
 
 

  

Univerzita Karlova 

Přírodovědecká fakulta 

  

Studijní program: Biologie 

Studijní obor: Antropologie a genetika člověka 

 

 

  

Bc. Markéta Dvořáková 

 

Hodnocení záchytu abnormálních genetických variant metodami cytogenomiky u jedinců       

s poruchami autistického spektra 

Evaluation of the detection of abnormal genetic variants by cytogenomic methods in 

individuals with autism spectrum disorder 

  

Diplomová práce 

  

Vedoucí práce: RNDr. Zuzana Slámová, Ph.D. 

  

   

Praha, 2025 

https://www.cuni.cz/UK-6450.html
https://www.cuni.cz/UK-6450.html


 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlášení: 

Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracovala samostatně a že jsem uvedla všechny použité 

informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla předložena k získání 

jiného nebo stejného akademického titulu. 

 

V Praze, 29. 04. 2025 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poděkování: 

 

Na tomto místě bych ráda poděkovala vedoucí své diplomové práce RNDr. Zuzaně 

Slámové, Ph.D. nejen za odborné vedení, připomínky a čas věnovaný této práci, ale také za úsilí 

vynaložené k předání praktických zkušeností při výzkumu v laboratoři. Rovněž děkuji vedoucí 

cytogenetického oddělení ÚBLG 2. LF UK a FN v Motole, RNDr. Drahuši Novotné za 

umožnění vypracování této práce a veškerou pomoc. Nemalé poděkování patří i dalším členům 

oddělení, kteří se na pomoci s výzkumem a zhotovením práce podíleli, a rovněž mé rodině, 

která mne při psaní podporovala. 

 

 



 
 

Abstrakt: 

 

Poruchy autistického spektra jsou velmi komplexní a heterogenní skupinou obtíží 

ovlivňující fyzický a psychický stav jedince na mnoha různých úrovních. Nezanedbatelná je 

rovněž prevalence autismu, která je odhadována na 0,5–3,5 % populace. Na etiologii poruch 

autistického spektra se podílí nejen faktory prostředí, ale také genetické faktory. Významný 

podíl těchto genetických aspektů tvoří varianty v počtu kopií. V závislosti na jejich lokaci 

v genomu a zasažení konkrétních genů mohou mít tyto varianty různé klinické důsledky.             

U osob s poruchami autistického spektra jsou některé z abnormálních variant pozorovány 

signifikantně častěji. 

Hlavní náplní této diplomové práce je pomocí vybraných cytogenomických metod 

(karyotypování, fluorescenční in-situ hybridizace a array komparativní genomové hybridizace) 

detekovat abnormální varianty v genomu jedinců s poruchou autistického spektra a následně 

tyto nálezy zhodnotit dle klinického dopadu. Práce obsahuje podrobný výčet, hodnocení               

a analýzu abnormálních variant nalezených u souboru jedinců s autismem či dalšími 

neurovývojovými obtížemi. Věnuje se zasaženým chromozomovým lokusům a funkcím 

jednotlivých genů. Práce se rovněž zabývá charakterizací zkoumaného souboru pacientů 

s ohledem na prevalenci autismu mezi pohlavími či zátěží jedinců a celých rodin 

neurovývojovými onemocněními. V závěru práce jsou uvedeny kazuistiky vybraných pacientů. 

Práce rovněž zkoumá vztah mezi genetickými aspekty, autismem a mnohými dalšími 

neurovývojovými obtížemi (např. porucha pozornosti s hyperaktivitou, depresivní porucha, 

obsedantně-kompulzivní porucha, schizofrenie či epilepsie). Byla testována hypotéza zjišťující, 

zda se abnormální genetické varianty vyskytují častěji u pacientů s autismem a zmíněnými 

komorbidními obtížemi než u pacientů s izolovaným autismem. Námi shromážděná data tuto 

hypotézu nepodpořila, avšak mohou naznačovat možný trend 2,24krát vyšší pravděpodobnosti 

výskytu abnormální varianty u pacientů s neurovývojovými komorbiditami než u pacientů bez 

těchto přidružených obtíží. Je diskutováno možné ovlivnění výsledků značnou šíří variability, 

jež je pro poruchy autistického spektra charakteristická. 

Klíčová slova: 

 

Poruchy autistického spektra (PAS), varianty v počtu kopií (CNV), neurovývojová onemocnění 

(NVO), array komparativní genomová 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 Úvod 
Mezinárodní klasifikace nemocí definuje poruchy autistického spektra (PAS) jako 

neurovývojové a pervazivní, tedy všepronikající obtíže. Společným rysem diagnóz spadajících 

pod PAS jsou repetitivní chování a potíže v komunikaci a v sociálních interakcích. Komorbidně 

se také mnohdy vyskytují další neurovývojová či fyzická onemocnění. PAS jsou tak velice 

heterogenní skupinou obtíží zasahující do mnoha rovin osobnosti jedince. Tato rozmanitost 

fenotypového projevu se rovněž zrcadlí v rozmanitosti genetických aspektů etiologie autismu. 

Předchozí genetické studie pozorovaly nespočet různých abnormálních variant v genomu 

jedinců s PAS. Významnou složku této diverzity genomu tvoří varianty v počtu kopií (copy 

number variants, CNV – delece či amplifikace). Geny zasažené těmito změnami se účastní 

mnoha důležitých neurobiologických či buněčných procesů (např. regulace synaptické 

plasticity, neurotransmise, metabolismu mitochondrií či fungování cytoskeletu). Každý soubor 

osob s PAS tak může představovat geneticky jedinečný celek. 

 Cílem diplomové práce je odhalit, popsat a zhodnotit abnormální genetické varianty 

v genomu souboru 360 pacientů s PAS, kteří byli vyšetřeni v ambulanci klinické genetiky 

v nemocnici v Motole v letech 2022–2025. K detekci variant byly použity tři odlišné 

cytogenomické metody – karyotypování, fluorescenční in-situ hybridizace (FISH) 

a komparativní genomová hybridizace na čipu (array comparative genome hybridization, 

aCGH). Práce se také pokusila charakterizovat tento soubor pacientů, porovnat výhody a limity 

použitých metod a zaměřila se na prozkoumání otázky, zda se abnormální genetické varianty 

vyskytují častěji u pacientů s PAS a komorbidními neurovývojovými obtížemi než u pacientů 

s izolovaným autismem.  

Mnoho genetických mechanismů uplatňujících se v etiologii PAS však navzdory 

současným pokročilým diagnostickým metodám zůstává neobjasněno. Tato práce má tak 

formou studia nalezených genetických variant a následného porovnání výsledků s poznatky 

předchozích studií za cíl přispět k rozšíření našeho poznání. 
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2 Poruchy autistického spektra 
Mezinárodní klasifikace nemocí (MKN-10) používaná především v Evropě včetně České 

republiky ke stanovování diagnóz označuje PAS jako poruchy neurovývojové a pervazivní, 

tedy všepronikající. Častým společným rysem PAS a syndromů s PAS spojovaných jsou obtíže 

v komunikaci a v sociálních interakcích (Mezinárodní klasifikace nemocí MKN-10, 2023). 

