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Abstrakt:

Poruchy autistického spektra jsou velmi komplexni a heterogenni skupinou obtizi
ovlivityjici fyzicky a psychicky stav jedince na mnoha riznych trovnich. Nezanedbatelna je
rovnéz prevalence autismu, kterd je odhadovana na 0,5-3,5 % populace. Na etiologii poruch
autistického spektra se podili nejen faktory prostredi, ale také genetické faktory. Vyznamny
podil téchto genetickych aspekt tvofi varianty v poctu kopii. V zavislosti na jejich lokaci
v genomu a zasazeni konkrétnich genti mohou mit tyto varianty rizné klinické disledky.
U osob s poruchami autistického spektra jsou nékteré z abnormalnich variant pozorovany

signifikantné Castéji.

Hlavni naplni této diplomové prace je pomoci vybranych cytogenomickych metod
(karyotypovani, fluorescencni in-situ hybridizace a array komparativni genomové hybridizace)
detekovat abnormalni varianty v genomu jedinct s poruchou autistického spektra a nasledné
tyto nalezy zhodnotit dle klinického dopadu. Prace obsahuje podrobny vycet, hodnoceni
a analyzu abnormdlnich variant nalezenych u souboru jedinci s autismem ¢i dalSimi
neurovyvojovymi obtizemi. Vénuje se zasazenym chromozomovym lokusim a funkcim
jednotlivych genli. Prace se rovnéz zabyva charakterizaci zkoumaného souboru pacientti
s ohledem na prevalenci autismu mezi pohlavimi ¢i zatézi jedincti a celych rodin

neurovyvojovymi onemocnénimi. V zavéru prace jsou uvedeny kazuistiky vybranych pacientd.

Prace rovnéz zkouma vztah mezi genetickymi aspekty, autismem a mnohymi dalSimi
neurovyvojovymi obtizemi (napf. porucha pozornosti s hyperaktivitou, depresivni porucha,
obsedantné-kompulzivni porucha, schizofrenie ¢i epilepsie). Byla testovana hypotéza zjist'ujici,
zda se abnormalni genetické varianty vyskytuji Castéji u pacientli s autismem a zminénymi
komorbidnimi obtiZzemi nez u pacientil s izolovanym autismem. Nami shromazdéna data tuto
hypotézu nepodpotila, avsak mohou naznacovat mozny trend 2,24krat vyssi pravdépodobnosti
vyskytu abnormadlni varianty u pacientil s neurovyvojovymi komorbiditami nez u pacientii bez
téchto pfidruZenych obtiZi. Je diskutovano mozné ovlivnéni vysledkli zna¢nou §ifi variability,

jez je pro poruchy autistického spektra charakteristicka.

Kli¢ova slova:

Poruchy autistického spektra (PAS), varianty v poctu kopii (CNV), neurovyvojova onemocnéni

(NVO), array komparativni genomova hybridizace (array CGH)



Abstract:

Autism spectrum disorders are a complex and heterogeneous group of difficulties
affecting the physical and psychological state of an individual on many different levels. The
prevalence of autism is also notable, estimated at 0.5-3.5 % of the population. Not only
environmental factors but also genetic factors are involved in the etiology of autism spectrum
disorders. Large proportion of these genetic aspects is represented by copy number variants.
Depending on their location in the genome and the specific genes affected, these variants can
have different clinical consequences. Some of these abnormal variants are observed

significantly more often in individuals with autism spectrum disorders.

The main focus of this diploma thesis is to use selected cytogenomic methods
(karyotyping, fluorescent in-situ hybridization and array comparative genomic hybridization)
to detect abnormal variants in the genome of individuals with autism spectrum disorder and
then to evaluate these findings according to clinical impact. The paper includes a detailed
enumeration, evaluation and analysis of abnormal variants found in a cohort of individuals with
autism or other neurodevelopmental difficulties. It focuses on the affected chromosomal loci
and the function of individual genes. The paper also summarizes the characterization of the
studied patient population with regard to the prevalence of autism between genders or the
burden of neurodevelopmental disorders on individuals and entire families. Case reports of

selected patients are also presented at the end of the thesis.

The paper also investigates the relationship between genetic aspects, autism and many
other neurodevelopmental disorders (e.g. attention deficit hyperactivity disorder, depressive
disorder, obsessive-compulsive disorder, schizophrenia or epilepsy). A hypothesis was tested
to determine whether abnormal genetic variants are more common in patients with autism and
these comorbid conditions than in patients with isolated autism. Our data did not support this
hypothesis, but may suggest a possible trend of a 2.24-fold higher likelihood of an abnormal
variant occurring in patients with neurodevelopmental comorbidities than in patients without
these associated difficulties. The possible influence of the considerable range of variability that

characterizes autism spectrum disorders on these results is discussed.
Keywords:

Autism spectrum disorders (ASD), copy number variants (CNVs), neurodevelopmental

disorders (NDD), array comparative genomic hybridization (array CGH)
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1 Uvod

Mezinarodni klasifikace nemoci definuje poruchy autistického spektra (PAS) jako
neurovyvojove a pervazivni, tedy vSepronikajici obtize. Spoleénym rysem diagn6z spadajicich
pod PAS jsou repetitivni chovani a potize v komunikaci a v socialnich interakcich. Komorbidné
se také mnohdy vyskytuji dalSi neurovyvojova ¢i fyzickd onemocnéni. PAS jsou tak velice
heterogenni skupinou obtizi zasahujici do mnoha rovin osobnosti jedince. Tato rozmanitost
fenotypového projevu se rovnéz zrcadli v rozmanitosti genetickych aspektt etiologie autismu.
Predchozi genetické studie pozorovaly nespocet riznych abnormalnich variant v genomu
jedinct s PAS. Vyznamnou slozku této diverzity genomu tvofi varianty v poctu kopii (copy
number variants, CNV — delece ¢i amplifikace). Geny zasazené témito zménami se ucastni
mnoha dulezitych neurobiologickych ¢i bunécnych procest (naptf. regulace synaptické
plasticity, neurotransmise, metabolismu mitochondrii ¢i fungovani cytoskeletu). Kazdy soubor

osob s PAS tak mize ptedstavovat geneticky jedinecny celek.

Cilem diplomové¢ prace je odhalit, popsat a zhodnotit abnormalni genetické varianty
v genomu souboru 360 pacienti s PAS, ktefi byli vySetieni v ambulanci klinické genetiky
v nemocnici v Motole v letech 2022-2025. K detekci variant byly pouzity tii odliSné
cytogenomické metody — karyotypovani, fluorescencni in-situ hybridizace (FISH)
a komparativni genomova hybridizace na Cipu (array comparative genome hybridization,
aCGH). Préce se také pokusila charakterizovat tento soubor pacientti, porovnat vyhody a limity
pouzitych metod a zaméfila se na prozkoumani otazky, zda se abnormalni genetické varianty
vyskytuji Castéji u pacientli s PAS a komorbidnimi neurovyvojovymi obtizemi nez u pacientii

s izolovanym autismem.

Mnoho genetickych mechanismii uplatiujicich se v etiologii PAS vSak navzdory
soucasnym pokro€ilym diagnostickym metoddm zlstavad neobjasnéno. Tato prace ma tak
formou studia nalezenych genetickych variant a nasledného porovnani vysledka s poznatky

ptedchozich studii za cil pfispét k rozsifeni naseho poznani.



2 Poruchy autistického spektra

Mezinarodni klasifikace nemoci (MKN-10) pouZivana predev§im v Evropé véetnd Ceské
republiky ke stanovovani diagno6z oznacuje PAS jako poruchy neurovyvojové a pervazivni,
tedy viepronikajici. Castym spole¢nym rysem PAS a syndromi s PAS spojovanych jsou obtize
v komunikaci a v socialnich interakcich (Mezinarodni klasifikace nemoci MKN-10, 2023).
Svétova zdravotnickd organizace (WHO) popisuje PAS jako soubor pietrvavajicich obtizi
v socidlnich dovednostech — v iniciaci socidlni interakce, schopnosti jejiho udrzeni c¢i
v komunikaci. Dale popisuje repetitivni vzory chovani, které mohou byt netypické v kontextu
véku ¢i sociokulturniho prostfedi jedince. Takové vzorce chovani (anebo zajmy osoby s PAS)
byvaji znacn¢ rigidni, Casto uzce omezené nebo specifické a dany jedinec je neprizpisobuje

situaci piimétené (World Health Organization: ICD-11, 2023).

V neodborné komunikaci je béZn€ pouzivan obecny jednoslovny a zastfeSujici pojem
Pod kategorii PAS spadaji dvé poruchy (détsky a atypicky autismus). S autismem ale byvaji
spojovany dal§i syndromy a poruchy s autistickymi znaky nebo ty, u nichz se autismus casto
paraleln¢ vyskytuje jako komorbidita. Definici autismu ztézuje také fakt, Ze v recentni
1 starsi literatufe nalezneme rizné pohledy na kategorizaci poruch autistického spektra. Zminit
1ze naptiklad Aspergertiv syndrom, jenz dle Mezinarodni klasifikace nemoci nespadéa pod PAS,
avSak nékteré jeho formy byvaji (nespravné) oznacovany jako tzv. ,,vysokofunkcni autismus.
Taktéz z diavodu castého piekryvu projevi autismu s dal§imi zejména neurovyvojovymi
onemocnénimi (NVO) je stanoveni diagnozy a odliSeni autismu od poruch s podobnymi

projevy komplikovanéjsi.

2.1 Spole¢né znaky PAS a poruch s autismem spojovanych

Kromé vySe zminénych potizi nalézdme u jedinci s PAS také asociaci s mnoha dalSimi
zavaznymi znaky, naptiklad v chovani nebo vnitinim prozivani. Jedna se o sebeposkozovani,
agresivni chovani, deprese, uzkost, podrazdénost, socialni a specifické fobie nebo naptiklad
i genderovy nesoulad a mnoho dalSich privodnich obtiZi (Cooper a kol., 2023; Dell’Osso
a kol., 2019; Hollocks a kol., 2019; Fodstad a kol., 2012). Byly také pozorovany naptiklad az
sebevrazedné sklony. Ve studii Dell’Osso a kol. (2019) vykazovali pacienti s PAS a osoby

s autistickymi rysy signifikantné vyssi prevalenci sebevrazedného chovani oproti zdravé



kontrole. Agresivni a sebeposkozujici jednani nemusi postihovat jen dosp€lé a starsi déti s PAS,

ale maze se vyskytovat uz i u velmi malych déti ve véku né¢kolika mésicii (Fodstad a kol., 2012).

Castym jevem u déti s PAS je tzv. ,autisticky regres®, kdy dit& do 3 let véku (typicky
kolem 18.-24. mésice) za¢ne vykazovat regres ve vyvoji, ktery dosud probihal standardng.
Regres se projevi ztratou schopnosti a dovednosti, které jedinec jiz v pfedchozim vyvoji nabyl

(Thompson a kol., 2019).

Ackoli existuje mnoho spoleénych znakii pro PAS, zistavaji tyto poruchy velice
heterogenni a variabilni skupinou. Thorova (2006, s. 31) popisuje takovou variabilitu slovy:
»Symptomy se kombinuji v nesCetnych variacich, a tak prakticky nenajdeme dvé déti se

stejnymi projevy.*

2.1.1 Komorbidity PAS

Pomérné Castym piidruzenym znakem PAS je inteligencni deficit (ID) a psychomotorické
opozdéni. Studie tymu Rydzewska a kol. (2018) odhadla prevalenci ID u dospélych s PAS
v riiznych vékovych kategoriich vZdy na hodnotu kolem 30 %.

Rovnéz Ize uvést metaanalyzu Hollocks a kol. (2019), ktera ptinesla souhrnny odhad
pritomnosti nékteré formy uzkostné poruchy a depresivni poruchy u dospélych s PAS.
Prevalenci Uzkostné poruchy odhadla na 42 % a depresivni poruchy na 37 %. Také se PAS
vyskytuje v kombinaci s obsedantné kompulzivni poruchou (OCD). Odhad prevalence soubéhu
OCD a PAS u dospélych ve jmenované metaanalyze €inil 27 %. PfidruZend muze byt také
epilepsie, porucha pozornosti s hyperaktivitou (ADHD), bipolarni porucha, panickéd porucha,
poruchy pfijmu potravy, psychdzy, schizofrenni poruchy a jiné druhy mentalniho a fyzického
postizeni (Hollocks a kol., 2019; Huke a kol., 2013; Lukmanji a kol., 2019; Polderman a kol.,
2014; Stahlberg a kol., 2004).

PAS muze byt asociovana nejen s duSevnimi obtizemi, ale také s fyzickymi problémy,
mezi které patii castecna az Giplna ztrata sluchu nebo zraku a dalsi télesna postiZzeni (Rydzewska

a kol., 2018).

2.2 Poruchy spojené s autismem

Dle klasifikace MKN-10 zahrnuje pojem ,,poruchy autistického spektra® détsky autismus

a atypicky autismus. Dal§imi poruchami spojovanymi s autismem jsou pak Aspergertiv



syndrom, Rettiv syndrom, détskd dezintegra¢ni porucha a jiné pervazivni vyvojové poruchy

(MKN-10, 2023). Ptehled jednotlivych diagnéz shrnuje tabulka 1.

Tabulka 1 Pervazivni vyvojové poruchy. Prehled jednotlivych diagnoz. (Vytvoreno dle MKN-10 (2023)).

Poruchy dusSevni a poruchy chovani
Poruchy psychického vyvoje
F84 - Pervazivni vyvojové poruchy

F84.0 Détsky autismus

F84.1 Atypicky autismus

F84.2 Rettdv syndrom

F84.3 Jina détska dezintegraCni porucha

F84.4 Hyperaktivni porucha sdruzena s mentalni retardaci a stereotypnimi pohyby
F84.5 Asperger(v syndrom

F84.8 liné pervazivni vyvojové poruchy

F84.9 Pervazivni vyvojova porucha NS

Détsky autismus

Détsky autismus se projevuje do tii let véku ditéte. Hlavnimi projevy jsou naruseni komunikace,
socialnich interakci a pfitomnost stereotypnich vzorcti chovani, které probihaji vzdy stejné.
Mize byt piritomen také soubch s izkostmi, agresivitou ¢i poruchami spanku (Narodni
zdravotnicky informaéni portal CR, 2024). U détského autismu dochézi k postizeni ve formé
tzv. autistické triady, ktera zahrnuje vysSe zminéné potiZze v komunikaci, potize v socialni
interakci a potize v predstavivosti (na jejimz podkladé pak vznikaji rigidni omezené

a repetitivni vzorce chovani) (Thorova, 2016, s. 59). Autistickou triddu piedstavuje obrazek 1.

Socialni interakce
sociding-emolnl dovednosti vplatfiované
ve vatazich s rodicl, biizkymi osobami,
ostatnimi lidmi a vrstevaihy

Homunikace
fef, gesta, mimika

Pfedstavivost
hra, volny fas
a8 poudivdni predmétd

Obrazek 1 Triada postizenych oblasti u PAS. (Prevzato z Thorova (2016, s. 60)).

Atypicky autismus
Atypicky autismus je heterogenni diagnosticka jednotka, u které nemusi byt naplnéna vSechna
diagnosticka kritéria, jako je tomu u détského autismu. Jedinec tedy zpravidla nema narusené

vSechny tfi slozky autistické triddy anebo zdvaznost a frekvence ptiznakli nenapliiuje



diagnosticka kritéria. Atypicky autismus byva diagnostikovan u jedinci s tézkym ¢i hlubokym
ID aujedinct s tézkou vyvojovou receptivni poruchou feci. Poslednim moznym kritériem mtize

byt projev autismu az po 3. roce zivota (MKN-10, 2024a; Thorova, 2016, s. 186).

Aspergeriv syndrom

Mezinarodni klasifikace nemoci MKN-10 popisuje Aspergertiv syndrom jako kvalitativni
naruseni socidlnich interakci napodobujici autismus. Byvaji pfitomny omezené zajmy
stereotypniho charakteru. Aspergertiv syndrom se od autismu odliSuje nepfitomnosti opozdéni
ve vyvoji fe¢i a v kognitivnich schopnostech. Miize byt ale pfitomna nemotornost (MKN-10,

2024b).

Retttiiv syndrom

Rettliv syndrom je porucha vyskytujici se u divek, ktera se obvykle projevi kolem 7.—24. mésice
véku. Vyvoj jedince zprvu probihd normalné€. V pozd¢jSich fazich se vSak objevuje Castecna
ztrata feci, porucha obratnosti pfi chilzi a zastava ristu hlavy. Déle dochazi ke ztrat€ schopnosti
vykondvat Gi¢elné pohyby rukama a jsou naopak ptitomné stereotypni kroutivé pohyby. Typické
byvaji také spontanni hyperventilace. Je doten 1 vyvoj po strdnce socialni a vyvoj hrani.

Postizeni usti v tézky inteligen¢ni deficit (MKN-10, 2024c¢).

Détska dezintegracni porucha
U détské dezintegracni poruchy taktéz dochazi k nahlému regresu v dosud standardnim vyvoji.
Stejné jako u autismu dochazi k potizim s komunikaci a se socidlnimi interakcemi. Privodnim

znakem byva ztrata zajmu o okoli a stereotypni motorické projevy (MKN-10, 2024d).

Jiné pervazivni vyvojové poruchy

Jiné pervazivni vyvojové poruchy je nazev diagnozy bez presné definice, uzivané vzacné
a sdruzujici jedince s heterogennimi symptomy. Jednd se o osoby s naruSenou autistickou
triddou, ale ne do takové miry, aby diagnoéza odpovidala konkrétni formé autismu, nebo
o jedince se silné naruSenou ptedstavivosti a schopnosti rozeznavat hranici mezi realitou

a fantazii (Thorova, 2016, s. 207-208).

Autistické rysy
V lékatskych zpravach se mizeme setkat také s pojmem ,,autistické rysy* ¢i ,,Sirsi autisticky
fenotyp® (v angli¢tiné zkratkou BAP —,,broader autism phenotype*). Jsou to blize nedefinované

pojmy uzivané pro velmi rtiznorodou skupinu jedincti. Miize se ale jednat o fale$Sné negativni



zavéer (u osob, jimz nalezi diagnoza détsky ¢i atypicky autismus, 1 kdyZ nemaji typické vyjadieni
fenotypu), 1 o faleSné pozitivni zavér (u osob, které netrpi Zadnou formou autismu, ale napiiklad
mohou mit poruchy expresivni slozky fec¢i, syndrom ziskané afazie, poruchu emoci nebo tézké
formy poruchy aktivity a pozornosti). Nabizi se tedy diagnozu pacienta po néjaké dobé vyvoje

revidovat (McDonald, 2021; Thorova, 2016, s. 211-212). (Thorova, 2016, s. 211-212).

2.3 Zakladni epidemiologické udaje o PAS

Odhad prevalence PAS v populaci se v literatuie obvykle pohybuje kolem 1 ¢i 2 %, jak je tomu
naptiklad u prace Lai a kol. (2014). Nové poznatky piinesla recentni metaanalyza tymu Salari
a kol. (2022). V celosvétovém méfitku byla prevalence odhadnuta na 0,6 %. Prevalence PAS
vypoctené touto metaanalyzou pro konkrétni kontinenty pak vykazovaly tyto hodnoty: Asie
0,4 %, Amerika 1 %, Evropa 0,5 %, Afrika 0,5 %, Australie 1,7 %. Naptiklad ve Svédsku se
ale frekvence zastoupeni v populaci vySplhala dokonce az na hodnotu 3,5 %. Za rozdilnymi
hodnotami miizeme pravdépodobné hledat ptiCiny nejen v riizném charakteru studovanych
populaci, ale také v nestejné dostupnosti zdravotnické péce, v povédomi o PAS ¢i to, jak jsou

v daném regionu autismus a jednotlivé diagndzy definovany (Salari a kol., 2022).

U frekvence vyskytu autismu nalézédme jistou zavislost na pohlavi jedincti. Pozorovany
pomeér zastoupeni PAS u chlapcii a divek se pohybuje obvykle v rozmezi hodnot 2:1 a 8:1, vzdy
s pfevahou zastoupeni u chlapct (Icasiano a kol., 2004; Fombonne a Grandjean, 1997). Nov¢jsi
metaanalyza z roku 2017 zkoumala 54 prevalencnich studii a na zakladé uzsiho vybéru z nich
(téch s vysokou kvalitou metodologickych pristupl) zjistila, ze pomér pravdépodobné nejvice
odrazejici skute¢nost se blizi hodnoté 3:1 (Loomes a kol., 2017). Ackoli vysledny pomér
chlapcti a divek s PAS miiZe byt v zavislosti na mnohych faktorech rozdilny, faktem zlstava,

7e vyznamng €astéji jsou autismem postizeni chlapci.



3 Etiologie a biologicka podstata PAS

V soucasné¢ dobé jsou PAS zkoumany mnoha obory, jako je neuroanatomie, neurochemie,
neuropsychiatrie, neurofyziologie, genetika nebo imunologie. Vyznamnd variabilita
komplikovanéjsi a riizné studie poskytuji rizné védecké zaveéry (Thorova, 2016, s. 44). Na

zakladé védeckého badani je tedy mozné oznacit povahu autismu za multifaktorialni.

3.1 Neurobiologie PAS

Dosud provedené studie zkoumaji strukturni 1 funkéni charakteristiky nervové soustavy
(pfedevsim mozku) a nabizi poznatky nejen ze studia vzorkl zdravych jedinct, ale i osob
s PAS. Hojné¢ studovany je naptiklad tzv. socidlni mozek, tedy neuralni sité, které se podili na
socialni percepci. Studie Lahnakoski a kol. (2012) na zdravych jedincich objevila pomoci fMRI
analyzy (funkéni magnetické rezonance) zapojeni do socialni percepce a kognice oblasti sulcus
temporalis posterior superior a dalSich neuronovych siti. Pozdé&jsi prace tymu Kim a kol. (2015)
se zaméfila na porovnani funkce socialniho mozku u jedinct s PAS a u zdravé kontroly. U osob
s PAS byla po vystaveni socialnim podnétim nalezena nizsi aktivace napi. v oblasti pravé

amygdaly ¢i pravého gyrus frontalis inferior nez u zdravych jedinct.

Strukturnim faktorim se vénovala napiiklad studie Ecker a kol. (2012), ktera nalezla
spojitost mezi objemem Sedé¢ hmoty kiiry mozkové a etiologii PAS. Jedinci s PAS vykazovali
ve srovnani s kontrolami signifikantné zvySeny objem Sedé hmoty v anteriorni temporalni
a dorsolateralni prefrontalni oblasti a naopak vyznamn¢ sniZzeny objem v okcipitalni a medialni

parietalni oblasti kury.

Dalsi autofi se ve svém vyzkumu zaméfili na miru konektivity mezi riznymi ¢astmi mozku.
Byla objevena snizend mira synchronizace (funkéni konektivity) u osob s PAS mezi frontalni
a parietalni oblasti oproti kontrolni skupin€. Pozorovéana byla také dysgeneze corpus callosum.
Dusledkem oslabené konektivity v korovych oblastech je pak niZ8i mira integrace informaci
(Just a kol., 2007). Zminéné prace jsou jen malym vysekem studii, avS8ak mozek je velice

komplexni orgén skytajici nepfeberné mnozstvi moznosti zkoumani na rtiznych trovnich.



3.2 Faktory ovliviiujici etiologii PAS
Vyzkum etiologie autismu se zamétfuje na tii kategorie faktori — genetické faktory,

imunologické faktory a faktory prostiedi.

3.2.1 Faktory prostredi
Vyvijejici se mozek je orgdn velmi senzitivni, a tak se probihajici studie zaméiuji predevsim
na prenatdlni ¢i perinatalni vlivy potencidlné zvysujici riziko rozvoje PAS. Paleta zkoumanych

faktorti vnéj$iho a vnitiniho prostfedi matky a plodu je velmi Siroka.

K riziku rozvoje PAS muize pfispivat stres matky v obdobi t¢hotenstvi. Bylo zjisténo,
ze muze rovnéz korelovat se zdvaznosti projevi a také se podilet na vyskytu SirSiho autistického
fenotypu v béZné populaci (Varcin a kol., 2017). Tato studie objevila signifikantni zavislost
zévaznosti PAS a psychické zatéze matky (rozvod, ztrata prace, ztrata blizké osoby), zejména

pokud se jednalo o vicendsobné stresové udalosti.

Nekteré studie nalezly vyssi frekvenci vyskytu PAS u déti matek uzivajicich léky jako
naptiklad antiepileptika, zejména obsahujici valproat (Christensen a kol., 2013). Vyssi
frekvence znaki PAS byla dokumentovana také u embryopatii zplisobenych thalidomidem
(Stromland a kol.,, 1994), u Mdbiova syndromu po uzivani misoprostolu (synteticky
prostaglandin) (Bandim a kol., 2003), a s autismem se také nékdy setkavame u fetalniho
alkoholového syndromu potomkii matek pozivajicich alkohol v téhotenstvi (Lange a kol.,

2017). Riziko rozvoje PAS muze ptinést 1 uzivani antibiotickych preparati (Lee a kol., 2019).

Dalsi studie se zamétuji na roli vyzivy. Metaanalyza prospektivnich studii Wang a kol.
(2020) odhaduje, ze déti se snizenou hladinou vitaminu D v novorozeneckém obdobi a déti
matek, které mély sniZzenou hladinu vitaminu D, mohou mit aZ o 54 % vyssi riziko rozvoje PAS.
Vitamin D ma v té€le mnoho funkci, pfi€emz byla vyslovena i1 hypotéza, Ze regulace exprese
gent hrajicich roli v etiologii autismu muize byt senzitivni k vitaminu D3 (Trifonova a kol.,
2019). U déeti s PAS (ale napt. i s ADHD) byla detekovéna nizsi hladina také omega-3
polynenasycenych mastnych kyselin (kyselina eikosapentaenova, kyselina dokosahexaenova)

nez u zdravych déti s neurotypickym vyvojem (Parletta a kol., 2016).

Vyzkum si také v§ima odliSnosti ve skladbé mikrobioty v travicim traktu pacientd
s PAS. Jako ptiklad Ize uvést studii Tomova a kol. (2015), kde odlisnost skladby mikrobiomu
déti s PAS od mikrobiomu zdravé kontroly (véetné zdravych sourozenctli) spocivala ve zméné

poméru zastoupeni kmenti bakterii Bacteroidetes | Firmicutes a naopak ve zvySeném
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zastoupeni bakterie Lactobacillus spp. Experimentalni prace Sharon a kol. (2019)
transplantovala lidskou mikrobiotu do traviciho traktu mysi zvlast’ od zdravych dérct a od dérct
s autismem. Mysi s mikrobiomem od pacienta s PAS vykazovaly zmény v chovani oproti

mys$im od zdravych darct.

Za moznym ovlivnénim etiologie autismu mohou stat i faktory jako zivot t¢hotné
v blizkosti poli oSetfovanych pesticidy nebo v misté znecisténi vzduchu hustou dopravou

(Becerra a kol., 2013; Shelton a kol., 2014).

Zvysené riziko rozvoje PAS pro druhorozeného potomka mize piinést také kratky
interval (méné nez 1 rok) mezi dvéma porody (Gunnes a kol., 2013) nebo vyssi veék rodict
(Parner a kol., 2012). V druhé jmenované studii byly navic déti s PAS castéji narozené

pfedcasné a s niz$i porodni véhou.

Existuji také vyzkumy postnatalnich podminek a faktor, které mohou pfispivat
k zvySenému riziku rozvoje PAS. Jednim z nich je naptiklad kojeni. Metaanalyza Tseng a kol.
(2019) zjistila, ze déti, kterym byla diagnostikovana PAS, byly kojeny statisticky méné Casto
oproti détem bez autismu. Postnatalni vlivy, o kterych se v souvislosti s pfi¢inami autismu
diskutuje, které ale nakonec nebyly pritkazné potvrzeny, jsou naptiklad vakcinace (ani s aditivy

jako thimerosal ¢i rtut’) nebo expozice antibiotikiim (Lee a kol., 2019; Taylor a kol., 2014).

