delécie Xp
u pacientky 2. Svedcili pre to opat’ charakteristické molekularne ¢rty vratane absencie
homologie a podobnych repetic na delecnych zlomoch, ako aj tri nukleotidy pridané
v ramci nepresnosti v spojeni zlomov. V oblasti Xp22.31 boli popisané rekurentné
delécie sposobujuce ichty6ézu a mentalnu retardaciu zapri¢inené NAHR medzi low-copy
repeticiami (Van Esch 2005). Delécia naSej pacientky 2 tieto repeticie nevyuZiva, a

mozno aj preto je unikatna.
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6. ZAVER

Tato praca je zamerana na problematiku autizmu, ktory postihuje 1/150 az
1/1000 deti a je charakterizovany poruchami v socidlnom spravani, komunikécii
a obmedzenymi zaujmami. Je to ochorenie s preukdzanym vyraznym genetickym
komponentom, ale doteraz neobjasnenou etioldgiou. V sucasnosti prebicha vel'a stadii
snaziacich sa prispiet’ k pochopeniu tejto komplexnej poruchy. V oblasti molekuldrnej
genetiky sa tieto Stidie zameriavaji na génové a chromozomalne defekty a rézne

genetické a epigenetické mechanizmy, ktoré by mohli hrat’ ulohu v patogenéze autizmu.

V naSej praci sme sa pokusili zreplikovat’ ndjdent asociaciu rizikovej alely
ADA*2 u pacientov s autizmom na subore 385 Ceskych deti, ktory bol vacsi ako boli
subory povodne publikované a so zameranim na jednotlivé endofenotypy (podtypy
autizmu, stupne mentalnej retardicie a komorbidity). Nase vysledky asociaciu autizmu

s alelou ADA*2 nepotvrdili ani v kompletnom stbore, ani v ziadnej jeho podmnozine.

Jednym =z opakovanych nalezov ucasti pacientov sautizmom su aj
chromozomalne zmeny. Previedli sme detailné analyzy prestavieb chromozomov 17 a X
u dvoch pacientok s autizmom. Tieto Stidie predstavuji pred par rokmi nemyslitel'né
prepojenie klasickej cytogenetiky s molekularnou genetikou na urovni sekvencie DNA.
Ako prvi na svete sme popisali detailnu Struktiru 'udského kruhového chromozému.
Molekularna charakterizacia genetickych defektov u pacientok nam umoznila
Spekulovat’ o vplyve zucastnenych génov na ich fenotypy. Oba tieto pilotné projekty sa
sustredili na relativne velké aberacie postihujice niekolko desiatok génov, ¢o nam
neumoznilo dokazat' kauzalitu individudlnych génov. Dokladna analyza ale odkryla
obrovsku a neCakani komplexnost' oboch pripadov, ktord zahfiiala okrem in¢ho aj

mozaicismus alebo nevyvazenu X-inaktivéciu.

Praca takisto jasne ukazala potencidl novych metéd. Array-CGH o vysokom
rozliSeni je nesmierne u¢innym pristupom ku klonovaniu zlomov v chromozomalnych
prestavbach so zmenou mnozstva genetického materialu, v modifikacii array-painting i
v balancovanych prestavbach. Podrobna analyza umoznuje identifikadciu postihnutych
génov, korelaciu ich mozného vztahu s fenotypom pacientov a Spekuldcie o

mechanizmoch veducich k prestavbe.
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