Světová zdravotnická organizace (WHO) popisuje PAS jako soubor přetrvávajících obtíží 

v sociálních dovednostech – v iniciaci sociální interakce, schopnosti jejího udržení či 

v komunikaci. Dále popisuje repetitivní vzory chování, které mohou být netypické v kontextu 

věku či sociokulturního prostředí jedince. Takové vzorce chování (anebo zájmy osoby s PAS) 

bývají značně rigidní, často úzce omezené nebo specifické a daný jedinec je nepřizpůsobuje 

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

V neodborné komunikaci je běžně používán obecný jednoslovný a zastřešující pojem 

„autismus“. Problematika jeho vymezení je ale složitější a vyžaduje hlubší vhled do tématu. 

Pod kategorii PAS spadají dvě poruchy (dětský a atypický autismus). S autismem ale bývají 

spojovány další syndromy a poruchy s autistickými znaky nebo ty, u nichž se autismus často 

paralelně vyskytuje jako komorbidita. Definici autismu ztěžuje také fakt, že v recentní 

i starší literatuře nalezneme různé pohledy na kategorizaci poruch autistického spektra. Zmínit 

lze například Aspergerův syndrom, jenž dle Mezinárodní klasifikace nemocí nespadá pod PAS, 

avšak některé jeho formy bývají (nesprávně) označovány jako tzv. „vysokofunkční autismus“. 

Taktéž z důvodu častého překryvu projevů autismu s dalšími zejména neurovývojovými 

onemocněními (NVO) je stanovení diagnózy a odlišení autismu od poruch s podobnými 

projevy komplikovanější. 

2.1 Společné znaky PAS a poruch s autismem spojovaných 

Kromě výše zmíněných potíží nalézáme u jedinců s PAS také asociaci s mnoha dalšími 

závažnými znaky, například v chování nebo vnitřním prožívání. Jedná se o sebepoškozování, 

agresivní chování, deprese, úzkost, podrážděnost, sociální a specifické fóbie nebo například 

i genderový nesoulad  a mnoho dalších průvodních obtíží (Cooper a kol., 2023; Dell’Osso            

a kol., 2019; Hollocks a kol., 2019; Fodstad a kol., 2012). Byly také pozorovány například až 

sebevražedné sklony. Ve studii Dell’Osso a kol. (2019) vykazovali pacienti s PAS a osoby 

s autistickými rysy signifikantně vyšší prevalenci sebevražedného chování oproti zdravé 
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kontrole. Agresivní a sebepoškozující jednání nemusí postihovat jen dospělé a starší děti s PAS, 

ale může se vyskytovat už i u velmi malých dětí ve věku několika měsíců (Fodstad a kol., 2012). 

Častým jevem u dětí s PAS je tzv. „autistický regres“, kdy dítě do 3 let věku (typicky 

kolem 18.–24. měsíce) začne vykazovat regres ve vývoji, který dosud probíhal standardně. 

Regres se projeví ztrátou schopností a dovedností, které jedinec již v předchozím vývoji nabyl 

(Thompson a kol., 2019). 

Ačkoli existuje mnoho společných znaků pro PAS, zůstávají tyto poruchy velice 

heterogenní a variabilní skupinou. Thorová (2006, s. 31) popisuje takovou variabilitu slovy: 

„Symptomy se kombinují v nesčetných variacích, a tak prakticky nenajdeme dvě děti se 

stejnými projevy.“ 

2.1.1 Komorbidity PAS 

Poměrně častým přidruženým znakem PAS je inteligenční deficit (ID) a psychomotorické 

opoždění. Studie týmu Rydzewska a kol. (2018) odhadla prevalenci ID u dospělých s PAS 

v různých věkových kategoriích vždy na hodnotu kolem 30 %. 

Rovněž lze uvést metaanalýzu Hollocks a kol. (2019), která přinesla souhrnný odhad 

přítomnosti některé formy úzkostné poruchy a depresivní poruchy u dospělých s PAS. 

Prevalenci úzkostné poruchy odhadla na 42 % a depresivní poruchy na 37 %. Také se PAS 

vyskytuje v kombinaci s obsedantně kompulzivní poruchou (OCD). Odhad prevalence souběhu 

OCD a PAS u dospělých ve jmenované metaanalýze činil 27 %. Přidružená může být také 

epilepsie, porucha pozornosti s hyperaktivitou (ADHD), bipolární porucha, panická porucha, 

poruchy příjmu potravy, psychózy, schizofrenní poruchy a jiné druhy mentálního a fyzického 

postižení (Hollocks a kol., 2019; Huke a kol., 2013; Lukmanji a kol., 2019; Polderman a kol., 

2014; Stahlberg a kol., 2004). 

PAS může být asociována nejen s duševními obtížemi, ale také s fyzickými problémy, 

mezi které patří částečná až úplná ztráta sluchu nebo zraku a další tělesná postižení (Rydzewska 

a kol., 2018).  

2.2 Poruchy spojené s autismem 

Dle klasifikace MKN-10 zahrnuje pojem „poruchy autistického spektra“ dětský autismus            

a atypický autismus. Dalšími poruchami spojovanými s autismem jsou pak Aspergerův 
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syndrom, Rettův syndrom, dětská dezintegrační porucha a jiné pervazivní vývojové poruchy 

(MKN-10, 2023). Přehled jednotlivých diagnóz shrnuje tabulka 1. 

Tabulka 1 Pervazivní vývojové poruchy. Přehled jednotlivých diagnóz. (Vytvořeno dle MKN-10 (2023)). 

Poruchy duševní a poruchy chování 
Poruchy psychického vývoje 

F84 – Pervazivní vývojové poruchy 
F84.0 Dětský autismus         
F84.1 Atypický autismus         
F84.2 Rettův syndrom         
F84.3 Jiná dětská dezintegrační porucha     
F84.4 Hyperaktivní porucha sdružená s mentální retardací a stereotypními pohyby 
F84.5 Aspergerův syndrom       
F84.8 Jiné pervazivní vývojové poruchy     
F84.9 Pervazivní vývojová porucha NS     

 

Dětský autismus  

Dětský autismus se projevuje do tří let věku dítěte. Hlavními projevy jsou narušení komunikace, 

sociálních interakcí a přítomnost stereotypních vzorců chování, které probíhají vždy stejně. 

Může být přítomen také souběh s úzkostmi, agresivitou či poruchami spánku (Národní 

zdravotnický informační portál ČR, 2024). U dětského autismu dochází k postižení ve formě 

tzv. autistické triády, která zahrnuje výše zmíněné potíže v komunikaci, potíže v sociální 

interakci a potíže v představivosti (na jejímž podkladě pak vznikají rigidní omezené                        

a repetitivní vzorce chování) (Thorová, 2016, s. 59). Autistickou triádu představuje obrázek 1.  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 1 Triáda postižených oblastí u PAS. (Převzato z Thorová (2016, s. 60)). 

Atypický autismus 

Atypický autismus je heterogenní diagnostická jednotka, u které nemusí být naplněna všechna 

diagnostická kritéria, jako je tomu u dětského autismu. Jedinec tedy zpravidla nemá narušené 

všechny tři složky autistické triády anebo závažnost a frekvence příznaků nenaplňuje 
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diagnostická kritéria. Atypický autismus bývá diagnostikován u jedinců s těžkým či hlubokým 

ID a u jedinců s těžkou vývojovou receptivní poruchou řeči. Posledním možným kritériem může 

být projev autismu až po 3. roce života (MKN-10, 2024a; Thorová, 2016, s. 186). 