3.2.2 Imunologické faktory

Velkou zkoumanou skupinou rizikovych faktorti jsou rtizné imunitni procesy. Vyvoj nervoveé
soustavy plodu muze byt narusen aktivaci imunitniho systému matky (MIA — maternalni
imunitni aktivace), naptiklad cestou produkce prozanétlivych molekul (McEwan a kol., 2023).
Prospektivni studie Goines a kol. (2011) nalezla zvySené hladiny cytokind IFN-y, IL-4 a IL-5
v t€hotenstvi v séru matek déti s PAS a zvySené hladiny cytokini IL-2, IL-4 a IL-6 u matek déti
s jinym vyvojovym opozdénim bez PAS. K podobnému nélezu dospéla 1 studie analyzujici

koncentrace cytokint v plodové vod¢ (Abdallah a kol., 2013).

Neptiznivy imunologicky profil a zvySené riziko pro neurovyvojové onemocnéni potomka
lze nalézt u matek postizenych lupénkou ¢i astmatem (Croen a kol., 2019) nebo pfi infekci
patogenem. Ve studii Atladoéttir a kol. (2010) byla nalezena souvislost PAS s infekci matky
vyZzadujici hospitalizaci v pribéhu t€hotenstvi, konkrétné€ s virovou infekei v 1. trimestru nebo

s bakterialni infekci ve 2. trimestru. Nicméné jiné studie naznacuji, Ze spiSe neZ o samotnou



kauzalitu mezi infekci patogenem a naslednym rozvojem PAS mitze jit o rizikovy faktor ve

formé horecky matky vyvolané danym onemocnénim (Brucato a kol., 2017).

Zvazovany je i efekt charakteru stravy matky a jejiho celkového nutri¢niho statusu na vyvoj
nervove soustavy plodu. NedostateCna vyziva, kterd muize vést k nedostatku zivin pro spravny
vyvoj plodu. Rovnéz nadbytek zivin (pfi vysokém BMI) mize prostfednictvim produkce
prozanétlivych molekul imunitnim systémem matky poskodit vyvoj nervové soustavy plodu

(Monthé-Dreze a kol., 2019; Neves a kol., 2020).

Dal$im imunologickym faktorem v etiologii autismu mohou byt matetské protilatky.
V praci Braunschweig a kol. (2007) byly méfeny hladiny protilatek matek proti specifickym
proteinim v mozku plodu. Ve skupiné€ matek déti s autismem byly oproti kontrolnim skupinam

pozorovany tyto protilatky signifikantné Castéji.

3.2.3 Genetické faktory
Tteti skupinou, kterd je soucasti podstatné rozmanitého souboru rizikovych faktort pro rozvoj

PAS, je geneticka vybava jedince.

O vlivu genetickych faktorti svéd¢i naptiklad vyzkumy autismu u dvojcat, studium
funkci jednotlivych genti a SirSich oblasti genomu a dalsi. Jiz v roce 1977 byl pozorovan soubor
21 stejnopohlavnich partt monozygotnich (MZ) a dizygotnich (DZ) dvojc¢at, z nichz alespon
jedno z kazdého paru trp€lo détskym autismem. Monozygotni dvojcata vykazovala u autismu
konkordanci 36 % oproti nulové konkordanci u dizygotnich dvojcat, a u kognitivnich
abnormalit byla pozorovana konkordance 82 % pro MZ dvojcata a 10 % pro DZ dvojcata
(Folstein a Rutter, 1977). Nov¢jsi vyzkumy, naptiklad Rosenberg a kol. (2009), poskytuji
ohledné¢ vyznamné role genetickych faktorii podobné zavéry. V této studii byla u dvojcat do
18 let pozorovana konkordance pro autismus, pficemz u MZ dvojcat byla podstatné vyssi

(88 %) nez u DZ dvojcat (31 %).

Lze také studovat dédicnost autismu. Odhad heritability se obvykle pohybuje v rozmezi
60-90 % (Tick a kol., 2016), nekdy se dokonce blizi az k hodnoté 98 % (Colvert a kol., 2015).

Studii, které mély za cil prozkoumat roli genetickych aspektl v etiologii autismu, bylo
az doposud provedeno mnoho. Nékteré z nich, vybrané pro ucely této podkapitoly, demonstruji

diilezitost zamé&feni pozornosti védeckého badani genetickym smérem.

10



4 Genetické nalezy u PAS

PAS jsou fenotypove heterogenni soubor a nejinak je tomu i z hlediska genetiky. Aspekti, které

védce ptivadi na moznou souvislost PAS s genetickymi predispozicemi, je celé fada.

4.1 Jevy pozorované pri zachytu patogennich variant

4.1.1 Charakter pritomnych variant

Z hlediska genetického ptivodu variant nalézame v genomu pacientd s PAS de novo varianty
1 varianty zdédéné od rodi¢e. U PAS jsou popisovany zejména missense a nonsense mutace.
Mechanismus potencialni patogenity se realizuje prostfednictvim delece (ztraty genetického
materidlu) nebo amplifikace (zmnoZeni genetického materidlu; De Rubeis a kol., 2014;
Ghafouri-Fard a kol., 2023). Mutace se mezi sebou mohou liSit i svym rozsahem. Mohou byt

bodové (single nucleotide variants, SNV) ¢i zasahovat vétsi tisek (copy number variants, CNV).

4.1.2 Varianty v poctu kopii (CNV)

Pro nékterd mista v genomu jsou rozdily v poctu kopii mezi jedinci typické a vyskytuji se jako
CNV polymorfismy (definované frekvenci v populaci vyssi nez 1 %). U pacientl (nejen)
s autismem vSak mtize byt v n¢kterém tseku pozorovano patologické zmnozeni ¢i naopak
nedostatek poctu kopii. Jako ptiklad lze uvést studii Sebat a kol. (2007), ktera objevila CNV
asociované s PAS u 10 % pacienti s PAS, ale jen u 3 % ptibuznych 1. stupné a u 1 % zdravé
kontroly. Dosavadni poznatky o konkrétnich CNV ve vztahu k PAS shrnuje tabulka 2.

Tabulka 2 Varianty v poctu kopii asociované s PAS. (Prevzato a prelozeno z Shishido a kol. (2014). Del — delece,
dup — duplikace, mat — materndlni, pat — paterndalni, PAS — poruchy autistického spektra, OCD — obsedantné

kompulzivni porucha. Data pochdzi ze studii Cooper a kol. (2011); Devlin a Scherer (2012); Malhotra a Sebat
(2012); Pinto a kol. (2010), Sanders a kol. (2011)).

Frekvence Frekvence u Frekvence

u PAS vyvojovych poruch v kontrolach Asociace
CNV lokus (n=2120) (n=15767) (n = 8329) s PAS Dalsi poruchy v daném lokusu
1q21 0,2% 0,5% <01% dup schizofrenie (del)
5p15.2 0,1% - 0% del nové nalezeny region asociovany s PAS
7q11.23 0,2 % 0,4 % 0% dup Williamsiiv-Beureniv syndrom (del)
15q11-13 0,1% 0,3 % 0% del, dup Pradertv-Williho syndrom (pat del),

Angelmaniv syndrom (mat del), PAS (mat dup)

15q13 0,2 % 0,4 % <0,1% dup schizofrenie (del), bipolarni porucha (dup)
16p11.2 0,8 % 0,5% <0,1% del, dup schizofrenie (del), bipolarni porucha, OCD (dup)
17p11.2 0,2 % 0,2 % 0% dup syndrom Smithové-Magenisové (del)
22q11.2 0,1% 0,9 % 0% del, dup DiGeorgelv syndrom, schizofrenie (del)
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4.1.3 High-frequency low-penetrant varianty (HFLP)

High-frequency low-penetrant variants (HFLP) je oznaceni pro vysokofrekvencni varianty
v genomu s nizkou penetranci. Jedna se o CNV, které vykazuji penetranci niz§i nez 10 %
a frekvenci ve zdravé populaci vyssi nez 0,1 %. Tyto varianty tak piinasi relativné malé riziko
patogenity a jsou zaroven v populaci u zdravych jedinci relativné bézné. I presto ale mtize byt
na zakladé jejich ptitomnosti v genomu pacienta vysloveno podezieni, Ze se podileji na rozvoji

dané¢ho onemocnéni (Maya a kol., 2020).

4.1.4 Second hit a multiple hit model

V genetice a molekularni biologii se pouziva pojem ,,second hit* nebo ,,multiple hit* model,
v CesStiné znamé také jako ,teorie dvojiho zasahu* nebo ,teorie viceCetného zasahu. Tyto
pojmy popisuji jev, pii kterém dojde soucasné k vice zménam v genotypu jedince, coz nasledné
vyusti v negativni dopad na fenotyp. Zarovei ale v ptipadé pirestavby pouze v jedné z téchto
¢asti genomu by nemusel byt dopad na fenotyp patrny. Az ptitomnost obou ¢i vice rizikovych
faktori naraz tak muze vyvolat patologicky stav nebo pfispivat k zhorSené symptomatologii
projevii. Model dvojiho ¢i viceCetného zasahu byl popséan i1 v souvislosti s etiologii autismu,
jako naptiklad v praci Leblond a kol. (2012). Prace pozorovala pacienty s de novo delecemi
v genu SHANK? (jez je kandidatnim genem v souvislosti s autismem) a zaroven zdédénymi
CNV v Gseku 15ql1-ql3 rovnéz popisovanymi jako potencidln¢ asociované

s neuropsychiatrickymi onemocnénimi.

Nékdy vSak nemusi oba zasahy pfedstavovat zménu jen na genetické tUrovni.
V kombinaci s mutaci v genomu mize puisobit i rizikovy environmentalni faktor, napiiklad

maternalni imunitni aktivace, jak uvedla studie na potkanech Maroon a kol. (2024).

4.2 Konkrétni lokusy genomu asociované s PAS

Lokusy, které mohou byt asociovany s etiologii PAS, 1ze najit napfic¢ celym lidskym genomem.
Rozsahla studie rodin z USA a Kanady se zaméfila na genom téch ¢lend, ktefi trpéli autismem
nebo vykazovali §irsi autisticky fenotyp. Nalezla moznou spojitost autismu s lokusy 1p36.22,
2pl3.1, 6927, 8q24.22, 9p21.3, 9q31.2, 12p13.31, 15q13.3, 16p13.2, 18q21.1, 22q13.1 nebo
Xp22.1 (Woodbury-Smith a kol., 2018). Touto problematikou se vSak zabyva mnoho riiznych

studii, které zkoumayji asociaci mnozZstvi dalSich lokusti s PAS a tento vycet tak neni kompletni.
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4.2.1 Jednotlivé geny a jejich charakter ve vztahu k PAS

K pochopeni situace pomuze objasnéni funkce kandidatnich genti. Za geny podilejici se na
etiologii autismu byly oznaceny geny ucastnici se tvorby a fungovani synapsi, transkripce,
splicingu, remodelace chromatinu ¢i vystavby napétové ovladanych iontovych kanalt (De
Rubeis a kol., 2014). Dalsi zkoumanou skupinou jsou geny zodpovédné za imunitni procesy
(Arenella a kol., 2023). Byly nalezeny také nékteré alely systému HLA ., II. i III. t¥idy, které
se vyskytuji u jedinct s PAS castéji nez u kontrolnich vzork populace (Lee a kol., 2006;
Mostafa a Shehab, 2010; Torres a kol., 2006). VSechny uvedené geny zasahuji do Zivota

a fungovani organismu zcela zdsadnim zptisobem a na mnoha rtznych tirovnich.

Rozmanitost a komplexnost genetického pozadi neurovyvojovych poruch a také
bohatost interakci mezi produkty nékterych vybranych geni ilustruje obrazek 2. Z obrazku lze
také vypozorovat, ze nckteré geny sdili moznou asociaci s nékolika poruchami
soucasn¢ — napiiklad ANK3 je asociovan s poruchou autistického spektra, inteligen¢nim

deficitem a epilepsii (Leblond a kol., 2021).
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Obrazek 2 Sit protein-proteinovych interakci. Schéma znazornuje proteiny (produkty genii), u kterych bylo
vysloveno podezreni na asociaci s neurovyvojovymi poruchami, konkrétné s poruchami autistického spektra
(Cervene), inteligencnim deficitem (modre), PAS a ID zaroven (fialove) a epilepsii (v zeleném okraji). Uvedena
cisla predstavuji meritko cetnosti vzajemnych interakci vyjadrené zaroven velikosti kruhu. (Prevzato a prelozeno
z Leblond a kol. (2021)).
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Vycet konkrétnich gentl, u nichz jsou udavany mozné asociace s autismem, by byl velmi
rozséhly. Nasledujici informace o funkcich gent byly pievzaty z databdzi NCBI a OMIM,

zaznamy o vyskytu jejich mutaci u pacientti s PAS jsou uvedeny u kazdého genu zvlast.

RBFOX1 (MIM* 605104; lokus 16p13.3) — kdéduje mRNA splicing faktor, ucastni se
alternativniho splicingu gent regulujicich vyvoj mozku (Hamada a kol., 2016).

CACNAID (MIM* 114206; lokus 3p21.1) — koduje alD podjednotku napétoveé ovladaného
vapnikového kanalu (De Rubeis a kol., 2014).

SCN24 (MIM* 182390; lokus 2q24.3) — koduje a2 podjednotku napétoveé ovladaného
sodikového kanalu (Spratt a kol., 2019; Weiss a kol., 2003).

NRXNI1, NRXN2, NRXN3 (MIM* 600565, 600566, 600567; lokusy 2pl6.3, 11ql3.1,
14924.3931.1) — rodina genl kodujici neurexiny — receptorové a adhezivni molekuly synapsi
(Wang a kol., 2018).

ANK2, ANK3 (MIM* 106410, 600465, lokusy 4q25q26, 10921.2) — koduji rodinu
ankyrinovych proteinli spojujicich integralni proteiny bunééné membrany s podkladovym
spektrin-aktinovym cytoskeletem — ucastni se tak procesti jako bunécna motilita, proliferace ¢i
udrzovani membranovych domén (Kawano a kol., 2022).

SHANK2, SHANK3 (MIM* 603290, 606230; lokusy) — koduji synaptické proteiny, které
fungu;ji jako molekularni leSeni v synapsich (Boccuto a kol., 2013; Leblond a kol., 2012).

4.3 Soubéh PAS a genetickych syndromi
Poruchy autistického spektra ¢i jejich znaky byly pozorovany u osob s riznymi mikrodelecnimi
a mikroduplikacnimi syndromy, aneuploidiemi ¢i u osob se syndromy zapii¢inénymi mutaci

jediného genu (single gene disorders).

4.3.1 Aneuploidie

Downiiv syndrom (MIM# 190685)

Downtiv syndrom je postiZzeni zpiisobené trizomii chromozomu 21. Fenotyp Casto zahrnuje
vrozené vyvojové vady organl,, zejména srdce a organl travici soustavy, zvySené riziko
leukémie, poskozeni sluchu, hypotonii, polydaktylii, kratké Siroké paZe. U pacientli se
vyskytuje rovnéZ ID ¢i PAS. Charakteristicka kraniofacidlni dysmorfie se projevuje predevsim
pfitomnosti mikrocefalie, plochého nosu a epikantu oc¢nich vicek (Databaze OMIM, 2023a;

Spinazzi a kol., 2023).
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Turneriv syndrom (ORPHA# 881)

Turnertiv syndrom je podminén monozomii chromozomu X (45,X). Fenotyp podobny
Turnerovu syndromu je pozorovan také u téchto ndlezi v karyotypu: u mozaikové formy
monozomie X (45,X/46,XX), izochromozomu X nebo u ring chromozomu X. Pacientky
vykazuji rastovou retardaci zptisobenou haploinsuficienci genu SHOX. Mezi ptiznaky se fadi
neplodnost, vrozené kardiovaskularni vady, autoimunitni poruchy, defekty ledvin ¢i jater.

Ojedinéle byl pozorovan soubéh s PAS (Bjorlin Avdic a kol., 2021; Databaze Orphanet, 2021a).

4.3.2 Mikrodele¢ni syndromy

Angelmaniiv syndrom (MIM# 105830)

Angelmantiv syndrom je nejCastéji zplsoben deleci v tUseku 15q11-q13 na maternalnim
chromozomu v kombinaci s imprintingem na druhé¢ alele (od otce) ve stejném tseku. V menSim
poctu ptipadl se jedna o uniparentalni disomii useku, poruchu methylace ¢i o mutace v genu
UBE3A4 pro ubiquitin-protein ligdzu E3A (MIM* 601623). Syndrom je charakterizovany
inteligenénim deficitem, atypickymi behaviordlnimi vzorci a znaky PAS, absenci feci,
poruchami pohybu ¢i rovnovahy. Napadnym znakem jsou také zachvaty smichu (Burnside

a kol., 2011; Databaze OMIM, 2023Db).

Praderiv-Williho syndrom (MIM# 176270)

Pradertiv-Williho syndrom je definovan deleci ve stejném useku chromozomu 15 jako je tomu
u Angelmanova syndromu (tedy 15qll-ql3), avSak na paternalnim chromozomu
a imprintingem na maternalni alele. Rovnéz byl u nékterych pacientli pozorovan naruSeny
methylacni profil oblasti povazovany za dalS$i moznou pfiCinu syndromu. ZasaZzenymi geny
zodpovédnymi za fenotyp Praderova-Williho syndromu jsou piedevsim SNRPN (MIM*
182279) ¢&1 NDN (MIM* 602117). Projevy syndromu byvaji ID, PAS, svalovd hypotonie,
obezita, hypogonadismus (Bennett a kol., 2015; Databaze OMIM, 2023c).

Syndrom Phelanové-McDermidové (MIM# 606232)

Syndrom Phelanové-McDermidové je mikrodele¢ni syndrom zasahujici oblast 22q13, kde lezi
gen SHANK3 (MIM* 606230). Kromé& genu SHANK3 mohou byt zasaZzené navic geny 4RSA
(MIM* 607574), ACR (MIM* 102480) a/nebo RABL2B (MIM* 605413) (Levy a kol., 2022).
Mezi projevy syndromu patii novorozeneckd hypotonie, celkové vyvojové opozdéni, poruchy
¢1 uplna absence teci, PAS a dalsi psychické i fyzické obtize (Databaze OMIM, 2022a;
Oberman a kol., 2015).
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Syndrom Smithové-Magenisové (MIM# 182290)

Syndrom Smithové-Magenisové je ve vétSin€ piipadi zptisoben intersticidlni deleci v oblasti
17p11.2. Ve zbylych ptipadech je na vin¢€ samotna mutace genu RA// (MIM* 607642) leziciho
v této oblasti. Projevy syndromu byvaji brachycefalie, plochy oblicej, opozdéni feci, znaky

PAS, ztrata sluchu nebo poruchy spanku (Databaze OMIM, 2017a; Osério a kol., 2015).

Williamsiv-Beureniv syndrom (MIM# 194050)

Podstatou Williamsova-Beurenova syndromu je delece v tiseku 7q11.23, kde lezi 28 znamych
gentl. Jedna se o multisystémové onemocnéni, jez se vyznacuje napiiklad srde¢nimi vadami
a kardiovaskularnimi problémy, zubnimi anomaliemi, potizemi se sluchem, rlstovym
opozdénim a dal§imi obtiZemi. Pfitomna miiZze byt rovnéZ PAS. Navzdory inteligenénimu
deficitu mivaji pacienti dobré komunikacni schopnosti a velmi ptatelskou povahu. Na zaklad¢
typické morfologie oblic¢eje — Sirokych ust, plnych tvafi a rtli, hvézdicového vzoru na duhovce

— se nekdy pouziva oznaceni ,,skfit¢i“ ¢i ,,elfi* oblicej (Databaze OMIM, 2020a; Osério a kol.,

2015).

Mikrodelecni syndromy 22q11.2 (MIM# 188400 a 192430)
Deleci v oblasti 22q11.2 nalézame u n€kolika syndromd, které se vyznacuji velmi podobnymi

symptomy. Jedna se o velokardiofacidlni syndrom (MIM# 192430), Takatv syndrom
a nejznaméjsi DiGeorglv syndrom (MIM# 188400). Kli¢ova je ztrata (resp. haploinsuficience)
genu TBX1 (MIM* 602054) leziciho v této oblasti. Soubor obtizi zahrnuje hypoplazii brzliku
a pristitnych télisek, z cehoz nasledné plyne deficit T-lymfocyti (néchylnost k infekcim)
a hypokalcémie. Pfitomné jsou i vrozené vady srdce a velkych cév, naptiklad Fallotova
tetralogie. Typickym projevem jsou rozstépové vady patra ¢i rt a vyskytuje se také vyvojové
opozdéni, ID, znaky PAS €i nizsi vzriist (Antshel akol., 2007; Databaze OMIM, 2022b, 2020b).
Delece v oblasti 22q11.21 vznikaji ve vétSin€ ptipadii (> 90 %) de novo (Rogdaki a kol., 2020).

4.3.3 Ostatni syndromy

Rettiiv syndrom (MIM# 312750)
Rettliv syndrom je X-vazané onemocnéni, pii kterém je mutaci poskozen gen MECP2

(MIM* 300005) v lokusu Xq28 (kodujici methyl-CpG-binding protein-2). K symptomatologii
patfi regres ve vyvoji, ztrata feci, stereotypni pohyby zejména hornimi koncetinami,

mikrocefalie a ID (Databaze OMIM, 2023d; Kaufmann a kol., 2012).
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Smithiv-Lemliho-Opitziiv syndrom (MIM# 270400)
Smithtv-Lemliho-Opitziv syndrom je onemocnéni vzniklé na podkladé homozygotni

(ptipadné slozen¢ heterozygotni) mutace genu DHCR7 (MIM* 602858) v lokusu 11q13, ktery
kéduje sterol delta-7-reduktazu. Vysledkem je naruseny metabolismus cholesterolu. Syndrom
se projevuje inteligencnim deficitem, hypotonii, mikrognacii, polydaktylii ¢i syndaktylii,
poruchami pohlavniho vyvoje, hypoplazii ledvin, PAS a dal§imi obtizemi (Databaze OMIM,
2024a; Thurm a kol., 2016).

Moébitav syndrom (MIM# 157900)

Mobitv syndrom, Mdbiova sekvence nebo také syndrom kamenné tvare jsou oznaceni pro
vrozenou obrnu hlavovych nervil, nejcastéji VI. a VIL. (n. abducens, n. facialis), projevujici se
ztuhlosti v obli¢eji a potizemi s pohyby oka, ID; mohou se vyskytnout i znaky PAS, potize se
zvykéanim ¢i anomalie ve vyvoji mozkovych struktur. Jasna pti¢ina onemocnéni nebyla zatim
identifikovana, piedpoklada se vliv genetickych 1 environmentalnich faktort (napf. prenatalni
expozice teratogenim). Na genetické urovni byly pozorovany de novo mutace genii PLXND1
(3921.3; MIM* 604282) a REV3L (6q22; MIM* 602776) nebo prestavby v oblasti 13q12.2-q13
(Databaze OMIM, 2023e; Databaze Orphanet, 2021b; Johansson a kol., 2001).

Sotosiiv syndrom (MIM# 117550)
Sotostiv syndrom je zpiisobeny heterozygotni mutaci v genu NSD 1 (MIM* 606681) nebo deleci

v oblasti 5q35, ktera tento gen zahrnuje. Mezi symptomy patii nadmérny riist a urychleny kostni
vek, akromegalie, zvétSend lebka, ID, PAS nebo také vrozené srdecni vady (Databaze OMIM,

2022c; Riccioni a kol., 2024).

Coheniv syndrom (MIM# 216550)
Pricinou Cohenova syndromu je mutace v genu COHI (MIM* 607817) v lokusu 8q22

(homozygotni nebo slozené heterozygotni mutace). K projeviim se fadi naptiklad ID, obezita,
mikrocefalie, progresivni retinopatie a dal§i o¢ni vady, pozorovéan byl i PAS (Databaze OMIM,

2023f; Howlin a kol., 2005).

Joubertiv syndrom (MIM# 614464)
Joubertiv syndrom vznika na zakladé mutace genu CEP41 (MIM* 610523) v lokusu 7q32. Je

charakterizovany psychomotorickym opoZdénim, ID, hypotonii, ataxii, variabilné¢ se mulizZe
vyskytnout rovnéZ PAS, polydaktylie nebo poruchy dychéani (Bulgheroni a kol., 2016; Databaze
OMIM, 2023g).
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Syndrom De Langeové (MIM# 122470, 300590, 610759, 614701, 300882, 620568)

Syndrom de Langeové nebo také Cornelia de Lange syndrom se déli do né€kolika typt, z nichz
kazdy mé riznou genetickou pfi¢inu. Nalezeny byly mutace geni NIPBL (5pl3;
MIM* 608667), SMC1A4 (Xp11; MIM* 300040), SMC3 (10g25; MIM* 606062), RAD21 (8q24;
MIM* 606462), HDACS (Xq13; MIM* 300269) nebo BRD4 (19p13; MIM* 608749). Fenotyp
muze zahrnovat rustové a psychomotorické opozdéni, ID, PAS, malformace koncetin,
rozstépové vady patra (Databaze OMIM, 2024b, 2023b, 20231, 2022d, 2021a, 2020c; Moss
a kol., 2012).

Syndrom Noonanové (MIM# 163950 pro subtyp 1)
Syndrom Noonanové, podobné jako syndrome de Langeové, je skupinou poruch

s heterogennim genetickym podkladem. Identifikovany byly mutace gentt PTPNI1I (12q24;
MIM* 176876), LZTRI (22q11; MIM* 600574), KRAS (12p12; MIM* 190070), SOS1 (2p22;
MIM* 182530), RAFI (3p25; MIM* 164760), NRAS (1p13; MIM* 164790), BRAF (7q34;
MIM* 164757) a dalsi. Syndrom se fadi mezi tzv. RASopatie, pti kterych dochdzi k poskozeni
genti pro komponenty RAS/MAPK signdlni drahy. Spoleénymi rysy riznych podtypt
syndromu Noonanové jsou piedev§im maly vzrist a vrozené srde¢ni vady, pozorovany byly

1 PAS (Adviento a kol., 2014; Databaze OMIM, 2022¢).

Syndrom fragilniho X (MIM# 300624)
Syndrom fragilntho X je zplGsoben mutaci v genu FMRI (Xq27.3; MIM* 309550)

mechanismem expanze trinukleotidi CGG (s 200 a vice opakovanimi) v kombinaci
s abnormalni methylaci. Nasledkem poruchy funkce tohoto genu byva ID. Muze se vyskytnout
také PAS, hypermobilita kloubi, skolioza a rtizné dalsi obtize. Vizualnimi projevy syndromu
jsou typicky podlouhly obli¢ej, zv&tSené usi a vyrazné Celisti (Databaze OMIM, 2022f; Lubbers
a kol., 2022).

4.4 Spolecné rizikové lokusy v etiologii PAS
a neuropsychiatrickych poruch

Riiznd pozorovani naznacuji, Ze genetické aspekty autismu mohou byt uUzce spjaty
s genetickymi aspekty nekterych dalSich neuropsychiatrickych onemocnéni, zejména ADHD
a schizofrenie, ptipadné bipolarni ¢i depresivni poruchy. Hovofii se napiiklad o spole¢nych
rizikovych lokusech. Pozorovani podporuje fakt, Ze zminéné neuropsychiatrické poruchy se
n¢kdy vyskytuji spolecné (Hollocks a kol., 2019; Polderman a kol., 2014; Stahlberg a kol.,
2004).
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Spole¢na rizikova mista v genomu pro PAS, ADHD, schizofrenii, bipolarni a depresivni
poruchu popisuje napf. metaanalyza Smoller a kol. (2013). Ta nalezla asociaci urcitych
jednonukleotidovych polymorfismt (SNP) se vS§emi vyjmenovanymi poruchami. Zejména SNP
pro podjednotky napétoveé fizenych vapnikovych kanali (geny CACNAIC, CACNB2; MIM*
114205 a 600003).

4.5 Mitochondrialni dédi¢nost u PAS

Vzhledem ke kli¢ovému postaveni mitochondrii v metabolismu bunék a organismu celkové,
mohou deficity ve fungovani mitochondrii ¢i defekty v mitochondridlnim genomu zasadné
ovlivnit vyvoj a zdravotni stav jedince. Doklady o pozorovani mitochondrialnich poruch tak
existuji 1 u pacientl s autismem. Jedna se zejména o defekty v dychacim fetézci a oxidativni

fosforylaci, naptiklad v enzymovych komplexech I nebo II (Weissman a kol., 2008).

4.6 Epigeneticka dédi¢nost u PAS

Epigenetika je velmi aktudlni védni disciplinou, jejiz poznatky jsou vyuzitelné i ve vyzkumu
etiologie autismu. Diskutovanymi mechanismy jsou naptiklad methylace DNA, modifikace
histoni a remodelace chromatinu nebo deregulace microRNA. Disledkem téchto d&ju je

typicky zména exprese genetické informace.

Methylace DNA je proces, ktery obvykle vede k umlceni exprese dané nukleotidové
sekvence. Roli methylace v genové expresi Ize detailnéji demonstrovat i na nékterych genech,
kterym se tato prace jiz vénovala v pfedchozich kapitolach (4.2.1 a 4.4). Naptiklad exprese
genu SHANK3, u kterého se ptredpoklada asociace s PAS, a jehoz mutace je zdsadni
v patogenezi syndromu Phelanové-McDermidové, je silné regulovana pomoci oblasti CpG
ostrivki (iseklt DNA s velkou mirou methylace) (Uchino a Waga, 2013). Vyznamné muiZe byt
napiiklad také naruSeni genu MECP2 (viz Rettlv syndrom), coz je gen kodujici methyl-binding
protein 2. Methyl-vazajici proteiny pak hraji roli v methylaci dalSich genti diky své schopnosti
vazby k methylované DNA nebo schopnosti rekrutace korepresorli transkripce (Databdze

OMIM, 2021b; Peters a kol., 2013).

Epigenetické procesy mohou byt ovlivnény i mutacemi v genech, které koduji histonové
proteiny. To 1ze pozorovat na ptikladu genu HIST/IHIE (MIM* 142220), u které¢ho bylo
vysloveno podezieni na moZnou souvislost s PAS a s deficitem intelektu. Produkt tohoto genu

je histonovy linkerovy protein H1 zodpov€dny za spojovani a baleni nukleozomu, tedy
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v dtsledku za vyssi organizaci chromatinu. Mutaci v tomto genu pozorovala naptiklad studie
Duffney a kol. (2018), ktera nalezla de novo deleci v HISTIHIE vedouci ke sniZzeni exprese
tohoto genu u chlapce s PAS.

Ke vzniku NVO vcetn¢ PAS miize také prispét deregulace syntézy microRNA.
MicroRNA (miRNA) jsou molekuly se schopnosti posttranskripéni modifikace genové exprese,
kterou realizuji prostfednictvim RNA interference. Studie Vaccaro a kol. (2018) nalezla nékteré
konkrétni miRNA u pacientli s PAS signifikantné ¢astéji up-regulované nebo down-regulované

oproti zdravé kontrole (napt. miR34c-5p, miR92a-2-5p, miR19-b-1-5p a dalsi).

Epigeneticka studie Davide a kol. (2023), zamé&fena predev§im na proces methylace,
nalezla signifikantné zvySeny epigeneticky drift (hromadéni chyb v epigenetickych vzorech
v pribehu Zivota organismu) u vzorka krve a mozkové tkané pacienti s PAS oproti vzorkiim
zdravé kontroly. Studie rovnéZz objevila vzacné epigenetické zmény ve 41 genech. Nekteré
z téchto genl byly v literatufe jiz diive oznaCeny jako asociované s PAS, vétSina téchto
epigeneticky modifikovanych genti (35) vSak v souvislosti s autismem zkoumana jeste nebyla.
Autofi studie vefi, ze diky funkci a vlivu téchto genli na procesy nezbytné pro spravny vyvoj
nervové soustavy — transkripce, oxidativni metabolismus v mitochondriich, syntéza lipida,
vznik a modelace neuronovych vybézka, tvorba synapsi apod — by tyto vysledky mohly byt pro

budouci vyzkum velmi zajimavé.
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5 Metody pro vysetrovani abnormalnich
genetickych variant a pro statisticke
zpracovani vysledku prace

5.1 Karyotypovani

Karyotypovéani je jiz pomérné dlouho zndmou metodou tzv. konvenéni cytogenomiky,
naptiklad metoda G-pruhovani je znama od 70. let minulého stoleti (Sanchez a kol., 1973). Pro
svoji relativni jednoduchost a nizkou cenu je to ale metoda v klinické praxi stidle hojné
vyuzivana. Vystupem metody je vizualizace souboru jaderné¢ho genetického materidlu bunék,
coZz umozni nasledny cytogenomicky rozbor a zhodnoceni piipadnych numerickych C¢i

strukturnich abnormalit daného karyotypu.

Pro metodu karyotypovani se preparaty nejcastéji zhotovuji z kultivovanych lymfocyta
periferni krve (u kterych je potieba indukce déleni pomoci fytohemaglutininu), amniocyt nebo
choriocytl. Pro pozorovani chromozomil ve svételném mikroskopu je nutno bunécény cyklus
kultivovanych bunék zastavit v metafazi mitotického dé¢leni, ve které je chromatin plné
spiralizovany a je barvitelny. Nasleduje fixace mitdz na sklicko a takto pfipraveny preparat je
nasledn¢ inkubovdn v roztoku enzymu trypsinu. Trypsin naru$i proteinovou strukturu
chromozomul a umozni tak jejich barvitelnost. Barvitelnost riznych usekti chromozomu zavisi
na uspoiadani heterochromatinu a euchromatinu. Cim je koncentrace proteinti v daném tseku
vetsi (a tedy genovy obsah mensi — charakteristické pro heterochromatin), tim se zde uchyti
vice barvy a oblast se barvi tmav¢ji. Naopak genoveé bohaté oblasti s menSim zastoupenim
proteinl (euchromatin) se barvi svétleji. Vysledkem jsou tak ptficné pruhy. Pro barveni se

pouziva nejcastéji barvivo Giemsa-Romanowski (G-pruhovani) nebo Wrightovo barvivo.

Po obarveni chromozomil se sestavuje tzv. karyogram — zobrazeni chromozomil
sefazenych a o€islovanych po parech homologii podle velikosti (od nejvétSich k nejmenSim
s vyjimkou part 21 a 22). Ptiklad karyogramu zachycuje obrazek 3. Pruhovani (pocet pruht
a jejich uspofadani) je pro kazdy chromozom charakteristické a umoZznuje tak odhalit genetické
ptestavby. Pruhy (a rovnéz chromozomové piestavby) se popisuji podle aktudlné platného
mezinarodniho systému pro cytogenetickou nomenklaturu ¢lovéka (An International System

for Human Cytogenetic Nomenclature, ISCN).
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Vyhodou této metody je jiz zminiovana dostupnost a moznost vysetieni celého genomu
najednou. Za nevyhodu muize byt povazovana moznost pouziti jen pro detekci usekd vétsich

nez 5 Mb, jelikoz rozliSovaci schopnost metody je 5-10 Mb (Shen a kol., 2016).
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Obrazek 3 Muzsky karyotyp (46,XY) vizualizovany pomoci G-pruhovani. Vievo (A) je zobrazeni piivodniho
rozlozeni chromozomii tak, jak jej lze pozorovat v mikroskopu, vpravo (B) je zobrazeni chromozomii usporadanych
do karyogramu. (Prevzato z Roshtkhari a Setarehdan (2008)).

5.2 Fluorescenc¢ni in-situ hybridizace (FISH)

Metoda FISH je metodou molekuldrni cytogenomiky. Spociva v hybridizaci fluorescencné
znaCenych sond ke komplementarni sekvenci vySetfované DNA. Slouzi tak ke zjisténi
pritomnosti a klokalizaci konkrétniho tUseku DNA pomoci vizualizace v podobé
fluorescencniho signalu. Rovnéz je vyuzivana k urCeni poctu kopii sekvence v bunikdch nebo
ke zjisténi ptivodu marker chromozomu. K vySetfovani vzorkli pomoci metody FISH Ize na
rozdil od karyotypovani pouZzit mimo metafdzni chromozomy také interfazni jadra, nebot’ sondy

jsou schopny proniknout jadernymi pory a vézat se na interfazni DNA.

Zakladem metody je denaturace DNA vzorku a znacené sondy a nasledna hybridizace
jednotetézclit DNA. Hybridizace je pojem oznacujici spojeni dvou vlaken jinych molekul DNA
na zaklad€¢ komplementarity bazi, v tomto pfipad€ spojeni vladkna vySetfované DNA a vlakna
znacené sondy. Oznaceni ,,in-situ* (na mist¢) odkazuje na skutecnost, Ze k hybridizaci dochazi
pifimo ve vySetfovaném materidlu, nikoli na izolované DNA. Pro zobrazeni veskerého
genetického materidlu se pridava také nespecifické fluorescenéni kontrastni barvivo, které

funguje jako interkalacni ¢inidlo vézajici se do malého zlabku DNA, nejcastéji DAPI.
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Ptiprava preparati pro FISH je obdobnd jako u karyotypovani, 1i§i se jen princip
barveni. Mnoho sond je dnes jiz komeréné dostupnych. Sondy se déli na lokus specifické,
satelitni (centromerické, subtelomerické¢) a malovaci. K zachyceni diagnostickych ¢i
kontrolnich signalti se pouziva fluorescencni mikroskop s riiznymi barevnymi filtry. Vysledny

obraz muze vypadat naptiklad tak, jak zachycuje obrazek 4.

Vyznamnou vyhodou této metody je jeji specificita, respektive specificita sond. Na to
se vSak vaze nevyhoda metody v podobé moZnosti vySetieni jen té cilové DNA, se kterou je
dané sonda komplementéarni (tedy je tfeba dopiedu znat cil naSeho zkouméani). Rovnéz neni
mozn¢ identifikovat pfesny rozsah aberace. RozliSovaci schopnost metody je cca 100 kb (Silva

a kol., 2019).

Obrazek 4 Vysledek vysetreni metodou FISH. Zobrazeny jsou metafazni chromozomy a interfazni jadro.
Fluorescencni signaly znaci pritomnost 2 chromozomut X (centromericka sonda — zelena) a genu SRY (lokus
specificka sonda — cervena). Jedna se tedy o konstituci XX s translokact genu SRY pochazejiciho z chromozomu
Y na chromozom X. Tento stav usti v muzsky fenotyp s zenskou konstituci pohlavnich chromozomii. (Prevzato
z Ibrahim a kol. (2023)).

5.3 Komparativni genomova hybridizace na ¢ipu (aCGH)

Array CGH je metodou molekularni cytogenomiky. Je zaloZena na kvantitativnim porovnavani
genomu pacienta a referen¢ni genomové DNA (normalni kontroly). Oba genomy jsou znacené

odlisnymi fluorescen¢nimi barvami a hybridizuji se souc¢asné na cipu.

Cip byva sklicko slouzici jako nosi¢ mnoha kratkych oligonukleotidovych fragmentt
fungujicich jako sondy. Kazda sonda je na ¢ipu zastoupena ve vice kopiich a dohromady mohou
pokryvat cely genom. Cipy se ale mohou lisit délkou sond a rovnéZ i hustotou pokryti, coZ jsou

faktory urcujici rozliSovaci schopnost této metody. Vyrabi se taktéz Cipy optimalizované pro
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vySetfovani konkrétnich poruch ¢i syndromi. Vysledek hybridizace porovnavanych genomt se
sondami se projevi jako fluorescencni signdl, jehoz intenzita je v kazdém bod¢ ¢ipu hodnocena
pomoci laserového skeneru. Pievazujici signal vysSetfovaného vzorku znaci amplifikaci daného
useku, prevazujici signal kontrolni DNA znaci deleci useku vysSetfované DNA a vyrovnané
intenzity obou genomu tvofi fuzni signal (bez numerické odchylky testovaného vzorku oproti
kontrole). K zobrazeni vysledkl se vyuziva pocitacovy software a k vyhodnoceni patogenity
variant a jejich pfipadnych klinickych a fenotypovych aspekti pak rtizné online genetické
databaze. Nalezené varianty jsou hodnoceny dle mezinarodné¢ uznavané klasifikace jako
benigni, pravdépodobné benigni, patogenni, pravdépodobné patogenni a neni-li k dispozici
dostatek relevantnich informaci, lze je oznacit jako VUS — varianty nejasného klinického
vyznamu (variants of uncertain significance). Stru¢ny princip a popis metody microarray CGH

ilustruje obrazek 5.

Velkym ptinosem této metody je jeji rozliSeni. RozliSeni se mlzZe liSit v zavislosti na
¢ipu, avSak obvykle se pohybuje kolem 20-200 kb. Lze identifikovat pomérné presny rozsah
mikrodeleci a mikroduplikaci. Rovnéz neni obvykle potfeba kultivace bunék. Naopak mezi
nevyhody patfi nemoznost odhalit balancované ptestavby, podstatu strukturnich pfestaveb,

uniparentalni disomii nebo nizkofrekvencni mozaicismus (Silva a kol., 2019).

Fluorescenéné znaceny Flucrescenéné znaceny
referencni vzorek vzorek pacienta

Smichani vzork a aplikace na hybridizaéni Eip

Hybridizace

Pocitacova analyza
Pomeér fluorescence —— — S — e Duplikace
jednotlivych barev T Delece
Obrazek 5 Schéma ilustrujici princip metody array CGH. (Prevzato a prelozeno z Frost a van Campen (2024)).
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5.4 Statistické metody vyuzité k charakterizaci souboru
a testovani zvolené hypotézy

K charakterizaci zkoumaného souboru jsou nejCastéji vyuzivany zakladni nastroje popisné
statistiky (aritmeticky pramér, modus, medidn, minimum a maximum) umoziujici sumarizaci

a interpretaci dat (Minatik, 2000).

Pro testovani zvolené hypotézy (viz. kapitola 6 a kapitola 7.4), kterd porovnava dvé
kategorialni proménné, se vyuZzivaji nastroje exaktnich statistickych testti — chi kvadrat testu
a Fisherova testu. Chi-kvadrat test sleduje nezavislost kategoridlnich proménnych
prostiednictvim nulové a alternativni hypotézy. Nulova hypotéza (Ho) obvykle tvrdi, Ze mezi
proménnymi neni Zadna zavislost, zatimco alternativni hypotéza (H:) tvrdi, ze mezi
proménnymi n¢jaky vztah existuje. Vysledkem je statistika y*> (presnéji odhad) vyjadiujici
rozdil mezi pozorovanymi a ocekdvanymi frekvencemi hodnot v tabulce. Nasledné je
vypoctena p-hodnota udavajici pravdépodobnost, ze by rozdil mezi pozorovanymi

a oCekavanymi frekvencemi vznikl ndhodné.

Pouzitim Fisherova testu statistické vyznamnosti Ize vypocitat piesnou
hodnotu p, v tomto piipad¢ odchylku od nulové hypotézy. Nulova hypotéza zde predstavuje
nezavisly vztah dvou veli¢in a tedy ze pozorované frekvence odpovidaji vypoctenym

ocekavanym frekvencim.

Zékladem je kontingencni tabulka slouzici jako ndstroj pro sumarizaci dat a nasledné
porovnani vztahu statistickych znaka. Chi-kvadrat test se pouziva piedevsim v ptipadech, kdy
jsou ocekavané cetnosti v buitkach kontingencni tabulky vychozich dat dostate¢né vysoké
(vétsinou nad 5). Naopak pouziti Fisherova testu je vhodné pii malych ¢etnostech v butikach
kontingenc¢ni tabulky. Pro oba testy tedy plati, ze pokud je p-hodnota mensi nez hladina
vyznamnosti, obvykle stanovend na 5 % (0,05), je nulova hypotéza zamitnuta a pfedpoklada se
vzajemna zavislost proménnych. UZziteCnou statistickou hodnotou u obou testli je také
odds-ratio (OR) odraZejici silu vztahu mezi proménnymi, respektive pomé&r pravdépodobnosti.
Je moZné také vypocitat interval spolehlivosti (CI) neboli rozpéti hodnot, ve kterém se s urcitou
pravdépodobnosti, obvykle 95 %, nachazi skute¢nd hodnota odhadovaného parametru (Kim,

2017).
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6 Cile prace

Hlavnim cilem této diplomové prace je detekce a hodnoceni abnormalnich genetickych variant
u jedinct s poruchami autistického spektra pomoci metod cytogenomiky. Préace si klade za cil
poskytnout ucelenou charakteristiku vybraného souboru jedincti s PAS z genetického hlediska
a tim pfispét k prohloubeni pochopeni vztahu mezi etiologii autismu a genetickymi aspekty.

Ptehled jednotlivych cild prace shrnuje néasledujici seznam:

1. Provést vysetfeni genomu jedinct z definovaného souboru s dirazem na vysetieni pomoci
metody array CGH. RovnéZz provést vySetfeni karyotypovanim a u vybranych ptipada
FISH.

2. Statisticky charakterizovat vybrany vySetfovany soubor pomoci nastroji popisné statistiky
a rozttidit podle pohlavi, obdrzené diagndzy, vysledku vySetieni (ndlez / bez patologického
nalezu) a zahrnout informace o ptfipadnych ptibuzenskych vztazich.

3. Analyzovat a statisticky zpracovat data o abnormalnich genetickych variantich ziskana
z vySetfeni jedincii s PAS nebo s PAS v kombinaci s dalSimi komorbiditami. Popsat
a rozttidit nalezy podle:

e charakteru detekované CNV (amplifikace / delece)

e Jlokalizace varianty (na zakladé cytogenetickych pruhti a pocatecnich a koncovych
pozic sond na Cipu)

¢ minimalniho rozsahu

e hodnoceni nalezu (benigni, pravdépodobné benigni, patogenni, pravdépodobné
patogenni, VUS, HFLP, pienaSecstvi AR ¢i X-vazanych poruch)

e pokud je to mozné, urCit ptivod varianty (maternalni, paternélni, de novo)

Porovnat nalezy s dosud publikovanymi studiemi.

4. Porovnat mezi sebou vysledky analyz genomu ziskanych uvedenymi odlisnymi metodami
a posoudit jejich pfinos pro vySetfovani genomi jedincti s PAS.

5. Zaméfit se podrobnéji na genetické faktory v etiologii PAS akomorbidnich NVO
prostiednictvim exaktniho statistického testovani hypotézy: ,,Abnormalni genetické
varianty hodnocené jako patogenni, pravdépodobné patogenni ¢i VUS se Castéji vyskytuji
u pacientll s komorbidnimi neurovyvojovymi onemocnénimi nez u pacientll s izolovanou

vvvvvv

6. Uvést pfipady nalezi u vybranych pacientli formou kazuistik.
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7 Material a metody

7.1 Charakteristika a statistické zpracovani souboru

Soubor sestaval zcelkového poctu 360 pacienti s PAS, kteti prisli do ordinace

1ékaiti — klinickych genetikti do Fakultni nemocnice v Motole v letech 2022-2025.

7.1.1 Pohlavi
Z teéchto celkovych 360 jedinct bylo 93 Zenského pohlavi (26 %) a 267 muzského pohlavi

(74 %; obrazek 6). Takové rozlozeni odpovida poméru ptiblizné 1:3 (presnégji 1:2,87).

Zastoupeni pohlavi

= divky (26 %) = chlapci (74 %) celkem jedincu: 360

Obrazek 6 Graf zndazoriujici pomér zastoupeni pohlavi v analyzovaném souboru.

7.1.2 Vék

Stafi nejmladSiho jedince v dobé prvniho vySetfeni klinickym genetikem bylo
13 mésict, stafi nejstarSiho jedince pak 42 let. Primérny vek se rovnal 7,2 roku. Median prvni
navstévy Cinil 5 let a 1 mésic a modus 3 roky veéku (viz tabulka 3). Nejcastéji se tedy dit€¢ s PAS
v doprovodu dospélych poprvé dostavilo do genetické ambulance ve véku 3 let, coz byva vék,
ve kterém je obvykle jiz dobfe patrna manifestace projevii PAS (napf. tzv. ,autisticky regres®,

viz kapitola 2.1).
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Tabulka 3 Vek pacientii v dobé jejich prvniho vySetreni lékarem — klinickym genetikem.

vék v dobé prvniho vysSetfreni

nejmladsi pacient: 13 mésicl = 1 rok a 1 mésic

nejstarsi pacient: 504 mésicl = 42 let

pramérny vék pacientt (aritmeticky primér): 86,83 mésice = 7,2 roku
stfedni hodnota véku pacientd (median): 61,5 mésice=5 let a 1 mésic
nejcastéjsi vék pacientli (modus): 36 mésicl = 3 roky

7.1.3 Zastoupeni jednotlivych diagnoz PAS
Obrazek 7 predstavuje graf rozlozeni jednotlivych diagndéz pacienti v ramci poruch

autistického spektra.

Zastoupeni diagnoz v rdmci autismu
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autismus syndrom dezintegracni
porucha

Obrazek 7 Zastoupeni jednotlivych diagnoz PAS.

V souboru dominovalo zastoupeni détského autismu (164 jedincl), nasledované
zastoupenim atypického autismu (50 jedinci). Diagnézu Aspergeriv syndrom obdrzelo
17 jedinch. V souboru se vyskytl jeden piipad Rettova syndromu a jeden piipad détské
dezintegracni poruchy. U zbylych pacientil nebylo v 1ékaiskych zpravach specifikovéano, o jaky

konkrétni typ PAS se jedna.

7.1.4 Osobni a rodinna zatéz neurovyvojovymi obtiZemi

Komorbidni NVO k PAS zahrnovaly ADHD / ADD, ID, specifické poruchy uceni (dyslexie,
dysgrafie, dysortografie, dyskalkulie), dyspraxii, OCD, depresivni poruchu, uzkostnou
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poruchu, tikovou poruchu (napt. Tourettiv syndrom), schizofrenii, poruchu osobnosti,
specifické fobie, poruchy piijmu potravy (mentalni anorexie, mentalni bulimie) a dalsi obtize
rodinnych pfislusniki podobné obtizim probanda (PAS, poruchy fte¢i a jejiho vyvoje,
psychomotorické opozdéni). Ptidruzené NVO k PAS bylo popsano u 65,8 % (237 pacienti),
zatimco PAS bez pridruzenych neurovyvojovych obtizi byla zaznamendna u 34,2 %
(123 jedincit). Pozitivni rodinna anamnéza stran NVO u pacientd s PAS (at’ uz samotnym ¢i
s neurovyvojovymi komorbiditami) byla v souboru nalezena v nadpolovi¢ni vétSiné piipadi
(52,2 %) —u 189 pacienti. Z toho ve 129 ptipadech pozitivni rodinné anamnézy trpél proband
s PAS 1 dal§imi ptfidruzenymi NVO, u probanda s PAS bez komorbidit byla pozitivni rodinna
anamnéza odhalena témé&f 2x méné Casto, v 60 ptipadech. Tabulka 4 se vénuje osobni a rodinné
z4tézi stran NVO a tabulka 5 uvadi informace o zastoupeni dvou nejcastéjSich NVO v tomto
souboru (ADHD / ADD a ID). Tabulka 6 mapuje osobni a rodinnou zatéz tykajici se epilepsie.
Epilepsie nebyla v souboru pacientii s PAS vzacnym jevem, proto je ji vénovana celé tabulka 6.
Na zaklad¢ oddé€leni epilepsie v mezinarodni klasifikaci nemoci MKN-10 od neurovyvojovych
poruch, je epilepsie 1 v této praci vyClenéna samostatné. Epilepsie byla zaznamenana v 10,3 %
piipadii pacienti s PAS (u 37 jedincit). Z téchto 37 jedinctt méelo pozitivni rodinnou anamnézu
stran epilepsie 9 pacientil. Pacienti s PAS, ktefi sami epilepsii netrpéli, ale v jejich rodiné byl
zaznamenan vyskyt epilepsie, bylo 40. Souhrnem se tak v celém souboru vyskytlo 49 ptipada

rodinného vyskytu epilepsie.

Tabulka 4 Osobni a rodinnd zatez NVO u pacientit s PAS. V horni (bilé) casti je uvedena osobni zatéz — komorbidni
NVO k PAS. Spodni cast (zelend) uvadi informace o rodinné zatezi — vyskytu PAS ¢i jinpch NVO v rodiné pacienta.

PAS +jiné NVO 237 (65,8 %)

PAS samotny 123 (34,2 %)

celkem pacient 360

PAS s dalsim NVO, genealogie pro PAS i jina NVO pozitivni 129
PAS s dalsim NVO, sporadicky vyskyt 108
PAS sam, genealogie pro PAS ¢i jind NVO pozitivni 60
PAS sam, sporadicky vyskyt 63
celkem pacientt 360
celkem pripadul pozitivni genealogie 189 (52,5 %)
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Tabulka 5 Tabulka mapujici zastoupeni nejcastéjsich NVO v souboru a konkrétni pocty zasazenych jedincii.

jedinci zastoupeni
ID 193 53,6 %
ADD/ADHD 112 31,1%

Tabulka 6 Osobni a rodinna zatéz epilepsii (EPI) u pacientii s PAS. V horni (svétle zelené) casti je uvedena
osobni zatéz — komorbidni EPI k PAS. Spodni cast (tmavsi zelena) uvadi informace o rodinné zatezi — vyskytu
EPI v rodiné pacienta.

PAS + EPI 37
PAS bez EPI 323
celkem pacientu 360
komorbidni EPI u pacientti s PAS 10,3 %
PAS s EPI, genealogie stran EPI pozitivni 9
PAS s EPI, sporadicky vyskyt EPI 28
PAS bez EPI, genealogie stran EPI pozitivni 40
PAS bez EPI, genealogie stran EPI negativni 283
celkem pacientu 360
celkem pfipadi pozitivni genealogie stran EPI 49

Ve vySetfovaném souboru bylo zahrnuto i Sest sourozeneckych dvojic (v€etné€ dvou pari
monozygotnich dvojcat) a jedna sourozenecka trojice. Ve vSech téchto pripadech vykazovali

sourozenci velmi podobny fenotyp, jak detailnéji piiblizuje tabulka 18.

7.2 VySetifované vzorky a postup vySetrovani souboru

7.2.1 VySetfované vzorky

Soubor sestaval zcelkového poctu 360 pacientl s PAS, ktefi byli vySetfeni klinickym
genetikem v ramci Ustavu biologie a lékaiské genetiky 2. LF UK a FN Motol v letech
2022-2025. Primarnim materidlem u vSech vzorkli souboru byla periferni krev. Potifebné
mnozstvi periferni krve k vySetfeni se li§i v zavislosti na konkrétni metod¢. Pro vySetfeni
karyotypu a FISH bylo zapotiebi 3 ml periferni krve, u novorozencti 1-2 ml. Pro vySetieni array
CGH bylo tfeba 4 ml periferni krve, u novorozencii 1-2 ml. Pro eliminaci koagulace krve byly
vzorky urcené k vySetfeni karyotypu uchovavany ve zkumavkach s obsahem lithium-heparinu
a vzorky urcené k vySetfeni array CGH v KGEDTA zkumavkach (zkumavky se sténami

preparovanymi tri-draselnou soli EDTA — kyseliny etylendiamin tetraoctové).
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7.2.2 Postup vySetiovani souboru
Konkrétni postup a sled vySetieni zavisi vzdy na unikétnich okolnostech stavu daného pacienta.