Aspergerův syndrom  

Mezinárodní klasifikace nemocí MKN-10 popisuje Aspergerův syndrom jako kvalitativní 

narušení sociálních interakcí napodobující autismus. Bývají přítomny omezené zájmy 

stereotypního charakteru. Aspergerův syndrom se od autismu odlišuje nepřítomností opoždění 

ve vývoji řeči a v kognitivních schopnostech. Může být ale přítomna nemotornost (MKN-10, 

2024b).  

Rettův syndrom  

Rettův syndrom je porucha vyskytující se u dívek, která se obvykle projeví kolem 7.–24. měsíce 

věku. Vývoj jedince zprvu probíhá normálně. V pozdějších fázích se však objevuje částečná 

ztráta řeči, porucha obratnosti při chůzi a zástava růstu hlavy. Dále dochází ke ztrátě schopnosti 

vykonávat účelné pohyby rukama a jsou naopak přítomné stereotypní kroutivé pohyby. Typické 

bývají také spontánní hyperventilace. Je dotčen i vývoj po stránce sociální a vývoj hraní. 

Postižení ústí v těžký inteligenční deficit (MKN-10, 2024c). 

Dětská dezintegrační porucha 

U dětské dezintegrační poruchy taktéž dochází k náhlému regresu v dosud standardním vývoji. 

Stejně jako u autismu dochází k potížím s komunikací a se sociálními interakcemi. Průvodním 

znakem bývá ztráta zájmu o okolí a stereotypní motorické projevy (MKN-10, 2024d). 

Jiné pervazivní vývojové poruchy  

Jiné pervazivní vývojové poruchy je název diagnózy bez přesné definice, užívané vzácně             

a sdružující jedince s heterogenními symptomy. Jedná se o osoby s narušenou autistickou 

triádou, ale ne do takové míry, aby diagnóza odpovídala konkrétní formě autismu, nebo                

o jedince se silně narušenou představivostí a schopností rozeznávat hranici mezi realitou               

a fantazií (Thorová, 2016, s. 207–208).  

Autistické rysy 

V lékařských zprávách se můžeme setkat také s pojmem „autistické rysy“ či „širší autistický 

fenotyp“ (v angličtině zkratkou BAP – „broader autism phenotype“). Jsou to blíže nedefinované 

pojmy užívané pro velmi různorodou skupinu jedinců. Může se ale jednat o falešně negativní 
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závěr (u osob, jimž náleží diagnóza dětský či atypický autismus, i když nemají typické vyjádření 

fenotypu), i o falešně pozitivní závěr (u osob, které netrpí žádnou formou autismu, ale například 

mohou mít poruchy expresivní složky řeči, syndrom získané afázie, poruchu emocí nebo těžké 

formy poruchy aktivity a pozornosti). Nabízí se tedy diagnózu pacienta po nějaké době vývoje 

revidovat (McDonald, 2021; Thorová, 2016, s. 211–212). (Thorová, 2016, s. 211–212). 

2.3 Základní epidemiologické údaje o PAS 

Odhad prevalence PAS v populaci se v literatuře obvykle pohybuje kolem 1 či 2 %, jak je tomu 

například u práce Lai a kol. (2014). Nové poznatky přinesla recentní metaanalýza týmu Salari 

a kol. (2022). V celosvětovém měřítku byla prevalence odhadnuta na 0,6 %. Prevalence PAS 

vypočtené touto metaanalýzou pro konkrétní kontinenty pak vykazovaly tyto hodnoty: Asie   

0,4 %, Amerika 1 %, Evropa 0,5 %, Afrika 0,5 %, Austrálie 1,7 %. Například  ve Švédsku se 

ale frekvence zastoupení v populaci vyšplhala dokonce až na hodnotu 3,5 %. Za rozdílnými 

hodnotami můžeme pravděpodobně hledat příčiny nejen v různém charakteru studovaných 

populací, ale také v nestejné dostupnosti zdravotnické péče, v povědomí o PAS či to, jak jsou 

v daném regionu autismus a jednotlivé diagnózy definovány (Salari a kol., 2022).  

U frekvence výskytu autismu nalézáme jistou závislost na pohlaví jedinců. Pozorovaný 

poměr zastoupení PAS u chlapců a dívek se pohybuje obvykle v rozmezí hodnot 2:1 a 8:1, vždy 

s převahou zastoupení u chlapců (Icasiano a kol., 2004; Fombonne a Grandjean, 1997). Novější 

metaanalýza z roku 2017 zkoumala 54 prevalenčních studií a na základě užšího výběru z nich 

(těch s vysokou kvalitou metodologických přístupů) zjistila, že poměr pravděpodobně nejvíce 

odrážející skutečnost se blíží hodnotě 3:1 (Loomes a kol., 2017). Ačkoli výsledný poměr 

chlapců a dívek s PAS může být v závislosti na mnohých faktorech rozdílný, faktem zůstává, 

že významně častěji jsou autismem postiženi chlapci.  
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3 Etiologie a biologická podstata PAS 
V současné době jsou PAS zkoumány mnoha obory, jako je neuroanatomie, neurochemie, 

neuropsychiatrie, neurofyziologie, genetika nebo imunologie. Významná variabilita 

v projevech s sebou nese i variabilitu v příčinách,  a z tohoto důvodu je objasňování příčin PAS 

komplikovanější a různé studie poskytují různé vědecké závěry (Thorová, 2016, s. 44). Na 

základě vědeckého bádání je tedy možné označit povahu autismu za multifaktoriální. 

3.1 Neurobiologie PAS 

Dosud provedené studie zkoumají strukturní i funkční charakteristiky nervové soustavy 

(především mozku) a nabízí poznatky nejen ze studia vzorků zdravých jedinců, ale i osob 

s PAS. Hojně studovaný je například tzv. sociální mozek, tedy neurální sítě, které se podílí na 

sociální percepci. Studie Lahnakoski a kol. (2012) na zdravých jedincích objevila pomocí fMRI 

analýzy (funkční magnetické rezonance) zapojení do sociální percepce a kognice oblasti sulcus 

temporalis posterior superior a dalších neuronových sítí. Pozdější práce týmu Kim a kol. (2015) 

se zaměřila na porovnání funkce sociálního mozku u jedinců s PAS a u zdravé kontroly. U osob 

s PAS byla po vystavení sociálním podnětům nalezena nižší aktivace např. v oblasti pravé 

amygdaly či pravého gyrus frontalis inferior než u zdravých jedinců. 

Strukturním faktorům se věnovala například studie Ecker a kol. (2012), která nalezla 

spojitost mezi objemem šedé hmoty kůry mozkové a etiologií PAS. Jedinci s PAS vykazovali 

ve srovnání s kontrolami signifikantně zvýšený objem šedé hmoty v anteriorní temporální 

a dorsolaterální prefrontální oblasti a naopak významně snížený objem v okcipitální a mediální 

parietální oblasti kůry. 

Další autoři se ve svém výzkumu zaměřili na míru konektivity mezi různými částmi mozku. 

Byla objevena snížená míra synchronizace (funkční konektivity) u osob s PAS mezi frontální  

a parietální oblastí oproti kontrolní skupině. Pozorována byla také dysgeneze corpus callosum. 

Důsledkem oslabené konektivity v korových oblastech je pak nižší míra integrace informací 

(Just a kol., 2007). Zmíněné práce jsou jen malým výsekem studií, avšak mozek je velice 

komplexní orgán skýtající nepřeberné množství možností zkoumání na různých úrovních. 
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3.2 Faktory ovlivňující etiologii PAS 

Výzkum etiologie autismu se zaměřuje na tři kategorie faktorů – genetické faktory, 

imunologické faktory a faktory prostředí. 