Obvyklé schéma laboratorniho vySetieni pacientl s PAS probihalo nasledujicim zptisobem:

1. vysSetieni karyotypu

2. vysSetieni syndromu fragilniho X chromozomu metodou PCR a TP-PCR
3. FISH

4. array CGH

5.

dalsi vysetfeni metodami molekularni genetiky, napt. NGS, WES, MLPA apod.

U drtivé vétSiny pacientii s neurovyvojovymi obtizemi je sekvencni postup vySetfovani
zapocat vySetfenim karyotypu. Naslednym krokem, zejména u pacientd s ID, je vySetieni
syndromu fragilniho X molekularni metodou PCR / TP-PCR, jelikoZ syndrom fragilniho X je
(u chlapcti) z genetického hlediska nejcastéjsi pfi¢inou deficitu intelektu (Crawford a kol.,
2020). Ve vétsing pripada je dalSim krokem vysSetieni array CGH. Pii podezieni na konkrétni
syndromy, mutace v konkrétnich genech nebo napft. pii negativnim néalezu vSech piedchozich
metod se v poslednim kroku v nékterych ptipadech ptistupuje k vysetieni dalSimi metodami
molekularni genetiky, jako jsou MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
nebo metody sekvenovani nové generace (NGS). O indikaci ke konkrétnim vySetfenim a jejich

potadi rozhoduje 1ékai a mize se u riznych pacientt lisit.

7.3 VySetrovaci metody

Nasledujici kapitola uvadi podrobné pracovni postupy, dle kterych byly provadény metody pro
vySetfovani abnormalnich genetickych variant v cytogenomické laboratofi. Rovnéz jsou vzdy
uvedeny pouzité chemikalie a specialni vybaveni, které tyto metody vyZzaduji. Samotnému
cytogenomickému vySetieni pfedchdzi zpracovani vzorkl krve, pro néktera vySetteni kultivace
bun¢k, nasledn¢ izolace DNA. Tyto laboratorni ukony provedli u vSech vzorkli zkuSeni
pracovnici UBLG 2. LF UK. Informace o chemikaliich a piistrojich potiebnych pro tyto
procedury nebudou v nasledujicim shrnuti pouZzité metodiky cytogenomickych vySetfeni

zahrnuty.

7.3.1 Karyotypovani
Vysetteni karyotypu bylo provedeno u 331 (z celkovych 360) pacientti. Karyotyp vSech téchto
pacientli byl analyzovan zkuenymi pracovniky UBLG 2. LF UK a FN v Motole; u 144 z nich

jsem pod dohledem zkuSeného pracovnika provedla reanalyzu karyotypu za uc¢elem osvojeni si
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metody. U 29 pacientli vySetieni karyotypovanim provedeno nebylo. Diivodem neprovedeni
vySetfeni byl obvykle nezdjem u samoplatct (n€kterych pacienti zahrani¢niho pivodu), nebo
bylo rovnou pfistoupeno k array CGH, pokud pacient s PAS nem¢l ve fenotypu napadnégjsi
odchylky a nebyl tak ptedpoklad pozitivniho nalezu v karyotypu. Vstupnim materidlem u vSech

vySetfeni karyotypovanim byla periferni krev.

Pouzité chemikalie a technické vybaveni

Tabulka 7 Prehled pouzitych chemikalii pro metodu karyotypovani.

PFiprava vzorku a fixace

Hypotonicky roztok 0,075M KCl (3,8 g prdskového KCI na 1000 mi destilované vody)

Fixacni smés — ledova kyselina octovd, methanol 1:3

PFiprava barvici smési

Praskovy trypsin (1:250)
Fosfatovy pufr (0,1 mol/l o pH 6,8)

Roztok versen-trypsinu (6 ml 2,5% trypsinu, 400 ml versenu)
Wrightovo barveni

Wrightova eosinmetylenova modf

GurrQv pufr

Mikroskopovani

Imerzni olej

Tabulka 8 Prehled specialnich pristrojii a pomiicek pouzitych pro metodu karyotypovani.

Pfiprava vzorku a fixace

Cytogenomicky pristroj HANABI

Mikroskopovani a zobrazeni vysledku

Opticky mikroskop Leica DM2500 a snimaci zafizeni CoolCube MetaSystems

Karyotypovaci software MetaSystems lkaros

Postup prace
Ptiprava preparatu:
1. Pfed samotnou fixaci jsou buiiky z odebran¢ho biologického materialu kultivovény
a vzorky jsou dale zpracovany pro Ucely naslednych vySetfeni. Kultivace lymfocyti
periferni krve je tfidenni proces, jehoZ zdkladem je pfidani kultivaéniho média
a fytohematoglutininu k plné periferni krvi. Kultivace je ukonena colcemidem

zastavujicim mitotické déleni bunék v metafazi.
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Fixace:

2.

14.

15.

Zkumavky s kultivovanymi vzorky krve centrifugujeme 10 minut pfi 1000 otackach
za minutu.

Odsajeme supernatant.

Resuspendujeme sediment v hypotonickém roztoku KCl (0,075M) zahiatém na
37 °C.

Inkubujeme 25 minut v termostatu pii 37 °C.

Ptidame 15 kapek fixa¢ni smési a promichame.

Inkubujeme 10 minut pti 37 °C.

Centrifugujeme 10 minut pfi 1000 otackach za minutu.

Odsajeme supernatant.

. Za soucasn¢ho protiepavani pridavame po kapkach fixa¢ni smes, cca 10 ml.
. Centrifugujeme 10 minut pti 1000 ota¢kach za minutu.
. Fixaci opakujeme 3 — 4x, dokud neni supernatant ¢iry a bezbarvy.

. Po poslednim odsati ptidame né€kolik kapek fixace a ze vzniklé suspenze kdpneme dvé

kapky na podlozni sklicko.

Sklicko protahneme nad plamenem a dosusime na plotynce pii 37 °C nebo susime
v ptistroji HANABI po dobu 105 vtefin.

Pomoci inverzniho mikroskopu zhodnotime hustotu a kvalitu mit6z, v ptipadé potieby

suspenzi naiedime a postup opakujeme s dalsimi skly od bodu 12.

Wrightovo barveni:

16.

17.

18.

19.

Nejprve rozpustime 0,3 g praSkového trypsinu (1:250) ve 100 g fosfatového pufru
a zahfejeme na pokojovou teplotu (cca 21 °C) / pii pouziti tekuté formy pipetujeme
1 ml 2,5% roztoku versen-trypsinu do zkumavek a doplnime do 100 ml fosfatovym
pufrem.

Preparéat fixovany na sklicku ponofime na nékolik vtefin do kyvety s roztokem
trypsinu o pokojové teploté. Doba je kontrolovana na prvnich sklech kazdého vzorku
a eventualné podle potifeby upravovana.

Naésledné sklicko na nékolik vtetin ponofime postupné do dvou kyvet naplnénych vzdy
100 ml fosfatového pufru.

Sklicko ve vodorovné poloze pielijeme barvicim roztokem (na jedno sklicko 0,9 ml

Wrightovy eosinmethylenové modii a 3 ml Gurrova pufru) a ponechdme plisobit po

33



dobu nékolika minut (¢as stanovujeme empiricky nejprve podle jednoho sklicka a dale

optimalizujeme).

Mikroskopovani a hodnoceni:

20. Pro hodnoceni mit6z pouzivame opticky mikroskop. Obarveny preparat prohlédneme
nejprve pod zvétsenim 100 — 150x.

21. V ptipadé nalezeni metafaze potencidln¢ vhodné k analyze kapneme na sklicko
imerzni olej a pomoci imerzniho objektivu pozorujeme mitézu v celkovém zvétSeni
1000 — 1500x.

22. Zhodnotime mitézu pomoci cytogenomickych parametri — pocet chromozomi,
konstituce pohlavnich chromozomt,, délka chromozomii, pocet a poloha
chromozomovych pruhi.

23. Zapiseme soufadnice polohy vhodné midzy na sklicku a zjiSténou konstituci karyotypu
do pracovniho protokolu. Takto numericky a strukturné hodnotime u kazdého jedince
obvykle 20 mitéz.

24. Vybrané mitdézy nasnimédme pomoci CCD kamery, zobrazime v pocitacovém softwaru
MetaSystems Ikaros a sestavime karyogram slouzici jako dokumentace provedené¢ho

vySetteni.

7.3.2 Fluorescenéni in-situ hybridizace

Provedla jsem dvé vySetfeni metodou FISH u jediného pacienta (pacienta 327) s podezienim
na zvétSeny blok heterochromatinu v satelitni oblasti kratkého raménka chromozomu 15, které
vyplynulo z piedchoziho vySetfeni karyotypu. VySetfeni bylo provedeno s cilem ovéfit, zda
usek neobsahuje nékteré geny. Jako kontrolni sonda pro chromozom 15 byla pouzita sonda
Aquarius Microdeletion Probe Prader-Willi/Angelman (lokus SNRPN) od vyrobce Cytocell.
Pro vySetfeni satelitni oblasti 15p byla pouZzita sonda Acro-P-Arm Probe ve smési
s centromerickou sondou Aquarius Satellite Enumeration Probe (lokus D15Z4) rovnéz od
vyrobce Cytocell. VySetfeni metodou FISH bylo z dlivodu moZné kauzality nalezu pro fenotyp
zahrnujici PAS indikovéano u dalSich dvou pacientli souboru. Prehled provedenych vySetfeni
1 ditvod jejich provedeni je uveden v tabulce 9. Vstupnim materidlem pro vSechna vySetieni

byla periferni krev.
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Tabulka 9 Prehled provedenych vysetreni metodou FISH.

pac. typ pouzité sondy ddvod vysetieni

centromericka (chr. 15)

centromericka (chr. 13/21) .
17 objasnéni plivodu marker chromozomu
centromericka (chr. 14/22)

centromerickd mFISH

centromerickd (chr. 9) e ) ) L
26 ovéreni pfitomnosti mozaiky trisomie chr. 9

subtelomericka (chr. 9)

lokus-specificka (chr. 15)
327 satelitni (chr. 15)

ovéreni plvodu nadbytecného gen. materialu a
vylouceni strukturni prestavby v rdmci chr. 15

centromericka sonda (chr. 15)

Pouzité chemikalie a technické vybaveni

Tabulka 10 Prehled pouzitych chemikalii pro metodu FISH.

Pfiprava preparatu

Fixacni roztok — ledova kyselina octova, methanol 1:3

Odvodnéni

Pufr SSC 2x koncentrovany (saline-sodium citrate, roztok chloridu sodného a citronanu sodného; pH 7,0)
0,05% roztok Tween 20 (polysorbdt 20; vyrobce Sigma Aldrich)
Ethanol o koncentracich 80 %, 96 % a 100 %

Aplikace sond

Hybridizacni pufr (souédst setii komeréné vyrdbénych DNA sond; vyrobce Cytocell)
Aquarius Microdeletion Probe Prader-Willi/Angelman (LPU 005; vyrobce Cytocell)
Aquarius Satellite Enumeration Probe (LPE 015G; vyrobce Cytocell)

Acro-P-Arm Probe (LPE NOR; vyrobce Cytocell)

Odmyti

Pufr SSC 0,4x koncentrovany (pH 7,0)
Pufr SSC 2x koncentrovany (pH 7,0)
0,05% roztok Tween 20 (vyrobce Sigma Aldrich)
Aplikace DAPI

DAPI Antifade (soucdst setii komeréné vyrabénych DNA sond; vyrobce Cytocell)
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Tabulka 11 Prehled specialnich pristrojii a pomiicek pouzitych pro metodu FISH.

PFiprava preparatu

Diamantové pero

Mikroskop s fazovym kontrastem Meopta DN 816 Bi

Odvodnéni
Topna deska Stuart SD160 nebo Thermometer VD-1M
Aplikace sond

Izola¢ni a fixa¢ni lepidlo Fixo gum (vyrobce Marabuwerke GmbH)
Topna deska Stuart SD160 nebo Thermometer VD-1M
Denaturace a hybridizace sond a cilové DNA

Pfistroj Thermobrite

Odmyti

Vodni lazeri Niive BM302
Teplomér pro kontrolu teploty vodni [azné
Aplikace DAPI

Fixacni lak

Mikroskopovani a zobrazeni vysledk

Fluorescen¢ni mikroskop Zeiss Axioimager Z1 s CCD kamerou MetaSystems

Software MetaSystems ISIS

Postup prace

Ptiprava preparatu:

1.

Pro vysetfeni FISH jsou pouzivany nativni nebo kultivované buniky z odebraného
primarniho biologického materialu. Je vytvorena bunééné suspenze a provedena fixace
na podlozni sklicko. Postup fixace je obdobny jako u fixace preparatt pro karyotypovani
(viz kapitola 7.3.1). Hustotu suspenze (kvalitu a rozloZeni mit6z na podloznim sklicku)
oveéfime pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem. Pokud je suspenze piili§ husta,
rozfedime ji fixaCnim roztokem a protiepeme. Pokud je suspenze naopak pftilis fidka,
zahustime ji centrifugaci po dobu 10 minut pfi 1000 otd¢kach za minutu a poté
odebereme takové mnozstvi supernatantu, aby byl vysledny objem suspenze mensi nez
vychozi. Na podloznim skli¢ku kiizkem vyzna¢ime diamantovym perem vhodné misto
pro pozdéjsi aplikaci hybridizacnich sond — misto s kvalitnimi mitézami a idealni
hustotou suspenze. Takto zpracované preparaty jsou uchovavany v chladni¢ce pfii

teploté +2 °C az +8 °C.

Odvodnéni:

2. Preparat (sklicko se vzorkem) ponotfime za pokojové teploty (cca 21 °C) na 2 minuty

do roztoku (pufru) 2x SSC + 0,05% Tween.
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3. Nasledn¢ preparat odvodiujeme vzestupnou alkoholovou fadou — vzdy po 2 minutach
v 80%, 96% a 100% roztoku ethanolu.

4. Preparat nechdme oschnout v Sikmé poloze a posléze jej umistime na topnou desku
vyhtatou na 37 °C.

Aplikace sond:

5. DNA sondy (uchovavané v mrazniCce) v ptipadé potfeby natedime hybridizacnim
pufrem dle ndvodu od vyrobce.

6. Pipetou aplikujeme sondu na podlozni sklicko — mnozstvi sondy je uréeno rozmérem
kryciho sklicka, pro sklicko 15x15 mm je tfeba pipetovat 2,9 ul roztoku.

7. Piekryjeme krycim sklickem a pfitlaéime pomoci pinzety tak, aby se kapka rozlila po
celém povrchu kryciho sklicka a nikde (zejména pii okrajich sklicka) nezlstaly
vzduchové bubliny.

8. Kolem okrajil kryciho sklicka naneseme vrstvu tésniciho lepidla Fixo gum.

9. Preparat zakryjeme (chranime pted svétlem) a nechame nékolik minut na topné desce

vyhtaté na 37 °C, dokud nedojde k iplnému zaschnuti lepidla.

Denaturace a hybridizace sond a cilové DNA:

10. Vzorky vlozime do pristroje Thermobrite, ktery zajistuje vhodné podminky pro

prubéh denaturace i hybridizace cilové DNA a DNA sond — inkubujeme pii 75 °C
3 minuty, posléze pii 37 °C cca 19 hodin.

Odmuyti:

11. Nésledujiciho dne odstranime pinzetou z preparatl lepidlo a sejmeme kryci sklicko.

12. Podlozni sklicko se vzorky ponofime na 2 minuty do vodni 14zné& s roztokem 0,4x SSC

vyhtatym na teplotu 72 °C (teplotu ovétime teplomérem).

13. Nésledn¢é preparat vlozime na dobu 1 minuty pifi pokojové teplot¢ do roztoku

2x SSC + 0,05% Tween.

14. Preparat nechame v Sikmé poloze oschnout.

Aplikace DAPI:

15. Na kiizkem oznacené misto naneseme roztok DAPI Antifade v mnozstvi 4,2 pl

a prekryjeme krycim sklickem 18x18 mm. Opatrné na kryci skli¢ko zatla¢ime pomoci
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vrstvy buni€iny, aby se roztok rovnomérmeé rozlil po celé plose kryciho skli¢ka. Ptipadny
prebytek roztoku buni¢inou odsajeme.

16. Na okraje kryciho sklicka naneseme fixacni lak pro zabranéni vyschnuti a moznému
posunu kryciho sklicka.

17. Hotovy preparat ponechdme pred mikroskopovanim cca 10 minut ve tmé&, do Gplného

zaschnuti fixa¢niho laku.

Mikroskopovani a hodnoceni:

18. Analyzu diagnostickych a kontrolnich fluorescencnich signali provadime v tmavé
mistnosti s vyuzitim fluorescenéniho mikroskopu a softwaru MetaSystems ISIS.

Reprezentativni mitdzy nasnimame pomoci CCD kamery a archivujeme.

7.3.3 Microarray komparativni genomova hybridizace

Vysetteni metodou array CGH bylo provedeno u vSech 360 pacientll v souboru. Z téchto jsem
pod dohledem zkugeného pracovnika UBLG 2. LF UK a FN v Motole provedla 144 vySetieni
na 18 Cipech. Vstupnim materialem pro vysSetieni byla ve vSech piipadech izolovana DNA

z periferni krve.

Pouzité chemikalie a technické vybaveni

Tabulka 12 Prehled pouzitych chemikalii pro metodu array CGH.

P¥iprava vzorku

1x TE pufr (Tris-HCl + disodnd siil EDTA; pH 8,0; vyrobce Sigma Aldrich)

Fluorescencni znaceni

Random Primer (soucdst kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; vyrobce Agilent)

5x reakéni pufr (soucdst kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; vyrobce Agilent)

10x dNTPs (deoxyribonukleotidtrifosfdty; soucdst kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; vyrobce Agilent)
Fluorochrom Cy-3 (cyanin3; soucdst kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; vyrobce Agilent)

Fluorochrom Cy-5 (cyanin5; soucdst kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; vyrobce Agilent)

Exo (-) Klenow (klenowdv fragment DNA polymerdzy; soucdst kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; vyrobce Agilent)

Referencéni DNA (Zenskd, muzskd; vyrobce Kreatech)

Hybridizace

Blokovaci ¢inidlo Cot-1 DNA (1 mg/ml; vyrobce Agilent)

Blokovaci Cinidlo 10x aCGH Blocking Agent (soucdst kitu Oligo aCGH/ChIP-on-chip Hybridization Kit; vyrobce Agilent)

Pufr 2x HI-RPM Hybridization Buffer (souédst kitu Oligo aCGH/ChIP-on-chip Hybridization Kit; vyrobce Agilent)
Odmyti

Odmyvaci pufr 1 — Oligo aCGH/ChIP-on-chip Wash Buffer 1 (vyrobce Agilent)

Odmyvaci pufr 2 — Oligo aCGH/ChIP-on-chip Wash Buffer 2 (vyrobce Agilent)
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Tabulka 13 Prehled specialnich pristrojii a pomiicek pouzitych pro metodu array CGH.

Pfiprava vzorku

UV-VIS spektrofotometr NanoDrop 8000 (vyrobce NanoDrop)

Fluorescencni znaceni

Termocykler (vyrobce Agilent)

Purifikace znacené DNA

Purifika¢ni kolonky se sbérnymi zkumavkami (soucdst kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; vyrobce Agilent)

Vakuovy koncentrator (Thermo Scientific Savant SpeedVac; vyrobce Thermo Fisher Scientific)

Hybridizace

Kovova svorka na hybridiza¢ni komurky (vyrobce Agilent)
Pogumovana hybridizacni tésnici sklicka (hybridizaéni maska; vyrobce Agilent)
Microarray Cip formatu 8x60K SurePrint CGH 8x60K G3 ISCA (vyrobce Agilent)

Hybridizacni pec (vyrobce Agilent)

Odmyti

Inkubator (Mini H2200-H-E; vyrobce myTemp)

Magneticka michacka a michadlo

Skenovani a analyza dat

Ochranny plastovy nosi¢ na microarray Cip (vyrobce Agilent)
Laserovy skener SureScan Microarray Scanner (vyrobce Agilent)

Software CytoGenomics 5.1.2.1 (vyrobce Agilent)

Postup prace

Ptiprava vzorku:

1.

Pro vysetfeni microarray CGH jsou pouzivany vzorky izolované genomové DNA
(gDNA) pochézejici nejcastéji z periferni krve. Izolace DNA z periferni krve se provadi
piimo bez nutnosti kultivace bunck. 1zolace DNA je proces zalozeny na lyzi jadernych
bun¢k a nasledné extrakci a purifikaci DNA z lyzatu. Pro aCGH je tieba dosdhnout
vysoké Cistoty a integrity izolované gDNA (se spektrofotometrickymi poméry
260/280 > 1,8 a 260/230 > 2). Koncentrace DNA by méla byt 50 ng/ul — ovéfime
spektrofotometricky pomoci pfistroje NanoDrop a v pfipadé vyssi koncentrace
nafedime pufrem 1X TE (pH 8,0) do objemu 20 pl. Vychozi mnozstvi gDNA pro format

microarray 8x60K je minimalné 0,2 pg.

Fluorescen¢ni znaceni:

2. Do kazdé reakéni mikrozkumavky napipetujeme 13 pl vzorku gDNA pacienta

(u formatu cipu 8x60K pracujeme s osmi mikrozkumavkami ve stripu pro vzorky
pacientll a s dalSimi osmi pro vzorky referencni DNA) a pfiddme 2,5 pl Random

Primeru. Opakovanym pipetovanim dobfe promichame.
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Vzorky vlozime do termocykleru a inkubujeme 10 minut pti 98 °C s néslednou
udrzovaci teplotou 4 °C.

Vzorky odstfedime v centrifuze 1 minutu pii 6 000 x g.

Ptipravime si znacici Master Mix — na jednu reakei je potfeba: 5 pl 5x reakéniho pufru
+ 2,5 ul 10x dNTPs + 1,5 pl fluorescencni barvy cyaninu Cy-3 nebo Cy-5 + 0,5 ul
fragmentu DNA polymerazy Exo (-) Klenow. Klenowlv fragment DNA polymerazy
udrzujeme stéle na ledu.

Do reakcnich zkumavek (mikrozkumavek se vzorky gDNA pacientd a kontrol
a Random Primerem) pfiddme 9,5 ul znaciciho Master Mixu tak, aby vySetfované
a referen¢ni vzorky byly znaceny odlisSnymi fluorescenénimi barvami (Cy-3 ¢i Cy-5).
Mikrozkumavky opét vlozime do termocykleru a inkubujeme s nastavenim: 2 hodiny

pti 37 °C, 10 minut pii 65 °C, nasledna udrZovaci teplota 4 °C.

Purifikace zna¢ené gDNA:

10.

11

16.
17.

Vzorky odstfedime v centrifuze 1 minutu pii 6 000 x g.

Pro purifikaci vyuzijeme pro kazdy vzorek purifikacni kolonku, kterou vlozime do
sbérné mikrozkumavky. Do kazdé kolonky ptidame 430 ul pufru IXTE (pH 8,0)
a znacenou gDNA (cely objem). Kolonku vickem uzavieme.

Vzorky odstfedime po dobu 10 minut pfi 14 000 x g pii pokojové teploté. Posléze
vyjmeme kolonku, odstranime eluat a kolonku opét umistime do stejné
mikrozkumavky, tentokrat vSak opacné orientovanou (tak, aby se pfi centrifugaci

vyuzila druhd strana filtru).

. Do kazdé kolonky ptidame 480 ul pufru 1XTE (pH 8,0).
12.
13.
14.
15.

Vzorky odstfedime po dobu 10 minut pii 14 000 x g pfi pokojové teploté.

Odstranime eluat a kolonku umistime dnem vzhiru do nové sbérné mikrozkumavky.
Odstfedime 1 minutu pti 1 000 x g pti pokojové teploté.

Takto purifikovany vzorek zkoncentrujeme ve vakuové centrifuze pti 65 °C po dobu
15 minut pii 60 otackach za minutu.

Ptidame 1xTE do objemu 10 pl a dikladn€ protfepeme (vortexujeme).

Odebereme 1,5 pl od kazdého vzorku a pomoci pfistroje NanoDrop uré¢ime vytéZek

a specifickou aktivitu (inkorporaci fluorochromit).
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Hybridizace:

18

19.

20.
21.
22.

23.

24.

25.

26.

27.

28

.V nové mikrozkumavce zkombinujeme 8 pl vySetiovaného a 8 pl pfislusného
referencniho vzorku (kazdy znafen odliSnym fluorochromem) tak, aby celkovy
vysledny objem ¢inil 16 pl. Toto provedeme u vSech vysettovanych vzorkd.

Ke vzorkiim o objemu 16 pl ptidame postupné vzdy 2 pl blokovaciho ¢inidla Cot-1
DNA (1 mg/ml); 4,5 ul blokovaciho ¢inidla 10x aCGH Blocking Agent; 22,5 ul pufru
2x HI-RPM Hybridization Buffer. Promichame a kratce odsttedime.

Vzorky inkubujeme v termocykleru 3 minuty pii 98 °C a poté 30 minut pii 37 °C.
Vzorky odstfedime na centrifuze po dobu 1 minuty pii 6 000 x g.

Do spodni casti kovové svorky na hybridizaéni komirky vlozime tésnici sklicko
(sklicko s gumovymi tésnénimi, tzv. hybridiza¢ni maska) znackou nahoru.

Do oddélenych prostorti masky pomalu aplikujeme 42 pl hybridizaéni vzorkoveé smési.
Cip umistime opatrné aktivni stranou dolii na hybridiza¢ni masku.

Vzniklé hybridizaéni komirky v prostoru vytvofeném obéma skly zajistime vrchni
stranou kovové svorky a pevné utdhneme Sroubem svorky.

Je tfeba zajistit, aby v zddné komtrce nebyla nepohybliva vzduchova bublina. Svorkou
proto nékolikrat vertikalné€ otocime, smocime cely povrch prostorti komiirek a v piipadé
nalezeni nepohyblivych bublin poklepeme na kovovou ¢ast svorky.

Sestavené komurky v kovové svorce umistime do rota¢niho nosice hybridiza¢ni pece
a zatizeni nosice vyvazime na protilehlé strané.

. Hybridizujeme piti 67 °C, 20 otackach za minutu a po dobu alespon 16 hodin.

Odmuyti:

29.
30.

31.

32.

Promyvaci pufr 2 pfedem vytemperujeme v inkubétoru na 37 °C.

Pro promyvani Cipu je zapotiebi tifi riznych doz. Dozu ¢. 1 naplnime pufrem 1
o pokojové teplotg.

Do dézy €. 2 umistime vlozku na podlozni skla a magnetické michadlo, na michacku
postavime dozu 1. Vyjmeme kovovou svorku s komiirkami z hybridiza¢ni pece
a zkontrolujeme hladinu smési, kterd by i1 po hybridizaci méla zapliovat nadpolovicni
vétsinu komurek.

Vyjmeme kovovou svorku s komlrkami z hybridizacni pece a zkontrolujeme hladinu

smési, kterd by i po hybridizaci mé¢la zapliovat nadpolovi¢ni vétSinu komurek.
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33. Rozebereme kovovou svorku — polozime ji na rovny povrch, povolime Sroub, odejmeme
vrchni ¢ast svorky a vyjmeme hybridiza¢ni komiirky tvofené obéma skly.

34. Sklo s microarray a sklo s tésnénim (maskou) ptilehlé k sobé uchopime spolecné
uprostied dlouhé strany a bez oddélovéani vlozime do dozy €. 1 s promyvacim pufrem 1.

35. Mezi stale ponoiena sklicka vlozime Spi¢ku pinzety a opatrné od ¢ipu oddélime masku,
jiz nechame klesnout ke dnu.

36. Sklicko uchopime za konec s kodem, kyvavym pohybem v kapaling oplachneme zbytky
hybridizacni smési zjeho povrchu a spéSné ponoiime do doézy €. 2 s promyvacim
pufrem 1 (tak, aby pii kontaktu se vzduchem nezaschlo). Zapneme magnetickou
michacku na 350 otac¢ek za minutu po dobu 5 minut.

37. Nachystame si dozu €. 3. s promyvacim pufrem 2 zahtatym na 37 °C. Vlozime do ni
sklicko s microarray a inkubujeme 1 minutu.

38. Cip pinzetou oparné a pomalu vytdhneme z dozy ¢&. 3 (je tieba minimalizovat vznik

kapek na sklicku) a vloZime ho do ochranného plastového nosice.
Skenovani a analyza:

39. Plastovy nosi¢ s microarray ¢ipem vlozime po odmyti do laserového skeneru SureScan
Microarray Scanner a ihned skenujeme (aby nedosSlo ke sniZzeni intenzity
fluorescenc¢niho signalu).

40. Pomoci softwaru CytoGenomics 5.1.2.1 zobrazime vysledny obraz microarray.
Zhodnotime kvalitu Cipu a posléze analyzujeme nalezené varianty a porovnavame je

s daty internetovych genetickych databazi.

7.3.4 Stanoveni klinické vyznamnosti CNV

Pro zhodnoceni klinického vyznamu nalezenych CNV byl vyuZivan interpretacni postup podle
Gijsbers a kol. (2011). Tento postup vychazi z poznatku Ctyt studii (Bruno a kol., 2009; Buysse
a kol., 2009; Gijsbers a kol., 2009; Koolen a kol., 2009) zabyvajicich se vySetfovanim pacientil
s ID, naruSenym psychomotorickym vyvojem a vrozenymi vyvojovymi vadami pomoci metody

aCGH. Konkrétni potiebné informace byly ziskavany z internetovych genetickych databazi.

Prvnim krokem bylo porovnéani nalezené varianty s variantami uvedenymi v databazich
DGV (http://dgv.tcag.ca) a dbVAR (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar). Na zaklad¢ téchto
dat 1ze urcit, jestli neni pfislusnd CNV benigni a béZn¢ piitomna u zdravé populace. Dalsi krok

spocival v provéfeni, zda neni varianta spojend sjiz popsanym mikrodele¢nim i

42


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar

mikroduplikaénim syndromem. Nasledné byla posouzena velikost a genovy obsah oblasti
nalezené varianty pomoci genomovych prohlizecd UCSC (https://genome.ucsc.edu), Ensembl
(https://www.ensembl.org) a GeneScout (https://genescout.omim.org). Informace o funkci
zasazenych genl byly cderpany =z databazi OMIM (https://www.omim.org), Orphanet
(https://www.orpha.net) nebo GeneCards (https://www.genecards.org). Pokud nebyl u nalezené
varianty vylou¢en mozny patogenni charakter (s ptihlédnutim k ptfipadné variabilni expresivité
poruchy ¢i jeji netplné penetranci), byla kazda CNV porovnana s variantami uvedenymi
v nésledujicich databazich: DECIPHER (https://www.deciphergenomics.org), ClinGen
(https://www.clinicalgenome.org), ISCA (sloucena s platformou ClinGen,
search.clinicalgenome.org) ¢i ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) a rovnéz
v publikacich nalezenych pomoci internetového vyhledavace PubMed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Pro odliSeni a porovnani benignich variant v populaci
byla rovnéZ vyuzivana databdze DGV  (Database of Genomic Variants;
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home). Pokud to bylo mozné, byl dodateCnym vySetienim urcen
rodicovsky ptvod varianty (zdédéna Ci de novo). Na zékladé vSech ziskanych informaci byla
posuzovana moznost souvislosti nalezené CNV s fenotypem nositele dané varianty. Vysledkem
tohoto interpretatniho procesu bylo vzdy zafazeni dané varianty do findlni kategorie

vyznamnosti (benigni, pravdépodobné benigni, patogenni, pravdépodobné patogenni, VUS).

7.4 Metody statistického testovani zvolené hypotézy
Pro ucely hlubsiho vhledu do problematiky fenotypové a genotypové komplexity PAS jsme

zkoumali pfipadnou souvislost vyskytu abnormélnich genetickych variant s fenotypem danych
jedinct se zamétenim na NVO. Pokud pacient mimo PAS nevykazoval zadné z NVO, byl jeho
ptipad oznacen za ,izolovany autismus®“. V opacném piipad¢ se jednalo o ,kombinované
postizeni. U sledovani pfitomnosti abnormalni varianty v genomu jedincl jsme se zamé&fili na
kategorie aberaci zhodnocenych jako PAT, P PAT a VUS, u kterych je nejvyssi pfedpoklad
ptipadné korelace s fenotypem. Kontingenéni tabulkou shrnujici pocty jedincl ve vymezenych
skupinach je tabulka 17. Pro testovani hypotézy byly pouzity testy chi-kvadrat test a Fishertiv
exaktni test. V této analyze byly v jedné kategorii pozorovany relativné nizké Cetnosti (min.
hodnota 8), coz by mohlo ovlivnit spolehlivost vysledkl y* testu, a proto byl jako doplitkovy
test pouzit Fisherlv exaktni test, jeZ je vhodny zejména pro malé Cetnosti. Cilem pouZiti obou
test bylo podpofit silu statistického hodnoceni. Oba testy byly provedeny pomoci

softwarového programu RStudio.
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8 Vysledky

8.1 Karyotypovani

Z celkového poctu 331 provedenych vysetieni pomoci karyotypovani byly nalezeny cCtyfi
abnormalni varianty (u Ctyf riiznych pacientl), coz ¢ini 1,21 % z celkového poctu provedenych
vySetteni. Tti z téchto variant byly hodnoceny jako pravdépodobné benigni a jednalo se o tyto
nalezy — pfitomnost marker chromozomu, inverze na chromozomu Y a zvétSeny
heterochromatinovy blok na chromozomu 15. Jeden ptipad byl pak hodnocen jako aberace
nejasného klinického vyznamu, ktery predstavoval zjevné balancovanou reciprokou translokaci

mezi chromozomy 5 a 12.

Pozorované abnormalni varianty zachycuje obrazek 8 a dalSi podrobnosti o téchto

variantach jsou shrnuty v tabulce naleza (tabulka 14).

it =
H 2

- . | d c o

mar 5 Y 15

Obrazek 8 Parcidlni karyotypy vyobrazujici pozorované abnormdalni zmeény. Zleva: marker chromozom obsahujici
heterochromatinovou oblast centromery chromozomu 5 (a), reciproka translokace mezi dlouhymi raménky
chromozomii 5 a 12 (b), pericentricka inverze na chromozomu Y (c), zvétSeny heterochromatinovy blok v satelitni
oblasti kratkého raménka chromozomu 15 (d).

Tabulka 14 Prehled nalezenych variant pomoci vySetreni karyotypovanim. P_BEN — pravdépodobné benigni;
del — delece.

pac. nélez hodnoceni poznidmka

marker chromozom obsahuijici heterochromatinovou oblast v

17 | 47,XY,+mar[5]/46,XY[40] P_BEN mozaikovém stavu (11 %)

zjevné balancovana reciproka translokace, nelze vyloucit moznost

I AR B 2R Sl el disrupce gen ¢i regul. oblasti, popf. pozi¢ni efekt

112 | 46, X,inv(Y) P_BEN pericentricka inverze na chr. Y, ktera je ve vétsiné pripadd benigni

zvétseny heterochromatinovy blok v satelitni oblasti kratkého

327 | 46,XY,15pstk+ps+ PBEN | e chr 15
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8.2 Fluorescencni in-situ hybridizace

Vysetieni genomu pomoci metody FISH bylo provedeno u tfech pacientd za ucelem upiesnéni

nalezu zjisténého jinou metodou. Jednalo se o pacienty 17, 26 a 327.

U pacienta 17 bylo na zaklad¢ predchoziho vySetfeni karyotypu vysloveno podezieni
na pritomnost marker chromozomu obsahujiciho heterochromatinovou oblast centromery
nadpocetného chromozomu v mozaikovém stavu. Frekvence mozaiky byla stanovena na
11 %. Pti vySetteni FISH byla pouzita nejprve lokus-specificka sonda chromozomu 15 (gen
SNRPN) a sondy pro detekci centromery akrocentrickych chromozomu 13, 14, 15, 21 a 22. Tyto
chromozomy byvaji nejcastéji zastoupeny mezi nalézanymi marker chromozomy (Crolla a kol.,
2005). Vysetteni FISH nicménég ptfitomnost centromery Zadného z nich nepotvrdilo. Nasledné
bylo provedeno vysetfeni metodou centromerické mnohobarevné FISH, kterou bylo stanoveno,

ze se jedna o marker chromozom sestavajici pouze z centromery chromozomu 5.

Pacientka 26 byla metodou FISH vySetfovana na zdklad¢ vysledku dfive provedené¢ho
vySetieni array CGH, které naznacilo pfitomnost piiblizné¢ 23% mozaikové formy trizomie
chromozomu 9. Vysetteni FISH potvrdilo pfitomnost mozaiky bunécné linie 47,XX,+9, a navic
odhalilo 1 pfitomnost dalsi bunécné linie, 45,XX,-9. Vysledné pomeéry zastoupeni obou
patologickych bunécnych linii oproti normélni dizomické linii byly po provedeni FISH
stanoveny na cca 20 % trizomie 9 a cca 8 % monozomie 9. Pfitomnost téchto bunéénych linii,

jak ji zachytilo vysetfeni FISH, je zobrazena na nasledujicich fotografiich (obrazek 9a, 9b).

afl; -

-
<
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-
¥

Obrazek 9a, 9b Vysledek vysetieni FISH u pacientky 26 — odlisné pocty signalii znacici monozomii, dizomii a
trizomii chromozomu 9 zachycené na interfaznich jadrech a mitozach pomoci centromerické sondy pro
chromozom 9 (zelené).
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Pfi vySetfeni pacienta 327 pomoci metody karyotypovéani byla zjisténa ptitomnost
nadpocetné sekundarni konstrikce a materidlu satelitni oblasti kratkého raménka chromozomu
15. Bylo tedy provedeno cilené vySetieni FISH za ucelem ovéfeni piivodu nadbyte¢ného
materidlu a vylou¢eni mozné komplexni ptestavby v rdmci chromozomu 15 a pritomnosti
relevantnich gent. Jednalo se o dvé hybridizace. Prvni zahrnovala smés sond pro lokus (gen)
SNRPN (region PW-AS syndromil), centromeru chromozomu 15 a subtelomeru 15q. Pouzitim
téchto sond bylo prokazano, ze v nadbytecné oblasti se nenachazeji kodujici sekvence 15q
spojené s abnormalnim fenotypem (obrazek 10). Druhd hybridizace byla provedena se smési
sond pro mikrosatelitni oblasti kratkych ramen akrocentrickych chromozomi a centromerické
sondy pro chromozom 15. Timto vySetfenim bylo prokazano, Ze nadbytecny material pochazi

ze satelitni oblasti kratkych ramen akrocentru, (obrazek 11).

Obrazek 10 Vysledek prvni hybridizace u pacienta 327 — zelené signaly pochazi ze subtelomerickych oblasti chr.
15, cervené signdly z pericentrické oblasti SNRPN, u kterych nebylo prokdzano zmnozeni v oblasti satelitu 15p.

Obrazek 11 Vysledek druhé hybridizace u pacienta 327 — Ccervené signaly vizualizuji satelitni oblasti
akrocentrickych chromozomui, zelené signaly predstavuji centromeru chromozomii 15. Chromozom oznaceny
Sipkou obsahuje zmnozeny material v satelitni oblasti.
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Souhrnny ptehled nalezi uvadi nasledujici tabulka (tabulka 15).

Tabulka 15 Prehled nalezenych variant pomoci vysetieni FISH; P_BEN — pravdépodobné benigni;
PAT — patogenni.

pac. nalez hodnoceni poznamka

marker obsahujici

17 | 47,XY,+mar.ish der(5)(D522+) P_BEN
centromeru chr. 5

20 % jader mozaiky trizomie
chr. 9; 8 % jader mozaiky
monozomie chr. 9

26 | nucish (D9Z4x3)[66/334]/(D9Z4x1)[25/334]/(D9Z4x2)[243/334]

nadbytecny geneticky

327 | 46,XY,15ps+.ish 15(NOR++;D15Z4+;SNRPN+;D155936+) P_BEN L. o o
material satelitniho pivodu

8.3 Array CGH

Vysetteni genomu pomoci metody array CGH bylo provedeno u vSech 360 pacientii v souboru.
U 84 jedinct byla nalezena abnormalni CNV, coz ptredstavuje 23,3 % ze vSech pacientt s PAS.
Nekteti pacienti byli nositeli vice variant, a tak celkovy pocet nalezi byl roven 100. Zachyt

variant metodou array CGH ilustruje nasledujici graf (obrazek 12).

Zachyt variant metodou array CGH

84

276

jedinci se zachytem abnormalni varianty (23 %) jedinci bez zachytu abnormalni varianty (77 %)

celkem jedincu 360

Obrazek 12 Zachyt abnormalnich genetickych variant pomoci metody array CGH.
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Nejvétsi podil z nélezii abnormaélnich variant tvofily varianty nejasného klinického
vyznamu, VUS, u kterych je obtizné spolehlivé definovat dopad na fenotyp (napt. z nedostatku
informaci o konkrétni varianté v genetickych databazich nebo z diivodu nedostatecné
prozkoumané a publikované funkce zasazené¢ho genu. Varianty VUS predstavuji 35,6 % nalezl
(36 variant). Druhymi nejcastéji zachycenymi abnormalnimi nalezy, ve 20,8 % ptipadi
(21 variant), byla pfenaSecstvi AR onemocnéni. Patogenni nalez byl zachycen v 10,9 % ptipada
(11 variant). HFLP varianta byla nalezena v 9,9 % ptipadd (10 variant) a pravdépodobné
patogenni nalez ve 4 % piipadi (3 varianty). Jeden pacient byl prenaseCem X-vazaného
onemocnéni, které tak predstavovalo témét 1 % vSech nalezi. U 18,8 % (19 abnormalnich
variant) se jednalo o pravdépodobné benigni nalez. Konkrétni pocty takto hodnocenych variant

uvadi graf na obrazku 13 a ptehled vSech nalezenych variant metodou aCGH uvadi tabulka 16.

Nalezy array CGH

a

= VUS (35,6 %) = AR_P (20,8 %) P_BEN (18,8 %) m PAT (10,9 %)
m HFLP (9,9 %) P_PAT (3,0 %) mXV_P(1%) celkem ndlezi 101

Obrazek 13 RozloZeni hodnoceni nalezii abnormalnich variant nalezenych metodou array CGH. VUS — varianta
nejasného klinického vyznamu, AR P — prenasecstvi autozomalné recesivniho onemocnéni, P_BEN
— pravdépodobné benigni, HFLP — High-Frequency Low-Penetrant aberace, PAT — patogenni, P_PAT
— pravdeépodobné patogenni, XV_P — prenasecstvi X-vazaného onemocnéni.

48



Tabulka 16 Prehled nalezenych variant pomoci vySetieni array CGH. Varianty jsou uvedeny vzdy v minimalnim rozsahu. P BEN — pravdépodobné benigni, HFLP — High-Frequency
Low-Penetrant aberace, PAT — patogenni, P_PAT — pravdépodobné patogenni, VUS — varianta nejasné klinické signifikance, XV_P — prenasecstvi X-vazaného onemocneni; del — delece, dup
— duplikace, sy — syndrom, AD — autozomdalné dominantni. Hvézdicka oznacuje pacienty a varianty v jejich genotypu, které jsou podrobnéji popsany v kazuistikach (viz kapitola 9.5 Kazuistiky).

pac. nalez zasazené geny hodnoceni poznamka
3 | arr[GRCh37]1g25.1(174396221_174784484)x1 (388,0 kb) RABGAPIL VUS 12.-19. exon
arr[GRCh37]15q13.3(31972646_32509926)x3 pat (537,0 kb) CHRNA7 HFLP pfi max. rozsahu navic 1.—2. exon OTUD7A
4
arr[GRCh37]16p13.3(6819602_6977980)x1 mat (158,0 kb) RBFOX1 HFLP 3. intron, resp. 1. exon alternativniho transkriptu
5 |arr[GRCh37]15q15.3(43851548_43951301)x1 (100,0 kb) CATSPER2, STRC AR_P prenasecstvi hluchoty, resp. poruchy reprodukce u muzi
8 |arr[GRCh37]16p12.2(21475060_21728426)x1 (253,0 kb) OTOA AR_P prenasecstvi hluchoty
arr[GRCh37]5p15.33(100416_658210)x3 pat (558,0 kb) 6 gend VUS
12 | arr[GRCh37]16022.1(68694254_69178612)x1 mat (484,0 kb) 5 gend VUS
arr[GRCh37]22q13.33(51123491_51178264)x1 dn (55,0 kb) SHANK3, ACR, (RABL2B) VUS oblast sy Phelan-McDermid
arr[GRCh37]5p15.33(100416_658210)x3 pat (558,0 kb) 6 genl VUus
13 |arr[GRCh37]16022.1(68694254 69178612)x1 mat (484,0 kb) 5 genl VUus
arr[GRCh37]22q13.33(51123491_51178264)x1 dn (55,0 kb) SHANK3, ACR, (RABL2B) VUS oblast sy Phelan-McDermid
26 | arr(9)x3 dn [0,23] vsechny geny chr. 9 - ~ 23% mozaika trizomie chromozomu 9
30 |arr[GRCh37]9p24.3(204193_340142)x3 (135,0 kb) DOCKS P BEN |1.-12.exon
arr[GRCh37]15q11.2(22765628 23300287)x1 dn (534,6 kb) NIPAL, NI;Q%IUBGCP& HFLP rekurentni del BP1-BP2
32
arr[GRCh37]16p13.3(7535741_7611521)x3 pat (75,7 kb) RBFOX1 VUS | 5. exon
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38 | arr[GRCh37]Xp11.3(43829336_43831908)x3 (2,6 kb) NDP P_BEN |1.intron
40 | arr[GRCh37]4q22.3(96185471_97912757)x1 pat (1720,0 kb) 12 genli VUS
47 | arr[GRCh37]2937.3(242119079_243087750)x1mat (970,0 kb) 15 gend VUS
arr[GRCh37]8p22(15967647_16043322)x1 (76,0 kb) MSR1 P_BEN |2.-8.exon
50
arr[GRCh37]16p11.2(31986127_33773163)x3 (1790,0 kb) - P_BEN
51 | arr[GRCh37]Xp22.33/Yp11.32(291285/241285_487476/437476)x3 (196,0 kb) PPP2R3B P_BEN
52 | arr[GRCh37]7p15.3(22423692_22918741)x1pat (495,0 kb) IL6 VUS
55 | arr[GRCh37]213(110862477_110964737)x1 (102,2 kb) NPHP1, MALL AR_P | prenasecstvi poruch funkce ledvin
56 | arr[GRCh37]16p11.2(29592783_30190568)x1 mat (513,0 kb) 22 genl PAT 16p11.2 mikrodelecni sy, zlomova mista BP4-BP5
65 | arr[GRCh37]2p16.3(51180561_51201469)x1 (20,9 kb) NRXN1 HFLP
71 | arr[GRCh37]Xp22.31(6488721_8097511)x3 (1609,0 kb) STS HFLP
73 | arr[GRCh37]9934.11(131750254 131888940)x1 (139,0 kb) 6 genl AR_P | prenasecstvi nékolika AR chorob
74 | arr[GRCh37]Xp22.31(6488721_8097511)x3 (1609,0 kb) STS HFLP
78 | arr[GRCh37]15g13.3(32065000_32509926)x3 pat (445,0 kb) CHRNA7 VUS pfi max. rozsahu navic 1.-2. exon OTUD7A
84 | arr[GRCh37]Xp11.22(53904538 54049316)x3 (145,0 kb) PHF8 VUS
87 | arr[GRCh37]17q23.3(61954172_61969780)x1pat (16,0 kb) GH2 VUS
90 | arr[GRCh37]5q13.2(68975303_70647478)x1 (1672,0 kb) SMN1 / SMN2 AR_p | SUSP- prenaselstvi spinlni muskularni atrofie, mdze se vsak

jednat o pseudogen SMN2 s vysokou homologii k SMN1
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92 |arr[GRCh37]11p15.1(16419113_16497834)x1pat (78,7 kb) = VUS mozné ovlivnéni prilehlého genu SOX6
109 | arr[GRCh37]Xp22.2(12483090_12801637)x3pat (318,0 kb) FRMPD4 - 2.-17. exon
116 | arr[GRCh37]10qg25.2(114534908_114824747)x1 (289,9 kb) TCF7L2 VUS 1.-5. exon
119 | arr[GRCh37]9p24.3(224405_500584)x3 pat (276,0 kb) DOCK8, KANK1 VUS 2.—48. exon DOCKS, 1. exon KANK1
120 | arr[GRCh37]2914.2(121484726_122179726)x3 mat (495,0 kb) GLI2, CLASP1 VUS 3.-14. exon GL/2, 9.—41. exon CLASP1
122 | arr[GRCh37]Yq11.223g11.23(25296950_26435098)x1 (1138,0 kb) DAZ1, DAZ2 / DAZ3, DAZ4 | P_BEN | zachovani 2 funkénich kopii DAZ
140 | arr[GRCh37]3p25.3(10309518_11282617)x1 (973,0 kb) GHRL, ATP2B2, SLC6A1 VUS
142 | arr[GRCh37]Yq11.223g11.23(25296950_26344878)x1 (1047,0 kb) DAZ1, DAZ2 / DAZ3, DAZ4 | P_BEN | zachovani 2 funkénich kopii DAZ
143 | arr[GRCh37]22q11.21(18706001_18984519)x1 (278,0 kb) PRODH P_BEN
145 | arr[GRCh37]Xq28(153287517_153541289)x2 dn (254,0 kb) 5 gend PAT | MECP2-duplikagni sy
146 | arr[GRCh37]2933.1(198658270_200717129)x4 dn (2060,0 kb) 3 geny VUus rozsahla triplikace, genové chuda oblast
147 | arr[GRCh37]2g14.3(125075087_126068410)x3 mat (993,0 kb) CNTNAP5 VUS 4.-24. exon
148 | arr[GRCh37]17¢25.1(71847837_72606952)x4 pat (759,0 kb) 11 gend VUS
155* | arr[GRCh37]2p16.3(51066578_51510961)x1 mat (444,0 kb) NRXN1 P_PAT |1.-5.exon
158 | arr[GRCh37]5q13.2(69238677_70587018)x1 (686,0 kb) SMN1 /SMN2 AR_P f’:jsa f;e;:z;jg;@;;)\;’z' ;“\;’;Sko”k'i[j”;zxflféi?"kaéijﬁlvgak
160 | arr[GRCh37]2g23.1(149060704_149151023)x1 mat (90,3 kb) MBD5 P_PAT |4.exon
162 | arr[GRCh37]13q13.3(36885662_37705100)x3 pat (819,0 kb) 7 gend VUS
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164 | arr[GRCh37]2¢13(110862477_110964737)x1 (102,0 kb) NPHP1, MALL AR_P | pfenasecstvi poruch funkce ledvin
166 | arr[GRCh37]Yq11.22311.23(25296950_26344878)x1 (1048,0 kb) DAZ1, DAZ2 / DAZ3, DAZ4 | P_BEN | zachovani 2 funk¢nich kopii DAZ
172 | arr[GRCh37]8g23.1(108743720_108894002)x3 (150,0 kb) RSPO2 P_BEN
arr[GRCh37]2g22.3(145217233_145250790)x1 mat (2142,0 kb) ZEB2 VUS 2. intron
174
arr[GRCh37]17923.1923.2(58172700_60315303)x1 dn (33,6 kb) 23 genu PAT 17923.1923.2 mikrodelecni sy
187 | arr[GRCh37]15q13.3(31972646_32509926)x1 pat (537,0 kb) CHRNA7, OTUD7A P_PAT |15q13.3 mikrodele¢ni sy
199 | arr[GRCh37]8p11.22(38270235_38321370)x3 (51,0 kb) FGFR1 P_BEN |[2.—-18. exon
201 | arr[GRCh37]Yq11.223q11.23(25296950_26275993)x1 (979,0 kb) DAZ1, DAZ2 / DAZ3, DAZ4 | P_BEN | zachovani 2 funk¢nich kopii DAZ
susp. prenasecstvi spinalni muskularni atrofie, mlzZe se vsak
on arr[GRCh37]5q13.2(69238677_69925345)x1 (686,7 kb) SMN1 /SMN2 AR_P jednat o pseudogen SMN2 s vysokou homologii k SVINL
arr[GRCh37]15q15.3(43916972_43951301)x1 (34,3 kb) CATSPER2 AR_P | pfenasecstvi poruchy reprodukce u muzl
221 | arr[GRCh37]15q11.2(22765628_23217514)x1 (451,0 kb) NIPAL, ngﬁ__%);UBGCPi HFLP
234 | arr[GRCh37]1p36.33(2174247_2216475)x1 (42,0 kb) SKI P_BEN |1.intron
arr[GRCh37]16p13.3(6539262_7260025)x1 dn (721,0 kb) RBFOX1 VUS 3.—4. exon
236*
arr[GRCh37]15q11.2(22765628_23300287)x1 pat (534,0 kb) NIPAL, N’CP;‘F%JITUBGC%’ HFLP
240* | arr[GRCh37]17921.31(43706886_44351152x1 dn (644,2 kb) KANSLL, CRHRI, MAPT, PAT Koolen-De Vries sy
STH, SPPL2C
242 | arr[GRCh37]16p11.2(28843773_29031059)x3 (187,0 kb) 12 gend HFLP
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arr[GRCh37]7931.1(110990868 111092490)x1 mat (102,0 kb) IMMP2L VUS 3. intron
245
arr[GRCh37]16p11.2(28843773_29031059)x3 mat (187,0 kb) 9 genli HFLP
247 | arr[GRCh37]Xp22.33(219609_537016)x3 (317,0 kb) - P_BEN
248* | arr[GRCh37]22q11.21(18894835_20311763)x1 dn (1410,0 kb) 46 gend PAT | DiGeorge sy
252 | arr[GRCh37]18p11.22p11.21(10664394_11904117)x3 (1239,0 kb) PIEZO2, GNAL VUS
256 arr[GRCh37]Xp22.33/Yp11.32(1957675/1907675_2533931/2483931)x1 DHRSX VUS
(576,0 kb)
susp. prenasecstvi spinalni muskularni atrofie, mlzZe se vsak
257 | arr[GRCh37]5q13.2(68703103_70587018)x1 (1884,0 kb) SMIN1 /SMN2 AR_P jednat o pseudogen SMN2 s vysokou homologif k SMN1
arr[GRCh37]Xp22.33/Yp11.32(836076/786076_1118325/1068325)x3
267 - P_BEN
(282,0 kb)
274 | arr[GRCh37]15q15.3(43916972_43951301)x1 (34,0 kb) CATSPER2 AR_P | pfenasecstvi poruchy reprodukce u muzi
280 | arr[GRCh37]Yq11.223q11.23(24148107_28071741)x1 (3924,0 kb) DAZ1, DAZ2 / DAZ3, DAZ4 | P_BEN | zachovani 2 funk¢nich kopii DAZ
281 | arr[GRCh37]17q21.31(41646491_41634621)x3 (170,0 kb) ARL4D, ETV4, DHX8 VUS
susp. prenasecstvi spinalni muskularni atrofie, mlze se vsak
295 | arr[GRCh37]5q13.2(68791272_70587018)x1 (1796,0 kb) SMIN1 /SMN2 AR_P Pt O e o SN2 S vl el s R G
299 | arr[GRCh37]3p26.3(2294342_2665466)x3 (371,0 kb) CNTN4 VUS 3.—4. exon
301 | arr[GRCh37]2q13(110862477_110964737)x1 (102,0 kb) MALL, NPHP1 AR_P
arr[GRCh37]3g29(197230118_197335597)x3 (105,0 kb) BDH1 P_BEN
302
arr[GRCh37]Yq11.223q11.23(25296950_28071741)x1 (2775,0 kb) DAZ1, DAZ2 / DAZ3, DAZ4 | P_BEN | zachovani 2 funkénich kopii DAZ
arr[GRCh37]2q13(110862477_111128847)x1 (266,0 kb) NPHP1, MALL AR_P
304
arr[GRCh37]15g15.3(43851548 43951301)x1 (99,7 kb) CATSPER2 AR_P | prenasecstvi poruchy reprodukce u muzi
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309 | arr[GRCh37]8p23.2p23.1(6161430_6353226)x1 (191,0 kb) MCPH1 AR_P | susp. pfenasSecstvi mikrocefalie 1
310 | arr[GRCh37]17p13.3(1184475_1602498)x3 (418,0 kb) 14 genl PAT 17p13.3 mikroduplikacni sy
315 | arr[GRCh37]15q11.2913.2(22765628 30653936)x3 par (7890,0 kb) 139 gen( PAT 15911q13 mikroduplikacni sy
316 | arr[GRCh37]15q11.2913.2(22765628 30653936)x3 par (7890,0 kb) 139 genl PAT 15911q13 mikroduplikacni sy
317 | arr[GRCh37]12p11.23(27306320_27760152)x1 par (453,8 kb) STK38L, ARNTL2, PPFIBP1 VUS
318 | arr[GRCh37]12p11.23(27306320_27760152)x1 par (453,8 kb) STK38L, ARNTL2, PPFIBP1 VUS
arr[GRCh37]5p12(44506416_45414642)x3 (908,0 kb) HCN1 VUS | 4.—8.exon
319
susp. prenasecstvi spinalni muskularni atrofie, mlzZe se vsak
arr[GRCh37]5q13.2(69238677_70587018)x1 (1 348,0 kb) SMIN1 /SMN2 AR_P jednat o pseudogen SMN2 s vysokou homologit k SMNZ
323 | arr[GRCh37]15q15.3(43916972_43951301)x1 (34,3 kb) CATSPER2 AR_P | pfenasecstvi poruchy reprodukce u muzi
330 | arr[GRCh37]16p13.3(6796846_6805752)x1 (8,9 kb) RBFOX1 VUS | 3.intron
arr[GRCh37]Xq25(124738242_126882197)x>3 (2143,0 kb) - P_BEN | rozsahla duplikace, genové chuda oblast
331 | arr[GRCh37]15qg21.2(52332711_52447040)x1 (114,3 kb) GNB5 AR_P | 4.—-13. exon, prenasecstvi Lodder-Merla sy
susp. prenasecstvi spinalni muskularni atrofie, mlze se vsak
arr[GRCh37]5q13.2(69732192_70386600)x1 (654,0 kb) SMN1 /SMN2 AR_P jednat o pseudasen SMN2 s vysokou hemolasii k SVINE
333 | arr[GRCh37]Xp22.11(22050894 22863152)x3 (812,0 kb) PHEX VUS
susp. prenasecstvi spinalni muskularni atrofie, mlze se vsak
334 | arr[GRCh37]5q13.2(69238677_69925345)x1 (686,0 kb) SMN1 /SMN2 AR_P et et (e e S S wsalien sl RS
340 | arr[GRCh37]22g11.21(18375358_18628078)x3 (253,0 kb) MICALL, l;{’l_lf;i:& PEX26, VUS
arr[GRCh37]17p13.3(872943_1302394)x3 (429,3 kb) PAT
358 15 genl 17p13.3 mikroduplikacni sy
arr[GRCh37]17p13.3(2339561_2826073)x3 (486,5 kb) PAT
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8.4 Vztah Cetnosti vyskytu abnormalnich genetickych
variant a vyskytu pridruzenych vad u pacientii s PAS