3.2.1 Faktory prostředí 

Vyvíjející se mozek je orgán velmi senzitivní, a tak se probíhající studie zaměřují především 

na prenatální či perinatální vlivy potenciálně zvyšující riziko rozvoje PAS. Paleta zkoumaných 

faktorů vnějšího a vnitřního prostředí matky a plodu je velmi široká. 

K riziku rozvoje PAS může přispívat stres matky v období těhotenství. Bylo zjištěno, 

že může rovněž korelovat se závažností projevů a také se podílet na výskytu širšího autistického 

fenotypu v běžné populaci (Varcin a kol., 2017). Tato studie objevila signifikantní závislost 

závažnosti PAS a psychické zátěže matky (rozvod, ztráta práce, ztráta blízké osoby), zejména 

pokud se jednalo o vícenásobné stresové události. 

Některé studie nalezly vyšší frekvenci výskytu PAS u dětí matek užívajících léky jako 

například antiepileptika, zejména obsahující valproát (Christensen a kol., 2013). Vyšší 

frekvence znaků PAS byla dokumentována také u embryopatií způsobených thalidomidem 

(Strömland a kol., 1994), u Möbiova syndromu po užívání misoprostolu (syntetický 

prostaglandin) (Bandim a kol., 2003), a s autismem se také někdy setkáváme u fetálního 

alkoholového syndromu potomků matek požívajících alkohol v těhotenství (Lange a kol., 

2017). Riziko rozvoje PAS může přinést i užívání antibiotických preparátů (Lee a kol., 2019). 

Další studie se zaměřují na roli výživy. Metaanalýza prospektivních studií Wang a kol. 

(2020) odhaduje, že děti se sníženou hladinou vitamínu D v novorozeneckém období a děti 

matek, které měly sníženou hladinu vitamínu D, mohou mít až o 54 % vyšší riziko rozvoje PAS. 

Vitamín D má v těle mnoho funkcí, přičemž byla vyslovena i hypotéza, že regulace exprese 

genů hrajících roli v etiologii autismu může být senzitivní k vitamínu D3 (Trifonova a kol., 

2019). U dětí s PAS (ale např. i s ADHD) byla detekována nižší hladina také omega-3 

polynenasycených mastných kyselin (kyselina eikosapentaenová, kyselina dokosahexaenová) 

než u zdravých dětí s neurotypickým vývojem (Parletta a kol., 2016).  

Výzkum si také všímá odlišností ve skladbě mikrobioty v trávicím traktu pacientů 

s PAS. Jako příklad lze uvést studii Tomova a kol. (2015), kde odlišnost skladby mikrobiomu 

dětí s PAS od mikrobiomu zdravé kontroly (včetně zdravých sourozenců) spočívala ve změně 

poměru zastoupení kmenů bakterií Bacteroidetes / Firmicutes a naopak ve zvýšeném 
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zastoupení bakterie Lactobacillus spp. Experimentální práce Sharon a kol. (2019) 

transplantovala lidskou mikrobiotu do trávicího traktu myší zvlášť od zdravých dárců a od dárců 

s autismem. Myši s mikrobiomem od pacienta s PAS vykazovaly změny v chování oproti 

myším od zdravých dárců. 

Za možným ovlivněním etiologie autismu mohou stát i faktory jako život těhotné 

v blízkosti polí ošetřovaných pesticidy nebo v místě znečištění vzduchu hustou dopravou 

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

Zvýšené riziko rozvoje PAS pro druhorozeného potomka může přinést také krátký 

interval (méně než 1 rok) mezi dvěma porody (Gunnes a kol., 2013) nebo vyšší věk rodičů 

(Parner a kol., 2012). V druhé jmenované studii byly navíc děti s PAS častěji narozené 

předčasně a s nižší porodní váhou. 

Existují také výzkumy postnatálních podmínek a faktorů, které mohou přispívat 

k zvýšenému riziku rozvoje PAS. Jedním z nich je například kojení. Metaanalýza Tseng a kol. 

(2019) zjistila, že děti, kterým byla diagnostikována PAS, byly kojeny statisticky méně často 

oproti dětem bez autismu. Postnatální vlivy, o kterých se v souvislosti s příčinami autismu 

diskutuje, které ale nakonec nebyly průkazně potvrzeny, jsou například vakcinace (ani s aditivy 

jako thimerosal či rtuť) nebo expozice antibiotikům (Lee a kol., 2019; Taylor a kol., 2014). 

3.2.2 Imunologické faktory 

Velkou zkoumanou skupinou rizikových faktorů jsou různé imunitní procesy. Vývoj nervové 

soustavy plodu může být narušen aktivací imunitního systému matky (MIA – maternální 

imunitní aktivace), například cestou produkce prozánětlivých molekul (McEwan a kol., 2023). 

Prospektivní studie Goines a kol. (2011) nalezla zvýšené hladiny cytokinů IFN-γ, IL-4 a IL-5 

v těhotenství v séru matek dětí s PAS a zvýšené hladiny cytokinů IL-2, IL-4 a IL-6 u matek dětí 

s jiným vývojovým opožděním bez PAS. K podobnému nálezu dospěla i studie analyzující 

koncentrace cytokinů v plodové vodě (Abdallah a kol., 2013). 

Nepříznivý imunologický profil a zvýšené riziko pro neurovývojové onemocnění potomka 

lze nalézt u matek postižených lupénkou či astmatem (Croen a kol., 2019) nebo při infekci 

patogenem. Ve studii Atladóttir a kol. (2010) byla nalezena souvislost PAS s infekcí matky 

vyžadující hospitalizaci v průběhu těhotenství, konkrétně s virovou infekcí v 1. trimestru nebo 

s bakteriální infekcí ve 2. trimestru. Nicméně jiné studie naznačují, že spíše než o samotnou 
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kauzalitu mezi infekcí patogenem a následným rozvojem PAS může jít o rizikový faktor ve 

formě horečky matky vyvolané daným onemocněním (Brucato a kol., 2017).   

Zvažovaný je i efekt charakteru stravy matky a jejího celkového nutričního statusu na vývoj 

nervové soustavy plodu. Nedostatečná výživa, která může vést k nedostatku živin pro správný 

vývoj plodu. Rovněž nadbytek živin (při vysokém BMI) může prostřednictvím produkce 

prozánětlivých molekul imunitním systémem matky poškodit vývoj nervové soustavy plodu 

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

Dalším imunologickým faktorem v etiologii autismu mohou být mateřské protilátky. 

V práci Braunschweig a kol. (2007) byly měřeny hladiny protilátek matek proti specifickým 

proteinům v mozku plodu. Ve skupině matek dětí s autismem byly oproti kontrolním skupinám 

pozorovány tyto protilátky signifikantně častěji. 

3.2.3 Genetické faktory 

Třetí skupinou, která je součástí podstatně rozmanitého souboru rizikových faktorů pro rozvoj 

PAS, je genetická výbava jedince.  