V této diplomové praci byla testovana hypotéza: ,,Abnormalni genetické varianty hodnocené
jako patogenni, pravdépodobné patogenni ¢i VUS se castéji vyskytuji u pacienti

s komorbidnimi neurovyvojovymi onemocnénimi nez u pacientl s izolovanou PAS*.

Cetnosti ve vymezenych kategoriich shrnuje tabulka 17.

Tabulka 17 Pocty jedincit s PAS s komorbidnimi NVO, pocty jedincii s izolovanou PAS a vyskyt abnormdalnich
genetickych variant v téchto skupindach. (+) znaci pritomnost abnormalni varianty, (—) jeji absenci.

abnormalni varianta (+) abnormalni varianta (-) celkem
PAS s NVO 36 211 247
izolovana PAS 8 105 113
celkem 44 316 360

Analyzou naSich dat 2x2 kontingen¢ni tabulky pomoci chi-kvadrat testu jsme ziskali
nasledujici vysledky (zaokrouhleno):
e chi-kvadrat=3,3913
e p=0,0655
e OR=2,239(95% CI: 1,005 — 4,989)

Nulovou hypotézu tedy neni mozné na zakladé tohoto testu zamitnout.

Analyzou téchto dat pomoci Fisherova exaktniho testu jsme ziskali vysledky
(zaokrouhleno):
e p=0,0555
e OR=2,235(95% CI: 0,976-5,769)

Nulovou hypotézu tedy neni mozné na ziklad¢ tohoto testu zamitnout. Interpretace

a diskuze téchto vysledkt je uvedena v kapitole 9.4 Testovand hypotéza.
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9 Diskuze

9.1 Charakter zkoumaného souboru

9.1.1 Pohlavi jedinci

Jak jiz bylo popséano v kapitole 2.3 pojednavajici o epidemiologickych udajich o autismu, byla
pozorovana zavislost miry prevalence PAS na pohlavi jedincl. Ve studiich pracujicich se
souborem jedinc s PAS vzdy dominovalo zastoupeni chlapci, a¢ pozorovany pomeér
postizenych chlapctl a divek se mezi nékterymi studiemi li§i. Metaanalyza Loomes a kol. (2017)
st polozila za cil prozkoumat prevalen¢ni studie s vysokou kvalitou metodologickych ptistupti
a odhalila, Ze pomér, ktery pravdépodobné nejvice odrazi skute¢nou prevalenci mezi pohlavimi,

je pomer blizici se 3:1.

Nas soubor pacientl sestaval z 267 jedinci muzského pohlavi a 93 jedinct Zenského
pohlavi. Toto rozlozeni odpovidd piesnému poméru 2,87:1 spifevahou zastoupeni
chlapcii/muzi. Tento pomér blizici se hodnoté 3:1 je tak zcela ve shod¢ se zminénymi

publikovanymi tdaji.

Diivody, pro¢ je rozlozeni autismu v populaci pifesné takové, zatim zlstdvaji
neobjasnéné. Védci vyslovili nékolik teorii, pro¢ se PAS mohou ¢astéji vyskytovat u chlapct.
Napriklad studie Jacquemont a kol. (2014) nalezla signifikantné zvyseny pocet dele¢nich CNV
a SNV (zvySeny mutacni prah) u divek s neurovyvojovym onemocnénim oproti chlapcim.
Autofi tak predpokladaji, ze ,,muzsky* mozek je na zmény v tomto ohledu citlivéjsi a PAS se
tak mize projevit Castéji, jiz pii pritomnosti méné¢ zasadnich negativnich faktorti. V nasem
souboru bylo mezi pacienty, ktefi byli nositeli nékteré HFLP, VUS, pravdépodobné patogenni
¢1 patogenni varianty, 30 chlapct a 20 divek a uvedeny trend tedy nebyl z hlediska vSech
nalezenych (deleénich i amplifikaénich) CNV pozorovan. Zadna z podobnych teorii zatim
nebyla stanovena jako univerzalné platna a otazkou rovnéz zlstdvd, zda vzhledem
k multifaktorialni povaze autismu bude véda v budoucnu schopna takové odpovédi vibec

poskytnout.

9.1.2 VéKk jedincii
Primérny veék jedincil pfi stanoveni diagnoézy PAS globalné mezi lety 2012 a 2019 byl
metaanalyzou Van ’T Hof a kol. (2021) vypocten na 60,48 mésice (pfiblizné 5 let), pfipadné na

43,18 mesice (pfiblizné 3,5 roku), pokud byly ve studiich zahrnuty jen déti do maximalné
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10 let véku. Tyto udaje vSak pochézeji z analyzy studii ze 40 riiznych zemi svéta a vzhledem
k odlisnym diagnostickym postupiim napfi¢ riznymi regiony lze pfedpokladat, ze idaje nemusi
presné reflektovat hodnotu primérného véku pii stanoveni diagnézy jen vramci Ceské
republiky. V Ceské republice byl v roce 2016 zaveden plosny screening projevii PAS cestou
praktickych l1ékatti pro déti a dorost jako soucast vSeobecné preventivni prohlidky v 18 mésicich
veku ditéte. Testovani se provadi pomoci psychologického dotazniku M-CHAT (Modifikovany
kontrolni seznam pro autismus u batolat). Z prizkumu provedeného ceskymi vyzkumniky
s udaji od 210 pediatri vyplynulo, Ze 74,7 % z nich provadi screening v€asné¢ho zachytu PAS
(pomoci M-CHAT nebo rozhovoru s rodici) a to prevazné ve véku 18-24 meésict (1,5-2 let)
veku ditéte (Slepickova a kol., 2019). Dité¢ je obvykle nésledné odesldno k dalsim
specializovanym vySetfenim (zejména psychiatrickym, ale také psychologickym ¢i
neurologickym). Kone¢nd diagnéza tak muze byt stanovena az po téchto upfesnujicich
vySetienich. Tato skute¢nost by mohla byt jednim z vysvétleni, pro¢ se v naSem souboru rodice
dostavili do genetické poradny nejcastéji az ve veéku 3 let. VEk kolem 3 let je také dobou, kdy
je manifestace projevit PAS jiz dobfe patrna, naptiklad formou ,autistického regresu*

(Thompson a kol., 2019).

Ackoli tedy vétSinu jedincti souboru tvotila détska populace, vékové rozpéti v dobé
prvniho vySetieni bylo v nasem souboru Siroké. Pohybovalo se od 13 mésicii do 42 let. Jedinc,
kterym bylo v dobé€ prvni navstévy 18 let nebo vice, bylo v souboru 23 (6,39 %). Nejcastéjsi
davody pro piichod pacienta az v pokrocilejsim véku, pokud byly znamy, byly v naSem souboru
nasledujici: pacienta odeslal na genetickou konzultaci 1€kar jiné specializace, at’ uz za ucelem
samotného dovysetieni neurovyvojové poruchy, nebo za tcelem jiného genetického vysetieni
(napt. pro trombofilni mutace, mutace ovliviiujici funkci pojivovych tkani a podobn¢), kdy
vzhledem k pfitomnosti PAS bylo provedeno 1 vySetieni pro neurovyvojové poruchy. Dalsi
Castou situaci bylo vySetieni jedince pro PAS jiZ v davné dobé a nésledna ztrata kontaktu
s rodinou, ktera se vSak nyni s odstupem let dostavila a s ohledem na dostupnost novych
diagnostickych metod a rozsifeni genetickych databazi bylo mozné vysSetfeni doplnit ¢i
revidovat. Jednim z dalSich diivodii bylo planovani rodicovstvi sourozence probanda ¢i jiného
Clena rodiny a pfani stanovit riziko dalSiho vyskytu NVO vyplyvajici z konkrétniho
genealogického zaznamu. Dal§im diivodem mohl byt i méné vyrazny fenotyp bez pfidruzenych

vrozenych vyvojovych vad.

57



Priklad nami nalezenych variant vSak doklada, ze pouzité metody (zejména vySetieni
array CGH) umozni podrobnéjsi poznani genomu pacienta v jakémkoli véku a mohou tak

pfinést zasadni posun na mnohdy zdlouhavé cesté za objasnénim probandovych obtizi.

9.1.3 Diagnozy v ramci PAS

V souboru se vyskytovali jedinci se vSemi zakladnimi diagnézami spadajicimi do PAS.
Byly dokumentovany ptipady détského autismu (164 jedinci), atypického autismu
(50 jedincti), Aspergerova syndromu (17 jedinct), Rettova syndromu (jeden jedinec) a détské
dezintegrani poruchy (jeden jedinec). V ramci souboru osob s konkrétné stanovenou
diagnozou tedy vyrazné¢ dominuje zastoupeni détského autismu, nasledované zastoupenim
atypického autismu. Naopak velmi ojedinélymi ptipady byly Rettiv syndrom a détska
dezintegraéni porucha. Takovy pomér rozloZeni reflektuji i recentni prevalencni vyzkumy,
které odhaduji Cetnost détské dezintegracni poruchy na 1-9 ptipadt na 100 000 narozenych déti
a prevalenci Rettova syndromu na ptiblizn€ 5—10 ptipadi na 100 000 narozenych divek. Jde
tedy o velmi vzacné poruchy. Naproti tomu PAS (jako celek) se v populaci vyskytuje
mnohonasobné Castéji, s odhadem 1-7 piipadd na 200 narozenych déti (0,5-3,5 %; Mehra

a kol., 2019; Petriti a kol., 2023; Salari a kol., 2022).

V mnohych piipadech nebyl u pacientli specifikovan konkrétni typ autismu. Tento fakt
muze mit nékolik vysvétleni, naptfiklad nedostatek informaci v lékatskych zpravach
o vysledcich diivéjsich  specializovanych — vySetieni  (neurologické, psychologické,
psychiatrické, logopedické a dalsi). Pfi¢inou mohl byt piili§ nizky vék ¢1 nespoluprace ditéte
pii vySetfovani, kdy byla diagn6za uzaviena obecné jako PAS bez specifikace typu, nebo byly

pozorovany cetné znaky PAS, ale stanovit konkrétni diagnozu spolehliveé zatim nebylo mozné.

9.1.4 Zatéz pridruzenymi NVO u jedincii s PAS

Ve zkoumaném souboru mély dvé tfetiny pacientii (65,8 %) k PAS pfidruzenou dalsi
neurovyvojovou poruchu. Vice nez polovina pacient (52,5 %) méla pro PAS ¢i jiné NVO
pozitivni genealogii, at’ uZ se jednalo o sourozence probanda, jeho ptimé predky ¢i vzdalené;si
pfibuzné. Nejcastéjsim komorbidnim NVO u jedincl ndmi zkoumaného souboru byl ID
(53,6 % jedinct v souboru) a ADHD nebo ADD (31,1 % jedinci v souboru; viz tabulka 5).
Z dalsich zachycenych neurovyvojovych komorbidit Ize zminit naptiklad depresivni poruchu,
uzkostnou poruchu, specifické poruchy uceni, dyspraxii, tikové poruchy, OCD ¢i schizofrenii.

U zbyvajici jedné tietiny pacientl se jednalo o izolovany autismus.
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Studie Baio a kol., (2018) se zam¢ftila na déti s PAS a pozorovala, ze 31 % déti spliiovalo
kritéria inteligencniho deficitu a u dalSich 25 % déti byly vysledky testovani hranicni.
Prevalenci inteligen¢niho deficitu u déti s PAS studovala také prace tymu Postorino a kol.
(2016). Inteligenci a vyvoj déti hodnotila pomoci dvou riznych diagnostickych nastroji (skal
GMDS-ER a Leiter-R) a vyslednou frekvenci ID odhaduje na 47,6 %. Recentni studie Kucinska

a kol. (2024) zaznamenala ID v analyzovaném souboru pacientii s PAS v 52 %.

Prevalenci ADHD u autismu sledovalo rovnéz nékolik riiznych studii. Naptiklad prace
Avni a kol. (2018) pozorovala 62,7% frekvenci vyskytu ADHD u 260 déti s PAS. Dalsi prace
zkoumajici soubor o 4032 jedincich zaznamenala potvrzenou diagné6zu ADHD u déti s PAS

v 59 % ptipadi (Stevens a kol., 2016).

Mimo uvedené NVO jsem zvlast hodnotila 1 prevalenci epilepsie, kterou jsme ve
zkoumaném souboru pozorovali v 10,3 % ptipadi. Metaanalyza Liu a kol. (2022) odhaduje na
zéklad¢ zkoumani 66 prevalenc¢nich studii frekvenci vyskytu epilepsie u pacientli s PAS na

10 %, coz je tak ve shod¢ s nasim pozorovanim.

Domnivam se, ze realnd mira zatéze pacienti NVO by mohla byt jesté¢ vyssi, pokud
bychom provedli longitudinalni studii a ovéfovali tyto parametry s odstupem let u stejnych,
avsak jiz starSich jedincii. Nas soubor je tvofen prevazné velmi mladymi jedinci (v dobé prvni
navstévy ¢inil modus véku 3 roky, median 5 let 1 mésic a primérny veék 7,2 roku). Neni
vylouceno, ze v pribéhu dospivani se mohou u jedincli, ndmi hodnocenych jako pacienti
s izolovanym autismem, dal§i NVO vyvinout ¢i viditelnéji projevit. Rovnéz frekvence vyskytu
NVO v rodinach probandii by mohla byt redln¢ jest¢ vyssi, nebot’ sbér téchto informaci je
mnohdy zavisly jen na osobni vypovédi rodinnych ptislusSnikii doprovézejicich probanda
k vySetteni. V n&kterych (byt spiSe ojedinélych) pfipadech nebylo mozné genealogickd data
ziskat viibec nebo jen ¢aste¢né, pokud jeden nebo oba rodice nebyli zndmi. Dal§im divodem,
pro¢€ by napftiklad redlna frekvence ADHD/ADD v nasem souboru mohla byt jesté vyssi, a tim
se priblizit vice k vysledkim diive uvedenych studii, je, Ze prevalenci ADHD jsem stanovila
jen na zékladé¢ poctu skutené stanovenych diagndz. Nicméné u mnoha jedinct se vyskytovaly
znaky jako hyperaktivita a potize se soustfedénim, ackoli zatim diagn6zu ADHD/ADD
oficidln€ neobdrzeli. Pfesny odhad prevalence zté¢Zzuje také fakt, Ze mnoho znaki PAS, ADHD,
ADD, ID, uzkosti a dalSich NVO se vz4jemné piekryva, a stanoveni pfesné diagnodzy tak byva
1 pfes propracovana diagnosticka kritéria nesnadnou zélezitosti. Proto se mize stat, Ze rizné

studie poskytuji mirné odlisné vysledky. Zavérem, na kterém se vSak vSechna pozorovani
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(v€etné této diplomové prace) shodnou, je, ze autismus s sebou pifinadsi mnohé piidruzené

neurovyvojové obtize v nemalé mife.

9.1.5 Rodinna zatéz NVO

Ve spojitosti s vyskytem neurovyvojovych onemocnéni je také zajimavy ndhled do
genealogického zaznamu jedinct. Studie Xie a kol. (2019) zaznamenala u 63,1 % osob
s PAS pozitivni rodinnou anamnézu (zaméfenou na rodi¢e jedincll) pro dusevni a/nebo
neurologickd onemocnéni. V nasem souboru jsem se zaméftila nejen na rodice a dalsi piibuzné
prvniho stupné (sourozenci, pfipadné potomci), ale také na vzdalenéjsi pribuzné. V nasem
souboru byla prevalence PAS a dalSich NVO v rodinach pacienti souhrnem 52,5 %. Toto ¢islo
je nizsi oproti hodnoté, ke které dospéla predchozi zminéna studie na détech s PAS a jejich
rodi¢ich, nicméné nami pozorovana prevalence v rodindch je minimalni hodnotou a realné
pocty frekvenci NVO mohou byt jesté vyssi — jak je také popséno v predchozi kapitole, stejné
jako u prevalence komorbidnich NVO, i zde byly zdrojem informaci pro zapis do lékatskych
zprav osobni vypoveédi pribuznych pacienti. Rovnéz diagnostické postupy pro odhalovani PAS
se mohly v dobé¢ détstvi rodicti a prarodict pacienti 1iSit od diagnostickych postupti, které se
pouzivaji dnes, kdy se moznosti spolu s povédomim o PAS neustale rozsifuji. Do prevalence
NVO byli v této praci zahrnuti jen ti jedinci, u nichz byla stanovena oficidlni diagndza, nicméné
mnohdy byl v Iékaiskych zpravach zdznam o pritomnosti znakl nékterého NVO u piibuznych
probanda, nebo napiiklad pojem ,,$irsi autisticky fenotyp®. Je tedy mozné, ze mnozi z téchto
¢lent rodiny by diagnosticka kritéria pro dané NVO spliovali, pokud by byli testovani

podrobeni.

Detailnéji se Ize také podivat na vyskyt PAS a dalSich NVO mezi sourozenci. Tabulka
18 uvadi kompletni ptehled sourozeneckych pari (pfipadné sourozenecké trojice) zahrnutych
ve zkoumaném souboru s popisem pozorované¢ho genotypu a fenotypu. Piipady parQ
monozygotnich dvojcat (pacientky 12 a 13, pacienti 63 a 66) jsou velmi cennym zdrojem dat
pro genetické vyzkumy a umoznuji studovat genotypo-fenotypové korelace danych nalezl
a dalsi genetické mechanismy (mira penetrance, variabilni expresivita apod.). V naSem souboru
byly oba pary vySettenych dvojcat konkordantni pro uvedeny fenotyp, coz mize potencialné
odrazet vyssi miru penetrance / nizs$i miru variability pfitomnych aberaci. Minimalné 45 dalSich
pacientii mélo vlastniho ¢i polorodého sourozence (nezahrnutého do souboru) s obdobnymi
NVO. Odhaduji vsak, Ze realné pocty téchto sourozencti (z diivod podobnych tém uvedenym

v piedchozich dvou kapitolach o osobni a rodinné zatézi neurovyvojovymi onemocnénimi) by
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mohly byt jesté vyssi, nez se nam na zaklad¢ 1ékaiskych zprav podafilo zachytit. ZvySenou
prevalenci neurovyvojovych, psychiatrickych ¢i neurologickych obtizi u sourozenct pacientl
s PAS pozorovaly naptiklad studie Fields a kol. (2024) a Lin a kol. (2022).

Tabulka 18 Sourozenecké dvojice a trojice zahrnuté ve zkoumaném souboru, genotyp a fenotyp jedincii a jejich

konkrétni pribuzensky vztah. OVR — opozdény vyvoj reci, EPI — epilepsie, bpn — bez patologického ndlezu,
AR — autozomalné recesivni. Symbol * oznacuje polorodé sourozence.

pac. pribuzenstvi fenotyp genotyp
12 dvojée 1A PAS, ADHD, OPMV, OVR, hypotonie, .\, (5515 3, 16¢22.1, 22q13.3)
amblyopie
13 dvojce 1B PAS, OPMV, OVR, hypotonie, 3x VUS (5p15.3, 16¢22.1, 22q13.3)
amblyopie
63 dvojce 2A PAS, ID, ADHD bpn
66 dvojce 2B PAS, ID, ADHD bpn
148  sourozenec3A  PAS,ID VUS (17g25.1)
189  sourozenec3B  PAS, ID, regres Feci bpn
163 sourozenec 4A (*) PAS, depresivni / panicka porucha bpn
164 sourozenec 4B (*) EQZQZH ), CEpREnit | (2l & prenasecstvi AR
165 sourozenec 4C (*) EQZ?}E‘H ) IR eI & bpn
185  sourozenec5A  PAS,ID bpn
186  sourozenec5B  PAS,ID, OVR bpn
315 sourozenec 6A PAS, ID, ADHD 15g11.2913.2 mikroduplikacni sy
316  sourozenec 6B PAS, ID, EPI 15g11.2q13.2 mikroduplikacni sy
317  sourozenec7A  PAS, ID, EPI, ADD, makrocefalie VUS —v oblasti 12p11.23
318 sourozenec 7B PAS, ID, makrocefalie VUS —v oblasti 12p11.23

9.2 Charakter pozorovanych genetickych aspektu

9.2.1 Zachyt abnormalnich variant

Vysetteni karyotypu odhalilo v souboru 360 pacientii s PAS ¢tyfi abnormalni varianty
— marker chromozom s heterochromatinovou oblasti centromery chromozomu 5 v mozaikovém
stavu (11 %), reciprokou translokaci casti dlouhych ramének mezi chromozomy 5 a 12,
pericentrickou inverzi na chromozomu Y a zvétSeny heterochromatinovy blok v satelitni oblasti
chromozomu 15. Podrobnosti o téchto nalezech uvadi tabulka 14. Pfi dané velikosti souboru
pacientli se tedy jedna o 1,1% zachyt. V dostupné literatufe jsou zdznamy o zachytu
chromozomovych abnormalit u pacienti s PAS pomoci karyotypovani také v fadu nizkych
jednotek procent. Napiiklad studie Reddy (2005) nalezla abnormalni varianty ve 3,3 %

(14 nélezti ve vzorku 421 pacientil), kdy se jednalo o nadpocetné marker chromozomy,
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translokace, inverze, ale také o duplikace a delece. Autofi dalsi studie zachytili pomoci
karyotypovani na vzorku jedinct s PAS nékterou variantu v 0,8 % piipadi. Ze vzorku 500 osob
byly v této studii zachyceny tfi ptipady abnormalni konstituce pohlavnich chromozomt a jeden
ptipad reciproké translokace mezi chromozomy 4 a 14 (Liao a kol., 2013). I pfes nizké
frekvence zachytu metodou karyotypovani je skladba nalezenych abnormalnich variant vzdy

velmi rozmanit4.

Metoda FISH byla v nami vySetfovaném souboru, podobné jako ve studii Al-Awadi
a kol. (2023) nebo vjiz zminované studii Reddy (2005), pouzita k ovéfeni podezieni na
specifické aberace €1 za ucCelem ziskani detailnéjSich informaci dopliujicich ptfedchozi
vySetfeni. V souvislosti s neurovyvojovymi obtizemi byla provedena vysetfeni u tfi pacientt.
V prvnim ptipadé za celem objasnéni ptivodu marker chromozomu nalezeného pti vysetieni
karyotypovanim, ve druhém piipad€é potvrzeni suspektni mozaikové formy trizomie
chromozomu 9 zachycené metodou array CGH a ve tfetim pfipadé¢ byla metoda FISH
provedena pro objasnéni ptivodu nadbyte¢ného heterochromatinového bloku v satelitni oblasti
chromozomu 15. Vysetfeni FISH tedy nebylo na souboru pacientli aplikovano plosné, a proto
zde nebude diskutovana procentualni frekvence zachytu abnormalnich variant. Detailnéji

o diagnostickém piinosu metody vSak pojednédva kapitola 9.3 Pfinosy a limity pouzitych metod.