O vlivu genetických faktorů svědčí například výzkumy autismu u dvojčat, studium 

funkcí jednotlivých genů a širších oblastí genomu a další. Již v roce 1977 byl pozorován soubor 

21 stejnopohlavních párů monozygotních (MZ) a dizygotních (DZ) dvojčat, z nichž alespoň 

jedno z každého páru trpělo dětským autismem. Monozygotní dvojčata vykazovala u autismu 

konkordanci 36 % oproti nulové konkordanci u dizygotních dvojčat, a u kognitivních 

abnormalit byla pozorována konkordance 82 % pro MZ dvojčata a 10 % pro DZ dvojčata 

(Folstein a Rutter, 1977). Novější výzkumy, například Rosenberg a kol. (2009), poskytují 

ohledně významné role genetických faktorů podobné závěry. V této studii byla u dvojčat do   

18 let pozorována konkordance pro autismus, přičemž u MZ dvojčat byla podstatně vyšší        

(88 %) než u DZ dvojčat (31 %). 

Lze také studovat dědičnost autismu. Odhad heritability se obvykle pohybuje v rozmezí            

60-90 % (Tick a kol., 2016), někdy se dokonce blíží až k hodnotě 98 % (Colvert a kol., 2015). 

 Studií, které měly za cíl prozkoumat roli genetických aspektů v etiologii autismu, bylo 

až doposud provedeno mnoho. Některé z nich, vybrané pro účely této podkapitoly, demonstrují 

důležitost zaměření pozornosti vědeckého bádání genetickým směrem.  
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4 Genetické nálezy u PAS  
PAS jsou fenotypově heterogenní soubor a nejinak je tomu i z hlediska genetiky. Aspektů, které 

vědce přivádí na možnou souvislost PAS s genetickými predispozicemi, je celá řada. 

4.1 Jevy pozorované při záchytu patogenních variant 

4.1.1 Charakter přítomných variant  

Z hlediska genetického původu variant nalézáme v genomu pacientů s PAS de novo varianty 

i varianty zděděné od rodiče. U PAS jsou popisovány zejména missense a nonsense mutace. 

Mechanismus potenciální patogenity se realizuje prostřednictvím delece (ztráty genetického 

materiálu) nebo amplifikace (zmnožení genetického materiálu; De Rubeis a kol., 2014; 

Ghafouri-Fard a kol., 2023). Mutace se mezi sebou mohou lišit i svým rozsahem. Mohou být 

bodové (single nucleotide variants, SNV) či zasahovat větší úsek (copy number variants, CNV). 

4.1.2 Varianty v počtu kopií (CNV) 

Pro některá místa v genomu jsou rozdíly v počtu kopií mezi jedinci typické a vyskytují se jako 

CNV polymorfismy (definované frekvencí v populaci vyšší než 1 %). U pacientů (nejen) 

s autismem však může být v některém úseku pozorováno patologické zmnožení či naopak 

nedostatek počtu kopií. Jako příklad lze uvést studii Sebat a kol. (2007), která objevila CNV 

asociované s PAS u 10 % pacientů s PAS, ale jen u 3 % příbuzných 1. stupně a u 1 % zdravé 

kontroly. Dosavadní poznatky o konkrétních CNV ve vztahu k PAS shrnuje tabulka 2. 

Tabulka 2 Varianty v počtu kopií asociované s PAS.  (Převzato a přeloženo z Shishido a kol. (2014). Del – delece, 

dup – duplikace, mat – maternální, pat – paternální, PAS – poruchy autistického spektra, OCD – obsedantně 

kompulzivní porucha. Data pochází ze studií Cooper a kol. (2011); Devlin a Scherer (2012); Malhotra a Sebat 

(2012); Pinto a kol. (2010); Sanders a kol. (2011)). 

 

 

 

 

CNV lokus   

Frekvence  

u PAS  

(n = 2120) 

Frekvence u 

vývojových poruch  

(n = 15767) 

 

Frekvence 

v kontrolách  

(n = 8329) 

Asociace 

s PAS Další poruchy v daném lokusu 

 1q21                  0,2 %                       0,5 %                                            < 0,1 %                   dup                      schizofrenie (del) 

7q11.23            0,2 %                       0,4 %                                                0 %                      dup                      Williamsův-Beurenův syndrom (del) 

15q11-13         0,1 %                       0,3 %                                                0 %                      del, dup                       Praderův-Williho syndrom (pat del), 

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

 

5p15.2              0,1 %                        –                                                        0 %                      del                        nově nalezený region asociovaný s PAS 

15q13               0,2 %                       0,4 %                                            < 0,1 %                    dup                     schizofrenie (del), bipolární porucha (dup) 

16p11.2             0,8 %                      0,5 %                                            < 0,1 %                    del, dup             schizofrenie (del), bipolární porucha, OCD (dup)  

17p11.2             0,2 %                      0,2 %                                                 0 %                      dup                     syndrom Smithové-Magenisové (del) 

22q11.2            0,1 %                        0,9 %                                               0 %                      del, dup              DiGeorgeův syndrom, schizofrenie (del) 
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4.1.3 High-frequency low-penetrant varianty (HFLP) 

High-frequency low-penetrant variants (HFLP) je označení pro vysokofrekvenční varianty 

v genomu s nízkou penetrancí. Jedná se o CNV, které vykazují penetranci nižší než 10 % 

a frekvenci ve zdravé populaci vyšší než 0,1 %. Tyto varianty tak přináší relativně malé riziko 

patogenity a jsou zároveň v populaci u zdravých jedinců relativně běžné. I přesto ale může být 

na základě jejich přítomnosti v genomu pacienta vysloveno podezření, že se podílejí na rozvoji 

daného onemocnění (Maya a kol., 2020). 

4.1.4 Second hit a multiple hit model 

V genetice a molekulární biologii se používá pojem „second hit“ nebo „multiple hit“ model, 

v češtině známé také jako „teorie dvojího zásahu“ nebo „teorie vícečetného zásahu“. Tyto 

pojmy popisují jev, při kterém dojde současně k více změnám v genotypu jedince, což následně 

vyústí v negativní dopad na fenotyp. Zároveň ale v případě přestavby pouze v jedné z těchto 

částí genomu by nemusel být dopad na fenotyp patrný. Až přítomnost obou či více rizikových 

faktorů naráz tak může vyvolat patologický stav nebo přispívat k zhoršené symptomatologii 

projevů. Model dvojího či vícečetného zásahu byl popsán i v souvislosti s etiologií autismu, 

jako například v práci Leblond a kol. (2012). Práce pozorovala pacienty s de novo delecemi 

v genu SHANK2 (jež je kandidátním genem v souvislosti s autismem) a zároveň zděděnými 

CNV v úseku 15q11–q13 rovněž popisovanými jako potenciálně asociované 

s neuropsychiatrickými onemocněními. 

Někdy však nemusí oba zásahy představovat změnu jen na genetické úrovni. 

V kombinaci s mutací v genomu může působit i rizikový environmentální faktor, například 

maternální imunitní aktivace, jak uvedla studie na potkanech Maroon a kol. (2024). 

4.2 Konkrétní lokusy genomu asociované s PAS 

Lokusy, které mohou být asociovány s etiologií PAS, lze najít napříč celým lidským genomem. 

Rozsáhlá studie rodin z USA a Kanady se zaměřila na genom těch členů, kteří trpěli autismem 

nebo vykazovali širší autistický fenotyp. Nalezla možnou spojitost autismu s lokusy 1p36.22, 

2p13.1, 6q27, 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 však zabývá mnoho různých 

studií, které zkoumají asociaci množství dalších lokusů s PAS a tento výčet tak není kompletní. 
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4.2.1 Jednotlivé geny a jejich charakter ve vztahu k PAS 

K  pochopení situace pomůže objasnění funkce kandidátních genů. Za geny podílející se na 

etiologii autismu byly označeny geny účastnící se tvorby a fungování synapsí, transkripce, 

splicingu, remodelace chromatinu či výstavby napěťově ovládaných iontových kanálů (De 

Rubeis a kol., 2014). Další zkoumanou skupinou jsou geny zodpovědné za imunitní procesy 

(Arenella a kol., 2023). Byly nalezeny také některé alely systému HLA I., II. i III. třídy, které 

se vyskytují u jedinců s PAS častěji než u kontrolních vzorků populace (Lee a kol., 2006; 

Mostafa a Shehab, 2010; Torres a kol., 2006). Všechny uvedené geny zasahují do života 

a fungování organismu zcela zásadním způsobem a na mnoha různých úrovních. 

Rozmanitost a komplexnost genetického pozadí neurovývojových poruch a také 

bohatost interakcí mezi produkty některých vybraných genů ilustruje obrázek 2. Z obrázku lze 

také vypozorovat, že některé geny sdílí možnou asociaci s několika poruchami                  

současně – například ANK3 je asociován s poruchou autistického spektra, inteligenčním 

deficitem a epilepsií (Leblond a kol., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 2 Síť protein-proteinových interakcí. Schéma znázorňuje proteiny (produkty genů), u kterých bylo 

vysloveno podezření na asociaci s neurovývojovými poruchami, konkrétně s poruchami autistického spektra 

(červeně), inteligenčním deficitem (modře), PAS a ID zároveň (fialově) a epilepsií (v zeleném okraji). Uvedená 

čísla představují měřítko četnosti vzájemných interakcí vyjádřené zároveň velikostí kruhu. (Převzato a přeloženo 

z Leblond a kol. (2021)). 

ID        PAS      ID/PAS       epilepsie 
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Výčet konkrétních genů, u nichž jsou udávány možné asociace s autismem, by byl velmi 

rozsáhlý. Následující informace o funkcích genů byly převzaty z databází NCBI a OMIM, 

záznamy o výskytu jejich mutací u pacientů s PAS jsou uvedeny u každého genu zvlášť. 

RBFOX1 (MIM* 605104; lokus 16p13.3) – kóduje mRNA splicing faktor, účastní se 

alternativního splicingu genů regulujících vývoj mozku (Hamada a kol., 2016). 

CACNA1D (MIM* 114206; lokus 3p21.1) – kóduje α1D podjednotku napěťově ovládaného 

vápníkového kanálu (De Rubeis a kol., 2014).  

SCN2A (MIM* 182390; lokus 2q24.3) – kóduje α2 podjednotku napěťově ovládaného 

sodíkového kanálu (Spratt a kol., 2019; Weiss a kol., 2003). 

NRXN1, NRXN2, NRXN3 (MIM* 600565, 600566, 600567; lokusy 2p16.3, 11q13.1, 

14q24.3q31.1) – rodina genů kódující neurexiny – receptorové a adhezivní molekuly synapsí 

(Wang a kol., 2018). 

ANK2, ANK3 (MIM* 106410, 600465, lokusy 4q25q26, 10q21.2) – kódují rodinu 

ankyrinových proteinů spojujících integrální proteiny buněčné membrány s podkladovým 

spektrin-aktinovým cytoskeletem – účastní se tak procesů jako buněčná motilita, proliferace či 

udržování membránových domén (Kawano a kol., 2022). 

SHANK2, SHANK3 (MIM* 603290, 606230; lokusy) – kódují synaptické proteiny, které 

fungují jako molekulární lešení v synapsích (Boccuto a kol., 2013; Leblond a kol., 2012). 

4.3 Souběh PAS a genetických syndromů 

Poruchy autistického spektra či jejich znaky byly pozorovány u osob s různými mikrodelečními 

a mikroduplikačními syndromy, aneuploidiemi či u osob se syndromy zapříčiněnými mutací 

jediného genu (single gene disorders).  

4.3.1 Aneuploidie 

Downův syndrom (MIM# 190685) 

Downův syndrom je postižení způsobené trizomií chromozomu 21. Fenotyp často zahrnuje 

vrozené vývojové vady orgánů, zejména srdce a orgánů trávicí soustavy, zvýšené riziko 

leukémie, poškození sluchu, hypotonii, polydaktylii, krátké široké paže. U pacientů se 

vyskytuje rovněž ID či PAS. Charakteristická kraniofaciální dysmorfie se projevuje především 

přítomností mikrocefalie, plochého nosu a epikantu očních víček (Databáze OMIM, 2023a; 

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

Turnerův syndrom je podmíněn monozomií chromozomu X (45,X). Fenotyp podobný 

Turnerovu syndromu je pozorován také u těchto nálezů v karyotypu: u mozaikové formy 

monozomie X (45,X/46,XX), izochromozomu X nebo u ring chromozomu X. Pacientky 

vykazují růstovou retardaci způsobenou haploinsuficiencí genu SHOX. Mezi příznaky se řadí 

neplodnost, vrozené kardiovaskulární vady, autoimunitní poruchy, defekty ledvin či jater. 

Ojediněle byl pozorován souběh s PAS (Björlin Avdic a kol., 2021; Databáze Orphanet, 2021a). 

4.3.2 Mikrodeleční syndromy 

Angelmanův syndrom (MIM# 105830) 

Angelmanův syndrom je nejčastěji způsoben delecí v úseku 15q11-q13 na maternálním 

chromozomu v kombinaci s imprintingem na druhé alele (od otce) ve stejném úseku. V menším 

počtu případů se jedná o uniparentální disomii úseku, poruchu methylace či o mutace v genu 

UBE3A pro ubiquitin-protein ligázu E3A (MIM* 601623). Syndrom je charakterizovaný 

inteligenčním deficitem, atypickými behaviorálními vzorci a znaky PAS, absencí řeči, 

poruchami pohybu či rovnováhy. Nápadným znakem jsou také záchvaty smíchu (Burnside          

a kol., 2011; Databáze OMIM, 2023b). 

Praderův-Williho syndrom (MIM# 176270) 

Praderův-Williho syndrom je definován delecí ve stejném úseku chromozomu 15 jako je tomu 

u Angelmanova syndromu (tedy 15q11-q13), avšak na paternálním chromozomu 

a imprintingem na maternální alele. Rovněž byl u některých pacientů pozorován narušený 

methylační profil oblasti považovaný za další možnou příčinu syndromu. Zasaženými geny 

zodpovědnými za fenotyp Praderova-Williho syndromu jsou především SNRPN (MIM* 

182279) či NDN (MIM* 602117). Projevy syndromu bývají ID, PAS, svalová hypotonie, 

obezita, hypogonadismus (Bennett a kol., 2015; Databáze OMIM, 2023c). 

Syndrom Phelanové-McDermidové (MIM# 606232) 

Syndrom Phelanové-McDermidové je mikrodeleční syndrom zasahující oblast 22q13, kde leží 

gen SHANK3 (MIM* 606230). Kromě genu SHANK3 mohou být zasažené navíc geny ARSA 

(MIM* 607574), ACR (MIM* 102480) a/nebo RABL2B (MIM* 605413) (Levy a kol., 2022). 