Poslednim vyuzitym pfistupem pro zachyt abnormalnich genetickych variant pro tuto
diplomovou praci bylo vySetfovani genomu jedincli za pomoci metody array CGH.
V 360 analyzovanych vzorcich bylo nalezeno 101 abnormélnich CNV u 84 jedinct, coz
ptedstavuje ptiblizné 23 % z celkového poctu vSech vySetienych pacientli. Pocet nalezenych
variant v poméru k celkovému poctu provedenych vysetfeni, tedy zachytnost metody, Cini
pfiblizn€ 28 %. Tabulka 19 srovnava zachyt CNV pomoci array CGH u souboru jedincii s PAS,
ke kterému dospély nejriiznéjsi recentni studie. Vysledny zachyt CNV zdlezi vZdy na mnoha
faktorech, od charakteru souboru, pies format a design pouzitych microarray ¢ipl, az po

konecné hodnoceni nalezil, vymezeni jejich kategorii a pouZzitych databazi.
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Tabulka 19 Zachyt abnormalnich variant (CNV) pomoci metody aCGH na souboru pacientii s PAS. N — pocet
nalezenych variant, n — pocet nositelii (pacientii) téchto variant. Udaj ,,zachyt — CNV* byl vypocten jako
procentudlni pomér poctu nalezenych CNV k celkovému poctu vysetiovanych osob. Udaj ,, zdchyt — pacienti* byl
vypocten jako procentudlni pomér poctu nositeli nalezenych variant k celkovému poctu vysetrovanych osob.
Informace o nalezech a souborech byly prevzaty ze studii Annunziata a kol., 2023; Granata a kol., 2024, Kucinska
a kol., 2024, Lovrecic¢ a kol., 2018.

tato diplomova Kuciriska a kol. Granata a kol. Annunziata Lovrecic a kol.
prace (2024) (2024) a kol. (2023) (2018)
soubor 360 180 122 209 150
nélezy N=101;n=84 N=40;n=30 N=46;n=35 N=117;n=75 N=26,n=24
PAT, P_PAT,
. VUS, HFLP, PAT, P_PAT, = PAT/P_PAT, PAT, VUS,
hodnoceni AR_P/XV_P, | VUS,P_BEN vUS P_BEN PAT, VUS
P_BEN
format €ipu 8x60K 4x180K, 8x60K 4x180K ISCA180K 8x60K
zachyt CNV (%) 28,1 22,2 37,7 56,0 17,3
zachyt pacienti (%) 23,3 16,7 28,7 35,9 16,0

Rozpéti zachytu na ptikladu téchto praci je od 16 % do 35,9 % (tabulka 19). NaSe studie
se umistuje piiblizn¢ uprostied této Skaly a svymi vysledky se tak reprezentativné tadi

k vysledklim recentnich podobné zaméienych studi.

9.2.2 Hodnoceni abnormalnich variant

Patogenni a pravdépodobné patogenni varianty

V nami testovaném souboru tvorily prevaznou vétSinu patogennich a pravdépodobné
patogennich CNV nélezy v oblastech spojenych s riznymi genetickymi syndromy. Konkrétné
byly zachyceny: 16pl11.2 proximalni mikrodele¢ni syndrom (MIM# 611913), MECP2
duplikaéni syndrom (MIM# 300260), 17923.1923.2 mikrodele¢ni syndrom (MIM# 613355),
Koolen De-Vries syndrom (MIM# 610443), 22q11.21 mikrodele¢ni syndrom (DiGeorge
syndrom, MIM# 188400 / velokardiofacidlni syndrom, MIM# 192430), 15qllql3
mikroduplikaéni syndrom (MIM# 608636) a 17p13.3 mikroduplika¢ni syndrom
(MIM# 613215). Jako geneticky syndrom je obvykle chapan komplexni soubor obtizi
vzniklych na podklad€ definované genetické aberace, pficemz charakter ptitomnych znakt je
pro dany syndrom typicky. Ukazalo se vSak, ze v nékterych piipadech nemusi byt vztah
genetického stavu pacienta s fenotypovou prezentaci syndromu zcela jednozna¢ny a miize to

byt zalezitost zasluhujici hlubsi rozbor.
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Ptipad pacienta 248 demonstruje, ze fenotyp nemusi byt vzdy jasnym indikatorem
pritomnosti konkrétniho syndromu. Fenotypovy projev tohoto chlapce zahrnoval poruchu
sluchu, hypotonii, PAS a psychomotorické opozdéni. V kraniofacidlni morfologii nebyly
pozorovany zadné abnormalni znaky. Vysetfeni array CGH vsSak u pacienta odhalilo
mikrodele¢ni syndrom 22q11.21 se zasazenymi vSemi klicovymi geny (HIRA (*600237), TBX1
(MIM* 602054), COMT (MIM* 116790)). Tento syndrom obvykle obnasSi nejen naruseni
psychomotorického vyvoje ditéte a organové vady, ale mnohdy také napadné fenotypové
znaky, naptiklad rozstépové vady patra a rtl a odchylky v kraniofacialni morfologii (Databaze
OMIM, 2022b, 2020b). Ani zasazeni vSech kauzalnich genli syndromu vSak u tohoto pacienta
nevyustilo v projev vSech téchto znakl. Variabilni fenotypovd expresivita syndromu
mikrodelece 22q11.21 byla pozorovana naptiklad ve studii McDonald-McGinn a kol. jiz v roce
1999, nicméné diky moznostem soucasnych diagnostickych metod lze odhalit podstatu
onemocnéni 1 u fenotypové méné vyraznych jedincii, pokud jsou vyuzity jako screeningovy

nastroj.

Dalsim faktorem, se kterym je nutné pii vyhledavani abnormalnich variant pocitat, je také
mira penetrance dané¢ho syndromu. U nékterych onemocnéni je znama konkrétni mira
penetrance, na zakladé ¢ehoz lze predikovat manifestaci obtizi. Tento jev dobie ilustruje
napiiklad 100% mira penetrance MECP2-duplika¢niho syndromu u chlapcti (Cani a kol., 2022).
Tento syndrom byl v naSem souboru potvrzen u pacienta 145, v jehoz anamnéze dominovaly
stejné znaky, jaké rovn€z popisuje zminéna studie — psychomotorické opozdéni, PAS,

paleocerebelarni symptomatologie, hypotonie a zachvaty s poruchou védomi a cyanozou.

Naopak efekt snizené penetrance mnohdy maskuje pfitomnost varianty u nepostizeného ¢i
velmi mirn€ postizen¢ho rodice, ktery ji posléze miize pfenést na svého potomka. Takova
situace nastala naptiklad u pacienta 56, u kterého byl odhalen 16p11.2 proximélni mikrodele¢ni
syndrom. Tyto delece vykazuji pomérn€ vysokou miru variability a pfedev§im nekompletni
penetranci (Databaze OMIM, 2020d). Ackoli drtivd vétSina zachycenych ptfipadi byva
puvodem de novo (jak pozorovali napiiklad autofi studie Shinawi a kol., (2010)), v naSem
piipad€ se jednalo o deleci zdédénou od matky probanda, jejiz fenotyp vSak nevykazoval

vyrazné zdvazné znaky.

U nékterych syndromt védci vyvinuli detailnéjsi kategorizaci danych obtiZi, jako naptiklad
u syndromu mikroduplikace 17p13.3, ktery se dle zasahu konkrétnich genti déli do dvou
subtypti. Pacienti s duplikovanymi genem YWHAE (MIM* 605066), ale bez zasahu genu
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PAFAHIBI (MIM* 601545), spadaji do syndromu mikroduplikace 17p13.3 I. tfidy, kdeZto
pacienti s duplikaci genu PAFAHIBI (at uz také s duplikaci YWHAE ¢i CRK (MIM* 164762)
nebo bez ni) jsou fazeni do syndromu mikroduplikace 17p13.3 II. tfidy (Bruno a kol., 2010).
Dle tohoto rozdéleni byl u pacientky 358 pritomen syndrom mikroduplikace 17p13.3 II. tfidy.
Autofi studie v porovndvani obou tiid syndromu neztstali jen na urovni genotypu, ale zaméfili
se také na fenotyp. Predpokladaji, ze pacienti L. tfidy syndromu maji vétsi tendenci vykazovat
nadmérny rust a PAS, naopak pacienti spadajici do II. tfidy ve vyzkumu vykazovali ristovy
deficit, psychomotorické opozdéni a hypotonii. U pacientky s timto syndromem v nasem
souboru byly pozorované rysy PAS, ID, hypotonie a opozdéni ristu, coz by nejen geneticky,
ale také 1 fenotypové odpovidalo kategorii syndromu II. tfidy. Syndrom mikroduplikace
17p13.3 byl zachycen v nasem soubor také u pacienta 310, u kterého doslo k zasazeni geni
YWHAE a CRK, ne vSak genu PAFAHIBI. Jednalo se tedy o kategorii syndromu I. tfidy.
Pacient vykazoval nejen PAS, ale také rozstép patra a rtu, kterd byla v nékterych ptipadech
pozorovana také predchozimi autory (Bruno a kol., 2010). Pfipady téchto dvou pacientti naseho
souboru tak mohou slouzit jako podpora dat a pozorovani jiz diive provedenych studii. Rovnéz
mohou ilustrovat, ze klinické dopady konkrétniho syndromu nezalezi jen na poloze v ur€itém
kritickém regionu, ale také na zasahu konkrétnich gend, ktery se u jednotlivych pacientl mtize

1 v ramci jediného onemocnéni mirné lisit.

V literatute byl popsan vyskyt autismu, opozdéni psychomotorického vyvoje a dalSich
NVO u vSech nami nalezenych variant ptisobicich uvedena syndromova onemocnéni (Al Ageeli
a kol., 2014; Ballif a kol., 2010; Campbell a kol., 2018; Curry a kol., 2013; Koolen a kol., 2016;
Peters a kol., 2013; Shinawi a kol., 2010). Mira prevalence autismu u takovych jedinct se vSak
napfi¢ konkrétnimi syndromy znac¢né lisi. Zatimco asociace PAS a syndromu mikrodelece
16p11.2 je relativné Castéjsi (napt. ve studii Green Snyder a kol (2016)) byla PAS pfitomna
u 20 % jedincil), naproti tomu manifestace autismu u jinych syndromd muiZe byt mnohem
vzacnéj$i. Vyskyt syndromu mikrodelece 17q23.1g23.2 je sdm o sob& velmi vzacny a jeho
asociace s diagnozou PAS nebyla v literatufe zatim podrobné dokumentovana. Pravdépodobné
doposud nejrozsahlejsi studovany soubor zahrnoval 7 pacientl s timto syndromem a pfitomné
symptomy byly hodnoceny obecné jako vyvojové opozdéni (Ballif a kol., 2010). Zachyt této
patogenni varianty u pacientky s psychomotorickym opozdénim a rysy PAS v nasem souboru

je tak mozné povazovat za raritni zaleZitost.

Kromé vSech vySe zminénych aberaci spojenych s etiologii genetickych syndromii byl

v naSem souboru také jako patogenni hodnocen nalez mozaikové formy monozomie a trizomie
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chromozomu 9. Uplné aneuploidie autozomi byva v drtivé vét§ing neslu¢itelna se Zivotem (Jia
a kol., 2015), u zivych jedincii pak byva pfitomna v mozaikové forme¢ a miva vyrazné dopady

na jejich fitness.

Za pravdépodobné patogenni byly na zaklad¢ dostupné literatury a informaci z genetickych
databazi v naSem souboru oznaCeny 3 varianty (viz také tabulka 16). Ve vsech piipadech se
jednalo o delece exonti v genech zasadné ovliviiyjicich bunécné procesy — genech NRXNI
(MIM*  600565), MBDS5 (MIM* 611472), CHRNA7 (MIM* 118511) a OTUD7A4
(MIM* 612024).

Produkt genu NRXNI patii mezi neurexiny, tedy receptory bunéénych povrcha, které svoji
vazbou s neuroliginy vytvari vapnikoveé-dependentni komplex nervovych synapsi a Gi€astni se
tak neurotransmise (Databaze OMIM, 2017b). Mutace v oblasti genu, ktera byla zasazena
u pacientky 155 (tedy delece 1.—5. exonu) byvaji spojovany s predispozici k PAS, ID, epilepsii
a schizofrenii (Cosemans a kol., 2020). Detailné;j$i analyzu tohoto nalezu nabizi kapitola 9.5

Kazuistiky.

U pacienta 160 doslo k deleci 4. (nekodujiciho) exonu genu MBDS5, jehoz produktem je
protein s metyl-CpG vazebnou doménou tucastnici se epigenetickych procesti (napf.
prostiednictvim interakce s polycomb komplexem pro deubikvitinaci histonti; pfedpoklada se,
ze ovliviluje genovou expresi, bunéfnou diferenciaci a dalsi) (National Center for
Biotechnology Information, 2025). Studium klinickych dopadii mutaci tohoto genu piineslo
rozlicné poznatky. Gen je soucasti syndromu mikrodelece 2q23.1, mezi jehoz projevy patii
psychomotorické opozdéni, hypotonie, ataxie, rysy PAS ¢i zachvatovité stavy (Mullegama
a kol., 2015). Disrupce a nékteré heterozygotni mutace genu zpisobuji AD intelektualni
nedostatecnost (MIM# 156200) (Databdze OMIM, 2022g). I mutace pouze v nekodujicich
oblastech genu mohou v nékterych ptipadech vést k podobnému fenotypovému projevu jako
mutace v kodujicich oblastech genu (Hodge a kol., 2014). Pacient naseho souboru zasazeny
deleci jediného nekddujiciho exonu tohoto genu vykazoval velmi zdvazné kombinované
postizeni — détsky autismus, ADHD, téZzky inteligen¢ni deficit, makrosomii, makrocefalii,

obezitu a nespecifickou kraniofacialni dysmorfii.

V genomu pacientky 187 byla nalezena delece vregionu 15q13.3 mikrodele¢niho
syndromu (MIM# 612001) zasahujici gen OTUD7A (pro enzym deubikvitinazu) a CHRNA7
(pro podjednotku nikotinového acetylcholinového receptoru). Syndrom se mize pojit s rizné

vyjadienym NVO — PAS, ID, epilepsii, schizofrenii, ADHD, poruchami nalad a dal$imi.
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Dominantnimi rysy fenotypu pacientky s touto deleci byly PAS a ID. Syndrom dle pfedchozich
studii vykazuje nejen variabilni expresivitu, ale také nekompletni penetranci, a proto byl nalez

v nasem souboru hodnocen jako pravdépodobné patogenni (Lowther a kol., 2015).

Nékteré nami nalezené pravdépodobné patogenni delece jsou v porovnani s nalezy
deleci celych oblasti spojenych s riznymi syndromy relativné malymi aberacemi mnohdy
omezenymi na jediny gen ¢i dokonce pouze jeho ¢ast (napt. exon). Slouzi tak jako dobry ptiklad
toho, ze zavazné klinické konsekvence mize mit jakakoli alterace zasahujici klicovy tsek

genomu.

VUS a HFLP varianty

Zcela nejhojnéjsim typem abnormalniho nalezu v naSem souboru byly varianty typu VUS, které
tvotily témét 36 % veskerych zachycenych variant. Tyto CNV predstavovaly delecni
1 amplifikacni varianty rtizného rozsahu (od jednotek kb az po 2 Mb) v rliznych castech
genomu. Pro velké mnozstvi téchto nalezi zde nebudou diskutovany jednotlivé, bude vSak

provedena syntéza pozorovanych jevl €i principt a uvedeny nekteré piiklady.

Jak jiz napovidad samotné oznaceni, fenotypovy dopad téchto variant a jejich pfima
pric¢inna souvislost s danym onemocnénim nejsou obvykle dosud zcela objasnény. Divodem,
genu, ¢i nezmérna rozmanitost charakteristik téchto variant (rozsah, lokalizace v genomu,
povaha aberace, apod.). Svoji roli také hraje efekt variabilni expresivity a nekompletni
penetrance mnohych variant. Na zéklad¢ jedinecnosti kazdé varianty mize byt posléze obtizné
nalézt dostateCné velky vzorek jejich nositelt a tim signifikantné prokazat korelaci s danym

fenotypem.

Nicméné 1 pies tyto skutecnosti byly u pacientll s neurovyvojovymi onemocnénimi
pozorovany nékteré typy aberaci Castéji (napi. v urcitych genech), coz se ukazalo i v naSem
vyzkumu. Jako ptiklad Ize uvést VUS varianty v genu RBFOX1, které byly detekovany u tfech
pacientll naSeho souboru. Jednalo se o tii odli$né intragenové mutace — delece 1 duplikace, de
novo 1 parentalniho plivodu, a také rozdilného rozsahu (nejmensi varianta byla o velikosti
8,9 kb a nejvétsi dosahovala 721 kb). Mutace genu RBFOXI u osob s PAS a dalS§imi NVO je
hojné€ popisovana v dostupné literatuie (Bill a kol., 2013; Hamada a kol., 2016; O’Leary a kol.,
2022). Produkt genu RBFOXI je sestiihovy faktor vazajici motiv v mRNA, exprimovany
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v neuronech a Ucastnici se alternativniho sestfihu, vyvoje neurondlnich siti ¢i regulace

synaptické plasticity a excitability (Databaze OMIM, 2019).

Témer 10 % ndmi zachycenych abnormalnich variant bylo hodnoceno jako HFLP.
Zminit 1ze napft. varianty v genech NIPAI, NIPA2, TUBGCP5, CYFIPI, NRXNI odhalené
u vice pacientti souboru. Interpretace vyznamu téchto variant byva obtizna, jelikoz se jedna
o rekurentni varianty pritomné u velké ¢asti populace a zdroven vykazujici snizenou penetranci.
I ptesto je u téchto variant zvazovan mozny dil¢i efekt ptispivajici k rozvoji neurovyvojovych
obtizi, naptiklad z divodu jejich lokalizace v genech klicovych pro vyvoj a fungovani nervové

soustavy (Maya a kol., 2020).

V nékterych ptipadech je zvazovano mozné vysvétleni patogenniho plisobeni varianty
prostiednictvim modelu second-hit (dvojiho zasahu), ktery ptedpokladad souhru efektu variant
s dal§imi genetickymi ¢i environmentalnimi faktory. Vliv dvojiho zasahu uvazuje napiiklad
studie Leblond a kol. (2012), ktera u tfi pacientl s fenotypem PAS a deleci v genu SHANK?2
detekovala navic mutace v dalSich genech suspektné asociovanych s neuropsychiatrickymi
projevy — CHRNA7 nebo CYFIPI. Velice podobnou konstelaci — soubéh variant (VUS ¢i
HFLP) v genu CYFIPI nebo CHRNA7 s variantou v dal§im genu — jsme zachytili nékolikrat
1 vnasem souboru. Ve vSech tiech pfipadech se navic jednalo o soubch s variantou v jiz
zminéném genu RBFOXI, coz by mohlo poukazovat na jeho vyznamné postaveni mezi
genetickymi faktory potencialné asociovanymi s PAS. Vice nez jednu abnormalni variantu (byt
ne nutn¢ jen hodnocenych jako VUS, ale z celého okruhu variant patogennich, pravdépodobné
patogennich, VUS ¢i HFLP) neslo ve svém genomu 8 pacientii souboru (detailni piehled viz
tabulka 16). Pii hodnoceni nalezenych variant je tedy dilezité se soustfedit nejen na klinické
dopady jednotlivych aberaci, ale nahlizet na piipad v Sir§Sim kontextu, naptiklad zvdZenim

mozného synergického plisobeni mutaci prostfednictvim modelu dvojiho zasahu.

Zajimavou rovinou komplexity genetickych aspektl v etiologii autismu je takeé
lokalizace zachycenych VUS / HFLP variant. Nalezli jsme delece ¢i duplikace jak v kodujicich
oblastech genli (exonech), ale i v nekodujicich (intronech) a dokonce také v negenovych
oblastech, jako napf. u nalezu intersticidlni delece nachdzejici se té€sné pied genem SOX6
(MIM* 607257) u pacienta 92. V nékterych ptipadech je zvaZzovan také napiiklad zasah nékteré
regulacni sekvence, kterd nemusi nutné lezet v blizkosti daného genu. Tak tomu bylo u pacienta

267, u kterého byla detekovana duplikace v oblasti pfedpokladaného vzdaleného slabého
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regulacniho elementu genu SHOX (Bunyan a kol., 2016). Nicméné¢ tato varianta (i jiné mutace

genu SHOX) jsou vzhledem k jeho funkci pro fenotyp PAS / NVO povazovany za benigni.

vvvvvv

jejich vysoké zastoupeni u pacientti s PAS a jinymi NVO je ¢ini nezanedbatelnym faktorem ve

studiu genetickych pticin téchto obtizi.

Sekundarni nalezy

V lidském genomu se miliZze nachazet také mnoho variant, které pro fenotyp jejich nositele
nemusi predstavovat zasadni riziko. V souboru zahrnutém do této prace byly nalezeny varianty
podminujici prenasecstvi autozomalné recesivnich ¢i X-vazanych chorob (pf. spinalni
muskularni atrofie, riznych forem hluchoty apod.), nebo varianty hodnocené jako
pravdépodobné benigni nemajici zadny klinicky dopad, ptfipadné Zadnou souvislost
s pozorovanym fenotypem (pf. varianty v genech DAZ GCastnicich se procesu spermatogeneze).
Jako pravdépodobné benigni byly po porovnani s podobnymi nalezy z genetickych databazi
hodnoceny také nalezy vétsiho rozsahu: pericentricka inverze na chromozomu Y, nadpocetny
marker obsahujici pouze centromeru chromozomu 5, zvétSeny heterochromatinovy blok

v satelitni oblasti 15. chromozomu.

9.2.3 Konkrétni lokusy a zasaZené geny
Patogenni, pravdépodobné patogenni, VUS a HFLP varianty jsme nalezli v mnoha riznych

lokalizacich napftic celym lidskym genomem. Mezi zasazené regiony patfily:

1925.1, 2p16.3, 2q14.2, 2ql14.3, 2q22.3, 2q23.1, 2q37.3, 3p25.3, 3p26.3, 4q22.3, 5pl2,
5p15.33, 7pl15.3, 7q31.1, 9p24.3, 10q25.2, 11pl5.1, 12p11.23, 13ql3.3, 15ql1.2,
15q11.2q13.2, 15q13.3, 16p11.2, 16p13.3, 16q22.1, 17p13.3, 17q21.31, 17q23.1q23.2,
17q23.3, 17q25.1, 18p11.22p11.21, 22q11.21, 22q13.33, Xpl1.22, Xp22.11, Xp22.31,
Xp22.33/Yp11.32, Xq28.

Vyskyt CNV vuvedenych chromozomovych regionech u pacienti s PAS byl
v literatufe dobfe dokumentovan (Boccuto a kol., 2013; Chair a kol., 2024; Oikonomakis a kol.,
2016; Trost a kol., 2022; Woodbury-Smith a kol., 2018; Zhang a kol., 2020). Zachytili jsme
vSak 1 varianty v lokusech, které nejsou ve spojitosti s PAS uvadény zcela béZné. V tomto
kontextu je zajimavy naptiklad ndlez u pacienta 319, u kterého doslo k deleci 4.—8. exonu genu
HCNI (z anglického ,hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel 1°;
MIM* 602780) leziciho v oblasti 5p12. Patogenni varianty tohoto genu kodujiciho draslikovy
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kandl byly dobfe popsany v souvislosti s epileptickymi zachvaty (zejména s vyvojovou
epileptickou encefalopatii ¢i AD generalizovanou epilepsii doprovazenou febrilnimi zachvaty)
(Databaze OMIM, 2021c¢). Zminky o asociaci mutaci HCNI s PAS jsou spise vyjimkou. Tou je
napiiklad prace Marini a kol., (2018), ktera studovala genotypo-fenotypovou korelaci u kohorty
41 pacientl s riznymi mutacemi genu HCN/ hodnocenymi jako patogenni, pravdépodobné
patogenni ¢i VUS. Dominantnim fenotypem pro nosi¢e variant byly epileptické zachvaty,
nicméné v souboru se vyskytly i 4 ptipady jedinct s PAS ¢i ID bez pfitomnosti zachvatovitého
onemocnéni. Na zaklad€ hlubsi analyzy pozorovanych mutaci autofi navrhuji hypotézu, ze
zatimco varianty typu ,,gain-of-function” (vedouci k nadmérné funkci genu) mohou ustit
v zachvatovitd onemocnéni, varianty zplisobujici haploinsuficienci genu mohou predisponovat
spiSe k ID ¢i PAS. Navic u dvou pacientek, jejichz fenotyp zahrnoval PAS a NVO, ale ne
epilepsii, byl zasazen 4. exon genu (delece), stejné jako v ptipad¢ pacienta naseho souboru,
u kterého nicméné doslo k duplikacni mutaci. Lze tak konstatovat, ze gen HCN/ a jeho varianty

rizného charakteru by mohly byt velmi zajimavym kandidatem pro budouci vyzkum.

Je mozné se zamcétit nejen na Sir$i lokalizaci CNV v rdmci genomu, ale také na
konkrétni geny, jez v danych oblastech lezi. Nami zachycené abnormalni varianty zasahovaly

naptiklad nasledujici vybrané geny:

ACR, ALGS, ARL4D, ARNTL2, ATP2B2, CA4, CDHI, CDH3, CHRNA7, CLASPI, CNTN4,
CNINAPS, COMT, CRHRI, CYFIP1, DHRSX, DHX8, DNAI2, DOCKS, ETV4, EXOSCS8, GH2,
GHRL, GLI2, GNAL, HCNI, HIRA, IL6, IMMP2L, KANKI, KANSLI, MAPT, MBD5, MICALI,
MIR648, NAAI10, NIPAI, NIPA2, NRXNI, OPNILW, OPNIMW, OPNIMW?2, OTUD7A,
PAFAHIBI, PDHAZ2, PEX26, PHEX, PIEZO2, PPFIBPI, PPMI1D, RABGAPIL, RBFOXI,
RFXAP, SDHA, SHANK3, SLC6A41, SLC943, SMADY, SPART, SPPL2C, STH, STK3S8L, STS,
TBX1, TBX2, TBX4, TBX1, TKTLI1, TCF7L2, TUBGCPS5, TUBSS, UNCS5, YWHAE.

Mezi produkty téchto genli nalézdme naptiklad sestfihové faktory (RBFOXI),
transkripéni faktory (SHANK3), neurotransmiterové receptory (CHRNA7) a transportéry
(SLC6A1) a podobné. Detailni rozbor funkci téchto genil a jejich vyznam ve fyziologii bunky
a organismu by zasluhoval samostatnou studii. Obecné je vSak moZzné vypozorovat jejich

zapojeni do nasledujicich procesti:

e geny regulujici synaptickou plasticitu — pi. SHANK3, NRXNI, RBFOXI, SLC6A1
e geny ovlivilujici epigenetické procesy — pi. MBDS5, KANSL1, RFXAP, COMT, TCF7L2
e geny spojené s neurotransmiterovou signalizaci — pt. CHRNA7, SLC6A1, CRHR1
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e geny zapojené do neurogeneze — pi. TBX1, PAFAHIBI, YWHAE, GLI2, ZEB2, MAPT
e geny ovliviyjici bunéény cytoskelet — pt. MAPT, CLASP1, DOCKS, TUBGCPS5, TUBSS
e geny zapojené do metabolismu mitochondrii — pt. SDHA, PDHA?2, IMMP2L

e geny regulujici hormonalni signalizaci a imunitni odpoveéd’ - pt. IL6, GH2, GHRL

(Informace o jednotlivych genech byly pfevzaty z databdze OMIM — McKusick-Nathans
Institute of Genetic Medicine, Johns Hopkins University 1966-2025).

Takto rozséhly vycet nalezenych variant odrazi, jak veliké je mnozstvi lokust a gent
zapojenych do molekularnich drah ovliviiyjicich vyvoj nervové soustavy a jak slozité

a rozmanité tyto procesy mohou byt.

9.3 Prinosy a limity pouzitych metod
Geneticka vySetfeni jsme provadéli pomoci tfi odliSnych metod — karyotypovani, FISH, aCGH.
Kazda z pouzitych metod je zaloZena na jiném principu, coZ s sebou piinasi i rozdily v jejich

uziti a vystupech.