Mezi projevy syndromu patří novorozenecká hypotonie, celkové vývojové opoždění, poruchy 

či úplná absence řeči, PAS a další psychické i fyzické obtíže (Databáze OMIM, 2022a; 

Oberman a kol., 2015).  
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Syndrom Smithové-Magenisové (MIM# 182290) 

Syndrom Smithové-Magenisové je ve většině případů způsoben intersticiální delecí v oblasti 

17p11.2. Ve zbylých případech je na vině samotná mutace genu RAI1 (MIM* 607642) ležícího 

v této oblasti. Projevy syndromu bývají  brachycefalie, plochý obličej, opoždění řeči, znaky 

PAS, ztráta sluchu nebo poruchy spánku (Databáze OMIM, 2017a; Osório a kol., 2015).   

Williamsův-Beurenův syndrom (MIM# 194050) 

Podstatou Williamsova-Beurenova syndromu je delece v úseku 7q11.23, kde leží 28 známých 

genů. Jedná se o multisystémové onemocnění, jež se vyznačuje například srdečními vadami 

a kardiovaskulárními problémy, zubními anomáliemi, potížemi se sluchem, růstovým 

opožděním a dalšími obtížemi. Přítomná může být rovněž PAS. Navzdory inteligenčnímu 

deficitu mívají pacienti dobré komunikační schopnosti a velmi přátelskou povahu. Na základě 

typické morfologie obličeje – širokých úst, plných tváří a rtů, hvězdicového vzoru na duhovce 

– se někdy používá označení „skřítčí“ či „elfí“ obličej (Databáze OMIM, 2020a; Osório a kol., 

2015). 

Mikrodeleční syndromy 22q11.2 (MIM# 188400 a 192430) 

Deleci v oblasti 22q11.2 nalézáme u několika syndromů, které se vyznačují velmi podobnými 

symptomy. Jedná se o velokardiofaciální syndrom (MIM# 192430), Takaův syndrom 

a nejznámější DiGeorgův syndrom (MIM# 188400).  Klíčová je ztráta (resp. haploinsuficience) 

genu TBX1 (MIM* 602054) ležícího v této oblasti. Soubor obtíží zahrnuje hypoplázii brzlíku 

a příštítných tělísek, z čehož následně plyne deficit T-lymfocytů (náchylnost k infekcím) 

a hypokalcémie. Přítomné jsou i vrozené vady srdce a velkých cév, například Fallotova 

tetralogie. Typickým projevem jsou rozštěpové vady patra či rtů a vyskytuje se také vývojové 

opoždění, ID, znaky PAS či nižší vzrůst (Antshel a kol., 2007; Databáze OMIM, 2022b, 2020b). 

Delece v oblasti 22q11.21 vznikají ve většině případů (> 90 %) de novo (Rogdaki a kol., 2020). 

4.3.3 Ostatní syndromy 

Rettův syndrom (MIM# 312750) 

Rettův syndrom je X-vázané onemocnění, při kterém je mutací poškozen gen MECP2       

(MIM* 300005) v lokusu Xq28 (kódující methyl-CpG-binding protein-2). K symptomatologii 

patří regres ve vývoji, ztráta řeči, stereotypní pohyby zejména horními končetinami, 

mikrocefalie a ID (Databáze OMIM, 2023d; Kaufmann a kol., 2012). 
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Smithův-Lemliho-Opitzův syndrom (MIM# 270400) 

Smithův-Lemliho-Opitzův syndrom je onemocnění vzniklé na podkladě homozygotní 

(případně složeně heterozygotní) mutace genu DHCR7 (MIM* 602858) v lokusu 11q13, který 

kóduje sterol delta-7-reduktázu. Výsledkem je narušený metabolismus cholesterolu. Syndrom 

se projevuje inteligenčním deficitem, hypotonií, mikrognacií, polydaktylií či syndaktylií, 

poruchami pohlavního vývoje, hypoplázií ledvin, PAS a dalšími obtížemi (Databáze OMIM, 

2024a; Thurm a kol., 2016). 

Möbiův syndrom (MIM# 157900) 

Möbiův syndrom, Möbiova sekvence nebo také syndrom kamenné tváře jsou označení pro 

vrozenou obrnu hlavových nervů, nejčastěji VI. a VII. (n. abducens, n. facialis), projevující se 

ztuhlostí v obličeji a potížemi s pohyby oka, ID; mohou se vyskytnout i znaky PAS, potíže se 

žvýkáním či anomálie ve vývoji mozkových struktur. Jasná příčina onemocnění nebyla zatím 

identifikována, předpokládá se vliv genetických i environmentálních faktorů (např. prenatální 

expozice teratogenům). Na genetické úrovni byly pozorovány de novo mutace genů PLXND1 

(3q21.3; MIM* 604282) a REV3L (6q22; MIM* 602776) nebo přestavby v oblasti 13q12.2-q13 

(Databáze OMIM, 2023e; Databáze Orphanet, 2021b; Johansson a kol., 2001). 

Sotosův syndrom (MIM# 117550) 

Sotosův syndrom je způsobený heterozygotní mutací v genu NSD1 (MIM* 606681) nebo delecí 

v oblasti 5q35, která tento gen zahrnuje. Mezi symptomy patří nadměrný růst a urychlený kostní 

věk, akromegalie, zvětšená lebka, ID, PAS nebo také vrozené srdeční vady (Databáze OMIM, 

2022c; Riccioni a kol., 2024).  

Cohenův syndrom (MIM# 216550) 

Příčinou Cohenova syndromu je mutace v genu COH1 (MIM* 607817) v lokusu 8q22 

(homozygotní nebo složeně heterozygotní mutace). K projevům se řadí například ID, obezita, 

mikrocefalie, progresivní retinopatie a další oční vady, pozorován byl i PAS (Databáze OMIM, 

2023f; Howlin a kol., 2005). 

Joubertův syndrom (MIM# 614464) 

Joubertův syndrom vzniká na základě mutace genu CEP41 (MIM* 610523) v lokusu 7q32. Je 

charakterizovaný psychomotorickým opožděním, ID, hypotonií, ataxií, variabilně se může 

vyskytnout rovněž PAS, polydaktylie nebo poruchy dýchání (Bulgheroni a kol., 2016; Databáze 

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 dělí do několika typů, z nichž 

každý má různou genetickou příčinu. Nalezeny byly mutace genů NIPBL (5p13;                    

MIM* 608667), SMC1A (Xp11; MIM* 300040), SMC3 (10q25; MIM* 606062), RAD21 (8q24; 

MIM* 606462), HDAC8 (Xq13; MIM* 300269) nebo BRD4 (19p13; MIM* 608749). Fenotyp 

může zahrnovat růstové a psychomotorické opoždění, ID, PAS, malformace končetin, 

rozštěpové vady patra (Databáze OMIM, 2024b, 2023b, 2023i, 2022d, 2021a, 2020c; Moss        

a kol., 2012). 

Syndrom Noonanové (MIM# 163950 pro subtyp 1) 

Syndrom Noonanové, podobně jako syndrome de Langeové, je skupinou poruch 

s heterogenním genetickým podkladem. Identifikovány byly mutace genů PTPN11 (12q24; 

MIM* 176876), LZTR1 (22q11; MIM* 600574), KRAS (12p12; MIM* 190070), SOS1 (2p22; 

MIM* 182530), RAF1 (3p25; MIM* 164760), NRAS (1p13; MIM* 164790), BRAF (7q34; 

MIM* 164757) a další. Syndrom se řadí mezi tzv. RASopatie, při kterých dochází k poškození 

genů pro komponenty RAS/MAPK signální dráhy. Společnými rysy různých podtypů 

syndromu Noonanové jsou především malý vzrůst a vrozené srdeční vady, pozorovány byly 

i PAS (Adviento a kol., 2014; Databáze OMIM, 2022e). 