Mezi vyhody karyotypovani patii jeji relativni metodicka, Casova a cenova nenarocnost.
Metoda slouzi k zachyceni piipadnych vétSich numerickych i strukturnich abnormalit. Hlavni
nevyhoda spoc¢iva v nizké rozliSovaci schopnosti, kterd ¢ini 5-10 Mb (Shen a kol., 2016).
Nicméné 1 piesto poskytuje karyotypovani hodnotné informace o pritomnosti ¢i absenci
hrubych chromozomovych odchylek v genomu pacienta. Na zékladé¢ vysledkii analyzy
karyotypu je mozné provést cilen¢jsi vysetieni (napiiklad pomoci FISH) a tim metoda slouzi
jako dilezita ,kiizovatka® v procesu cytogenetické diagnostiky. Vyskyt hrubych
chromozomovych odchylek byva u souboru osob s PAS / NVO vS§ak obvykle pomérné nizky,
coz dokladaji 1 naSe vysledky (zachyt 1,21 %). Pro detailni vySetfeni genomu pacienta tak neni

dostacujici pouziti jen této jediné metody.

Druhou nami vyuzitou metodou byla FISH. Vyznamnou vyhodou této metody je jeji
specificita (specificita sond). S tim je ale také spojena nevyhoda nutnosti znat cil naseho
zkoumani pfedem, aby bylo moZné vhodné zvolit, které sondy bude tfeba pro vySetieni pouZit.
RozliSovaci schopnost této metody je cca 100 kb, avSak pfesny rozsah (velikost) aberace neni
mozné na zéklad¢ ziskanych fluorescencnich signalii urcit (Silva a kol., 2019). Naopak kdy je
metoda FISH pro kvantifikaci velmi uzite€nd, jsou pfipady urovani presné frekvence

mozaikové linie v genomu pacienta, k cemuz jiné metody nejsou piili§ vhodné. Toho jsme ve

71



studovaném souboru vyuzili u vySetfovani pacientky 26 s ndlezem monozomie a trizomie
chromozomu 9 (obrazek 9a,b). Pii interpretaci vysledkii pozorovéani frekvence mozaikovych
linii je ale tfeba zohlednit, Ze bunécné linie s aneuploidii autozomt mohou byt znevyhodnény
pfi bunééném dé€leni v pribehu kultivace, coz miize mit potencidlné¢ vliv na zkresleni
skute¢ného zastoupeni abnormalnich linii ve tkani (Hulley a kol., 2003). Lze proto doporucit
provadéni vysetfeni z nativni tkané (nativniho vzorku krve). Pfednosti metody FISH je také jeji
schopnost vizualizovat charakter strukturnich ptestaveb, coz bylo pfinosné zejména u vySetieni
pacienta 327 s nalezem zmnozZeného genetického materialu satelitni oblasti 15. chromozomu

(obrazek 10 a 11).

Stézejnim bodem ve vySetfovani souboru pro nas byla metoda array CGH. Je schopna
detekovat aberace uZ na urovni pfiblizné 20-200 kb, ¢imz vyrazné rozSifuje naSe mozZnosti
poznani (Silva a kol., 2019). Abnormalni variantu jsme nalezli u vice nez pétiny pacientl
(23 % jedincl). Vyznamny piinos metody a nasledné softwarové analyzy vysledki spociva také
v moznosti identifikace konkrétnich zasazenych genti. Mezi nevyhody metody array CGH
fadime napiiklad nemoznost odhaleni balancovanych piestaveb, jelikoz je zalozena na
kvantitativnim porovnavani genomu pacienta s referencnim genomem. Rovnéz neni metoda
vhodna k piesnému urceni frekvence pfipadné mozaikové linie, obzvlasté v piipadech, kdy je
v genomu piitomnd monozomicka a trizomickd linie téhoz chromozomu soucasné (jak tomu
bylo u pacientky 26) — muze dojit k vzajemnému vyrovnani signali a tim ke zkresleni
skute¢ného poméru zastoupeni obou linii. Metoda array CGH je obecné schopna detekovat
ptedevsim vysokofrekvenéni mozaiky, u mozaiky celych chromozomi ptfiblizn€ nad 10 %
(Scott a kol., 2010). U detekovanych aberaci také nelze urcit, na které alele chromozomu je
lokalizovana; princip metody je zalozen na hybridizaci nespecifickych sond, které odrazeji
celkovy pocet kopii, avSak bez rozliSeni alelického pivodu. Pokud byla aberace zdédéna od
rodi¢e jedince, pro ziskani informace o alelickém plvodu aberace je tieba provést dalsi
vysetfeni aCGH u obou rodiét jedince (Silva a kol., 2019). Cipy neobsahuji sondy pokryvajici
oblasti kolem centromer a oblasti satelitli akrocentrickych chromozomu (Coe a kol., 2007).
Nevyhodou metody je tak nemoZznost detekce piestaveb sateliti nebo detekce marker
chromozom obsahujici jen centromeru a pfilehlé oblasti. AvSak negativni ndlez zaCGH muze
vyloucit patogenni vliv markeru. V naSem souboru tato situace nastala u pacienta 17
s markerem obsahujicim centromeru chromozomu 5 a pacienta 327 s ptestavbou v satelitni

oblasti chromozomu 15.
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Metody cytogenomiky, véetné¢ aCGH, neslouzi k detekci nukleotidovych expanzi
v genomu. Literatura vSak uvadi, ze k jedné z relativné CastéjSich afekci asociovanych s PAS
u chlapci patfi syndrom fragilniho X, za ktery je zodpovédnéd praveé expanze trinukleotidi
(Kaufmann a kol., 2017). Syndrom fragilniho X byl pfitomen u jednoho pacienta v naSem
souboru. Pacient 76 byl chlapec s plnou mutaci v genu FMRI (MIM* 309550) a fenotypem
zahrnujicim détsky autismus, ID, ADHD, makrosomii a makrocefalii. Pomoci nami
provedenych vySetfovacich metod vSak u tohoto pacienta zddné abnormalni varianty zachyceny

nebyly.

Dalsim faktorem ovlivitujicim vysledny zachyt abnormalnich variant u kohorty pacienti
s konkrétnim onemocnénim muize byt také design a format pouzit¢ho Cipu. Studie Kucinska
a kol. (2024) provedla genetické vySetfeni souboru 180 jedincii s PAS pomoci ¢ipu 8x60K
CytoSure Constitutional v3 Array a ¢ipu 4x180K CytoSure Autism Research Array. Ukézalo
se, ze 12 CNV zachycenych ¢ipem formatu 4x180K designovanym specialn€ pro vyzkum
variant asociovanych s PAS by klasicky format ¢ipu 8x60K nedetekoval. Ctyii z téchto variant
pak byly autory hodnoceny jako pravdépodobné patogenni. Je proto mozné, ze i v naSem
souboru by bylo odhaleno n¢kolik dalSich variant, kdybychom pouzili jiny format Cipu,
naptiklad specializovany pro vyzkumy pacienti s PAS. Nicméné formét pouzivany v nasi
laboratofi (SurePrint CGH 8x60K G3 ISCA; Agilent, USA) je Siroce vyuZzivanou a osvéd¢enou
platformou pro klinickou diagnostiku umoznujici detekci klinicky vyznamnych variant vcetné
téch spojenych s NVO. Robustnost tohoto forméatu ¢ipu a jeho vyznamny piinos pro genetickou
diagnostiku 1 u pacientii s neurovyvojovymi obtizemi podporuji také zavéry predeslych studii

(Vallespin a kol., 2013).

Kazda z pouzitych metod je svymi pfinosy i limity jedinecnd a kazda je uZzitecna.
Soucasnou kombinaci vice rtiznych vySetfovacich metod v genetické diagnostice navic

doséhneme optimalnégjsich vysledki.

9.4 Testovana hypotéza

Formulovali jsme hypotézu piedpokladajici, ze abnormdlni genetické varianty se castéji
vyskytuji u pacientll s PAS a komorbidnimi NVO nez u pacienti s izolovanou PAS. Zaméteni
hypotézy jsme si stanovili na zdklad€ dostupnych ¢i chybéjicich informaci z ptedeslych studii.
Nékteré publikace naznacuji moznou souvislost vyskytu charakteristickych patogennich variant

u pacientll s NVO, naptiklad ID, které mohou byt pfitomné také u pacientii s PAS (Bass a Skuse,
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2018). Nicménég studii, které by byly velmi podobné ¢i identicky zamétené, jako je tato
diplomova prace (charakterem souboru, pouzitymi metodami, zvolenou formulaci hypotéz
apod.), neni mnoho. Pro rozsifeni dosavadnich poznatkl by proto mohlo byt pfinosné testovat

hypotézu na souboru zahrnutém do této diplomové prace.

Nékteré studie se zaméfuji pouze na procentualni porovnani pozorovanych cetnosti
CNV u riznych skupin pacient s PAS. Tak ucinila naptiklad studie Kucinska a kol. (2024),
ktera pozorovala 10,5% prevalenci klinicky relevantnich CNV u jedincti s kombinovanym
postizenim oproti 3,1% prevalenci takovychto variant u osob s izolovanym PAS. Statistické
zhodnoceni pfipadnych rozdili mezi skupinami sizolovanym PAS a PAS s dalSimi
piidruzenymi obtizemi nebylo provedeno. V nékterych ptipadech byly védci v souvislosti
s PAS a abnormélnimi genetickymi variantami zkoumany pouze zcela konkrétni znaky.
Signifikantné¢ zvySenou miru ptitomnosti klinicky vyznamnych CNV objevili pomoci
statistické analyzy chi kvadrat testu naptiklad u fenotypu PAS s mikrocefalii, kraniofacialni ¢i
jinou somatickou dysmorfii (Barone a kol., 2020). Studie Annunziata a kol. (2023) nalezla
pomoci chi-kvadrat testovani signifikantni zavislost zvySeného vyskytu klinicky vyznamnych
CNV u pacientli s PAS a kombinovanymi obtizemi, nicméné rovnéz byla zaméiena na PAS
v soub&hu s predevsim fyzickymi obtizemi. Pro sviij vyzkum definovala ,,komplexni autismus*
dle autortt Miles a kol. (2005) jako pritomnost PAS a vice nez 6 dalSich pfedevsim fyzickych
znakil — napft. zavazné malformace koncetin, visceralni malformace, zdvazné neuroradiologické
zmény, epileptické syndromy nebo ptitomnost syndromt nedostatecného nebo nadmérného
rustu. NaSe studie se vSak zaméfila vyhradné na NVO komorbidity PAS (ID, ADHD, OCD,

epilepsie a dalsi).

Vysledky testovani hypotézy pomoci chi-kvadrat testu ukazuji hodnotu statistiky
> = 3,3913 s p-hodnotou 0,0655. Tato hodnota je nad bézné pouZzivanou hladinou vyznamnosti
0,05, coz znamend, Ze nemuzeme zamitnout nulovou hypotézu a tedy nemdme dostatecny
dikaz o tom, Ze v naSem souboru existuje statisticky signifikantni rozdil mezi skupinami
izolované PAS a PAS s komorbidnimi NVO. Podobny vysledek poskytl i Fishertv exaktni test
(p = 0,0555), ktery se také pohybuje tésné nad hranici 0,05. Ackoli vSak nebylo dosaZeno
statistické signifikance, p-hodnoty obou testli se pohybuji velmi tésn¢ nad hladinou statistické
vyznamnosti 0,05, coZ by mohlo znalit urcitou tendenci k asociaci mezi Cetnosti CNV
a pfidruzenymi NVO. Pomér Sanci pro oba testy vychazi obdobné, po zaokrouhleni OR = 2,24,
coz miliZe naznacovat trend, Ze abnormalni genetické varianty by mohly byt pfiblizné 2,24x

Castej$i u pacientll s kombinovanym postizenim nez u pacientl s izolovanou PAS. Intervaly
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spolehlivosti OR jsou v§ak u obou testi Siroké. Zatimco interval spolehlivosti pro OR Fisherova
testu nezahrnuje hodnou 1 a vysledek tak nelze povazovat za statisticky prikazny, interval
spolehlivosti pro OR chi-kvadrat testu hodnotu 1 tésn¢ nezahrnuje, coz miize naznacovat
statisticky slabé vyznamny efekt. Tato zjiSténi naznacuji, ze ackoli jsme nenasli dostate¢ny
statisticky dikaz pro podporu stanovené hypotézy, vysledky poukazuji na zajimavy trend. Je
mozné, ze asociace mezi vyskytem CNV a komorbidnimi NVO by byla 1épe prokazatelna
s vétsim vzorkem jedincii. Signifikantnéjsi vysledky by mohla pfipadné poskytnout jinak
definovand kritéria, napt. analyza vztahu vyskytu abnormdlnich CNV u pacientli s PAS
zaméfena jen na jeden dalSi vybrany fenotypovy znak. Pokud by vykazoval silngjsi souvislost

s Cetnosti abnormalnich CNV neZ jiné, mohla by statistickd analyza pfinést rozhodné;si zavery.

PAS 1 mnoho jinych NVO vykazuji vysokou miru genetické a fenotypové heterogenity
a také multifaktoridlni charakter. Vzhledem k témto aspektiim PAS a NVO je pravdépodobné,
ze ruzné genetické i1 environmentalni faktory mohou ovliviiovat fenotyp rozdilnymi zptisoby.
Domnivam se, ze se miize jednat o vyznamny faktor ovliviiujici charakter analyzovaného

souboru pacientd, ktery je tak pokazdé do jisté miry unikatni.
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9.5 Kazuistiky

9.5.1 Pacientka 155

U pacientky 155 byla po narozeni pozorovana centralni hypotonie. Psychomotoricky vyvoj
probandky byl v nékterych ohledech opozdény, vyvoj feci byl také pomaly. V dobé¢ vySetieni
(ve véku 6,5 let) vykazovala divka v feci dyslalii a abnormalni stavbu vét, nicméné disponovala
bohatou slovni zasobou. Rodi¢e zaznamenali také obtize v socializaci. Odborné vysetfeni

klasifikovalo div¢iny potize jako vyvojovou dysfazii a suspektni Aspergertiv syndrom.
Genealogicka anamnéza pacientky stran neurovyvojovych obtizi byla nevyznamna.

Objektivné byl u divky zaznamenan vyssi vzrist vzhledem ke genetické predispozici
dle vySky rodi¢i. Facies byla posouzena jako mirn€ stigmatizovana — prodlouzeny tragus
s dvéma hrbolky, o¢ni Stérbiny vietenovitého tvaru, naznaceny upslant, usi ventraln¢ rotované.

Svaly trupu a koncetin vykazovaly nizsi tonus. Byly registrovany pedes planovalgi.

V ramci genetického vySetfovani byl u pacientky stanoven normalni karyotyp 46,XX.
Metodou array CGH byla nelezena maternalné zdédéna delece v oblasti 2p16.3 zasahujici
1.-5. exon genu NRXN1 (obrazek 14; vice viz také kapitola 4.2.1). Gen kdduje protein z rodiny
neurexind, coz jsou receptorové a adhezivni molekuly synapsi. Svoji vazbou k neuroligninim
vytvaii vapnikové-dependentni komplexy ucastnici se neurotransmise a synaptogeneze
(Databaze The National Center for Biotechnology Information, 2025; Wang a kol., 2018).
Varianty v genu NRXNI maji variabilni expresivitu a sniZenou penetranci. Aberace
s patogennim efektem na fenotyp pacienta tak mtize byt zdédéna i1 od rodic¢e s normalnim nebo
mirn¢ abnormalnim fenotypem. Ukazalo se, ze mize zaleZet i na lokalizaci intragenové delece.
Vyzkum Cosemans a kol. (2020) pozoroval na zaklad¢ studia kohorty 670 jedincti s NVO
relativné vyssi penetranci deleci 6.—24. exonu genu NRXN/! (32,4 %) oproti nizs$i pozorované
penetranci deleci 1.-5. exonu (12,59 %). Delece 6.—24. exonu byla castéji spojovana
s fenotypem ID a predispozici ke schizofrenii, zatimco interpretace vlivu deleci exont 1-5 je
u téchto variant predpokladd, Ze mohou predisponovat k rozvoji NVO. Maternalné zdédéné
delece 1.-5. exonu genu (jejiZ nositelkou byla 1 pacientka 155) byly pozorovany u pacientli
s fenotypem PAS, ID ¢i riiznymi psychiatrickymi obtiZzemi (psychozy, bludy; Cosemans a kol.,
2020). Varianta byla na zaklad¢ dostupnych informaci z literatury hodnocena u probandky pro

dany fenotyp jako pravdépodobné patogenni.
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Obrazek 14 Nalezend varianta u pacientky 155 — intragenova delece NRXNI v oblasti 2p16.3 o min. velikosti
444 kb.
Osa X — log: pomer intenzit fluorescencniho signalu reprezentujici zmény v mnozstvi DNA (pritomnost
CNYV). Osa Y — genomicka poloha v oblasti daného chromozomu (v hodnotdach kb). Jednotlivé body — reprezentace
sond, které méri zmény poctu kopii v dané oblasti. Hodnota 0 odpovida normdalnimu poctu kopii, zatimco kladné
hodnoty indikuji amplifikaci, zaporné hodnoty naznacuji deleci. Barevna zona — vyznaceni oblasti se zménou v
poctu kopii. Podél osy Y jsou vyznaceny zasazené geny.
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9.5.2 Pacient 236
U pacienta 236 byla zaznamendna hypotonie a opozdéni psychomotorického vyvoje a obtize ve
vyvoji a porozuméni fe€i. Specializovana vysetieni diagnostikovala u chlapce inteligencni

deficit, PAS a dyspraxii.

Genealogicka data byla shledana jako pozitivni — sestra probanda trpéla obdobnymi
potizemi (vyvojovou dysfazii), otec probanda vykazoval v détstvi specifickou poruchu uceni

(dyslexii a dysgrafii).

V¢ek chlapce v dob¢ prvniho vySetieni byl 3 roky a 1 mésic. Ve fenotypu byl pfitomen
hypertelorismus, Siroké celo a pedes planovalgi, jinak proband nevykazoval vyznamnéjsi

dysmorfii.

Konven¢ni cytogenomické vySetfeni probanda prokézalo normalni muzsky karyotyp.
Vysledky analyzy genomu pomoci array CGH odhalily pfitomnost nékolika potencidlné
vyznamnych variant. Byla nalezena intragenova delece v oblasti 16p13.3 zasahujici 3.—4. exon
genu RBFOXI (obrazek 15a; vice také viz kapitola 4.2.1), jehoz delece jsou nalézany u osob
s neurovyvojovymi onemocnénimi v¢. PAS, ID a epilepsie. Produkt genu RBFOXI je
sestfihovy faktor exprimovany v neuronech ucastnici se alternativniho sestfihu, vyvoje
neuronalnich siti a regulace synaptické plasticity a excitability (Databaze OMIM, 2019).
Varianty v genu RBFOXI jsou povazovany za varianty s neuplnou penetranci a spise nez za
pri¢inu byvaji oznacovany za rizikovy faktor pro rozvoj NVO, na kterém se s nejvetsi
pravdépodobnosti podileji i dalsi genetické €i negenetické faktory (Bill a kol., 2013; Kamien
a kol., 2014; Lal a kol., 2013). Vzhledem k netpIné penetranci byla varianta hodnocena jako
nejasnd. Pozdéjsi segregacni analyzou (genomu rodict) bylo zjisténo, Ze se u pacienta jednalo
o variantu de novo. Zdédéné i de novo mutace genu RBFOXI byly pozorovany napiiklad ve

studii Griswold a kol. (2015).

Dalsi zji$téna varianta — paternaln¢ zdédéna delece oblasti 15q11.2 — zasahuje vysoce
konzervované geny NIPAI, NIPA2 (MIM* 608145, MIM* 608146, geny pro hoicikové
transportéry), TUBGCP5 (MIM* 608147, gen pro komponentu tubulin-gamma komplexu
ucastnici se napt. procesu nukleace mikrotubulll) a CYFIPI (MIM* 606322, gen pro
komponentu regula¢niho proteinového WAVE komplexu tcastnici se polymerace aktinu; viz
obrazek 15b). Tato varianta je povazovana za ,.high-frequency low-penetrant (HFLP)* aberaci
a predpoklada se, ze hraje dopliiujici roli k dal§im genetickym a environmentalnim faktortm,

které mohou vyustit v poruchu neurdlniho vyvoje (Jench a kol., 2019; Maya a kol., 2020b).
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Geneticky profil chlapce byl tedy celkové hodnocen a uzavien jako abnormadlni
s nalezem VUS / HFLP variant a na zékladé¢ soubéhu mutaci v téchto genech zapojenych do
kli¢ovych neurobiologickych a bunéénych procest byl vysloven ptredpoklad mozného uplatnéni

second-hit modelu.
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Obrdazek 15 Varianty nalezené u pacienta 236 — intragenova delece RBFOXI v oblasti 16p13.3 o min. velikosti
721 kb (a) a intersticidalni delece v oblasti 15q11.2 o min. velikosti 534 kb (b).
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9.5.3 Pacient 248
Pacient 248 byl narozen v terminu z t€hotenstvi komplikovaném polyhydramniem. Chlapec
prodélal po porodu novorozeneckou sepsi s nutnosti antibiotické terapie. U chlapce byla

diagnostikovana percepcni vada a centralni svalova hypotonie.
Psychomotoricky vyvoj vykazoval mirné opozdéni s iplnou absenci feci a znaky PAS.

Genealogicky vyznamna byla blize nediagnostikovana porucha sluchu u otce probanda.
V¢ek chlapce v dobé vySetieni byl 1 rok a 10 mésicii. Ve fenotypu nebyly shledany zadné
vyrazné odliSnosti, postava byla normostenickd a hlava mesocefalickd, bez znaki vyrazné

kraniofacidlni dysmorfie.

Karyotyp byl normélni muzsky 46,XY. Metodou array CGH byla nalezena de novo
intersticialni delece v oblasti 22q11.21 o min. velikosti 1,41 Mb zasahujici 46 geni (viz.
obrazek 16). Tato oblast je oblasti rekurentniho delecniho syndromu 22q11.21. Jednalo se
o proximalni deleci lemovanou segmentalnimi duplikacemi LCR22 A-B. Mezi zasazenymi
geny byly vSechny kandidatni kauzélni geny pro DiGeorgetiv syndrom a velokardiofacialni
syndrom — HIRA (MIM* 600237), TBX1 (MIM* 602054) a COMT (MIM* 116790). Nalez byl
zhodnocen jako patogenni. Ackoli rozsah aberace byl pro dany syndrom typicky, fenotypove
nevykazoval proband odchylky v kraniofacialni morfologii ani rozstép patra ¢i rth, jak byva
u pacientt s touto afekci popisovano. U syndromu byla pozorovéna variabilni expresivita a jeho
fenotypova prezentace se tak muze mezi nositeli této aberace lisit (Campbell a kol., 2018;
McDonald-McGinn a kol., 1999). Ruzné vady sluchu byly u pacientd se syndromem
mikrodelece zaznamenany, avSak pozorovana prevalence, ptedpokladané ptiCiny a konkrétni
stanovené diagndzy se napfic studiemi velmi li§i (Verheij, 2021). V pfipad€ pacienta 248 byla
pomoci metody NGS (mimo rozsah a zaméfeni této prace) detekovana pravdépodobné
patogenni varianta v genu ATP2B2 (MIM* 108733; lokus 3p25.3) paterndlniho plivodu
pravdépodobné vysvétlujici vadu sluchu u probanda (i jeho otce), kterd neni disledkem

mikrodele¢niho syndromu.
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Obrdazek 16 Varianta nalezena u pacienta 248 — delece v oblasti 22q11.21 o min. velikosti 1,41 Mb.
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r A4
10 Zavér
Poruchy autistického spektra jsou Sirokou a velice heterogenni skupinou obtizi jak na urovni
jejich pricin, tak projevi. Etiologie autismu vykazuje multifaktoridlni charakter, a tak se mize
Casto jednat o souhru vnéjSich (environmentalnich) a vnitfnich (genetickych) faktort.
Genetické aspekty etiologie PAS jsou rovnéz rozmanitym a komplexnim souborem. Cilem
diplomové prace bylo shromazdit kohortu pacienti s PAS a se zaméfenim na fenotypové

vvvvvvvvv

spocivalo v zachytu a analyze abnormalnich genetickych variant v genomu téchto pacientu.

Rozmanitost genetickych aspektli PAS jsme popsali na zaklad€ ndlezu mnoha rtznych
variant zasahujicich klicové lokusy lidského genomu. Napadnym jevem bylo zapojeni
zasazenych genii do dulezitych bunécénych procesti, zejména v neurogenezi, neurotransmisi,
synaptogenezi ¢i synaptické plasticité. Byly zachyceny také ptipady mnohych mikrodele¢nich
1 mikroduplika¢nich syndromt podtrhujici skutecnost, ze PAS jako diagnostickd jednotka mtze
byt asociovana s velkym mnoZzstvim faktort a pfiin. Podafilo se ndm zachytit 1 pfipady tzv.
modelu dvojiho zasahu, kdy lze na zdklad¢ pfitomnosti vicera vyznamnych faktora
(genetickych variant) soucasn¢ predpokladat jejich synergicky negativni vliv na fenotyp.
Nejcastéj$im typem nalezu v nasem souboru pacientii s PAS byly varianty typu VUS, u kterych
zustava mechanismus jejich ovlivnéni fenotypu dosud ne zcela objasnén. Vyzkumnych studii
a informaci v databazich vSak neustdle pfibyva, a je tak mozné se k variantdim VUS vracet
a podrobit jejich hodnoceni reanalyze, dokud nebudou zafazeny mezi ostatni stupné klasifikace

klinického vyznamu variant.

Pro hlubsi vhled do problematiky abnormalnich genetickych variant u pacientti s PAS,
jejiz fenotypova manifestace miize mit mnoho podob, bylo jednim z cild prace také testovat
hypotézu ptedpokladajici, Ze potencidlné klinicky vyznamné varianty v genomu (hodnocené
jako patogenni, pravdépodobné patogenni, VUS) se ¢ast&ji budou vyskytovat u pacientil s PAS
a dalsimi komorbidnimi NVO, neZ u pacienti bez ptidruZzenych NVO. Po statistické analyze
dat bylo zhodnoceno, Ze ackoli naznacuji moznou podporu hypotézy, podle niZ by pacienti
s pfidruzenymi NVO mohli byt nositeli abnormalni varianty 2,24x cCastéji neZ pacienti
s izolovanym autismem, nase vysledky nemohou hypotézu jednozna¢né podpofit. Je mozné, Ze
tento zavér vyplyva z velikosti souboru ¢i ndmi zvolené definici sledovanych proménnych.
RovnéZ je vSak mozné, Ze tato skutenost pouze odrazi vysokou miru heterogenity, variability

a multifaktorialni povahu neurovyvojovych onemocnéni.
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Byl naplnén také posledni stanoveny cil — popsat vybrané genetické nélezy formou
kazuistik pacienti. Konkrétni ptipady pacienti mohou mnohdy slouzit jako ptihodna ilustrace
faktu, Ze 1 pres velmi dobré moznosti soucasnych diagnostickych metod miize byt nasledna

interpretace genetického nalezu v nékterych pripadech nesnadnou zalezitosti.

-----

zachytu abnormalnich variant docilime pomoci kombinace riznych vysetfovacich metod,
kazda je svymi piinosy (i limity) jedine¢nd. Nejvyssi procentudlni zachyt abnormalnich variant
uosob s PAS ajinymi NVO vykazovala metoda array CGH, coz potvrzuje jeji nepostradatelnou

roli v cytogenomickych vyzkumech souborii jedincii s neurovyvojovymi obtizemi.

Budoucnost genetického vyzkumu PAS je perspektivni a skytd mnoho pftilezitosti. At
uz se jedna o objasiiovani dosud nepopsanych genotypo-fenotypovych korelaci riznych variant,
o detekci zcela novych potencialné vyznamnych variant ¢i nalézani zpisobl pro aplikaci

poznatkt do klinické praxe, ptipadné personalizované mediciny.

Ackoli nastroje védy mozna nikdy plné nepopisou zcela vSechny faktory, mechanismy
a procesy zapojené¢ do etiologie autismu, véiime, Ze vysledky nasi prace a jejich diskuze

pomohou pfispét k hlubsimu vhledu do této problematiky.
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