Syndrom fragilního X (MIM# 300624) 

Syndrom fragilního X je způsoben mutací v genu FMR1 (Xq27.3; MIM* 309550) 

mechanismem expanze trinukleotidů CGG (s 200 a více opakováními) v kombinaci 

s abnormální methylací. Následkem poruchy funkce tohoto genu bývá ID. Může se vyskytnout 

také PAS, hypermobilita kloubů, skolióza a různé další obtíže. Vizuálními projevy syndromu 

jsou typicky podlouhlý obličej, zvětšené uši a výrazné čelisti (Databáze OMIM, 2022f; Lubbers 

a kol., 2022). 

4.4 Společné rizikové lokusy v etiologii PAS                                   

a neuropsychiatrických poruch  

Různá pozorování naznačují, že genetické aspekty autismu mohou být úzce spjaty 

s genetickými aspekty některých dalších neuropsychiatrických onemocnění, zejména ADHD 

a schizofrenie, případně bipolární či depresivní poruchy. Hovoří se například o společných 

rizikových lokusech. Pozorování podporuje fakt, že zmíněné neuropsychiatrické poruchy se 

někdy vyskytují společně (Hollocks a kol., 2019; Polderman a kol., 2014; Stahlberg a kol., 

2004). 
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Společná riziková místa v genomu pro PAS, ADHD, schizofrenii, bipolární a depresivní 

poruchu popisuje např. metaanalýza Smoller a kol. (2013). Ta nalezla asociaci určitých 

jednonukleotidových polymorfismů (SNP) se všemi vyjmenovanými poruchami. Zejména SNP 

pro podjednotky napěťově řízených vápníkových kanálů (geny CACNA1C, CACNB2; MIM* 

114205 a 600003). 

4.5 Mitochondriální dědičnost u PAS 

Vzhledem ke klíčovému postavení mitochondrií v metabolismu buněk a organismu celkově, 

mohou deficity ve fungování mitochondrií či defekty v mitochondriálním genomu zásadně 

ovlivnit vývoj a zdravotní stav jedince. Doklady o pozorování mitochondriálních poruch tak 

existují i u pacientů s autismem. Jedná se zejména o defekty v dýchacím řetězci a oxidativní 

fosforylaci, například v enzymových komplexech I nebo II (Weissman a kol., 2008). 

4.6 Epigenetická dědičnost u PAS 

Epigenetika je velmi aktuální vědní disciplínou, jejíž poznatky jsou využitelné i ve výzkumu 

etiologie autismu. Diskutovanými mechanismy jsou například methylace DNA, modifikace 

histonů a remodelace chromatinu nebo deregulace microRNA. Důsledkem těchto dějů je 

typicky změna exprese genetické informace. 

 Methylace DNA je proces, který obvykle vede k umlčení exprese dané nukleotidové 

sekvence. Roli methylace v genové expresi lze detailněji demonstrovat i na některých genech, 

kterým se tato práce již věnovala v předchozích kapitolách (4.2.1 a 4.4). Například exprese 

genu SHANK3, u kterého se předpokládá asociace s PAS, a jehož mutace je zásadní 

v patogenezi syndromu Phelanové-McDermidové, je silně regulována pomocí oblastí CpG 

ostrůvků (úseků DNA s velkou mírou methylace) (Uchino a Waga, 2013). Významné může být 

například také narušení genu MECP2 (viz Rettův syndrom), což je gen kódující methyl-binding 

protein 2. Methyl-vázající proteiny pak hrají roli v methylaci dalších genů díky své schopnosti 

vazby k methylované DNA nebo schopnosti rekrutace korepresorů transkripce (Databáze 

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

 Epigenetické procesy mohou být ovlivněny i mutacemi v genech, které kódují histonové 

proteiny. To lze pozorovat na příkladu genu HIST1H1E (MIM* 142220), u kterého bylo 

vysloveno podezření na možnou souvislost s PAS a s deficitem intelektu. Produkt tohoto genu 

je histonový linkerový protein H1 zodpovědný za spojování a balení nukleozomů, tedy 



20 
 

v důsledku za vyšší organizaci chromatinu. Mutaci v tomto genu pozorovala například studie 

Duffney a kol. (2018), která nalezla de novo deleci v HIST1H1E vedoucí ke snížení exprese 

tohoto genu u chlapce s PAS. 

Ke vzniku NVO včetně PAS může také přispět deregulace syntézy microRNA. 

MicroRNA (miRNA) jsou molekuly se schopností posttranskripční modifikace genové exprese, 

kterou realizují prostřednictvím RNA interference. Studie Vaccaro a kol. (2018) nalezla některé 

konkrétní miRNA u pacientů s PAS signifikantně častěji up-regulované nebo down-regulované 

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

Epigenetická studie Davide a kol. (2023), zaměřená především na proces methylace, 

nalezla signifikantně zvýšený epigenetický drift (hromadění chyb v epigenetických vzorech 

v průběhu života organismu) u vzorků krve a mozkové tkáně pacientů s PAS oproti vzorkům 

zdravé kontroly. Studie rovněž objevila vzácné epigenetické změny ve 41 genech. Některé 

z těchto genů byly v literatuře již dříve označeny jako asociované s PAS, většina těchto 

epigeneticky modifikovaných genů (35) však v souvislosti s autismem zkoumána ještě nebyla. 

Autoři studie věří, že díky funkci a vlivu těchto genů na procesy nezbytné pro správný vývoj 

nervové soustavy – transkripce, oxidativní metabolismus v mitochondriích, syntéza lipidů, 

vznik a modelace neuronových výběžků, tvorba synapsí apod – by tyto výsledky mohly být pro 

budoucí výzkum velmi zajímavé. 
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5 Metody pro vyšetřování abnormálních 

genetických variant a pro statistické 

zpracování výsledků práce 

5.1 Karyotypování 

Karyotypování je již poměrně dlouho známou metodou tzv. konvenční cytogenomiky, 

například metoda G-pruhování je známá od 70. let minulého století (Sanchez a kol., 1973). Pro 

svoji relativní jednoduchost a nízkou cenu je to ale metoda v klinické praxi stále hojně 

využívaná. Výstupem metody je vizualizace souboru jaderného genetického materiálu buněk, 

což umožní následný cytogenomický rozbor a zhodnocení případných numerických či 

strukturních abnormalit daného karyotypu. 

 Pro metodu karyotypování se preparáty nejčastěji zhotovují z kultivovaných lymfocytů 

periferní krve (u kterých je potřeba indukce dělení pomocí fytohemaglutininu), amniocytů nebo 

choriocytů. Pro pozorování chromozomů ve světelném mikroskopu je nutno buněčný cyklus 

kultivovaných buněk zastavit v metafázi mitotického dělení, ve které je chromatin plně 

spiralizovaný a je barvitelný. Následuje fixace mitóz na sklíčko a takto připravený preparát je 

následně inkubován v roztoku enzymu trypsinu. Trypsin naruší proteinovou strukturu 

chromozomů a umožní tak jejich barvitelnost. Barvitelnost různých úseků chromozomů závisí 

na uspořádání heterochromatinu a euchromatinu. Čím je koncentrace proteinů v daném úseku 

větší (a tedy genový obsah menší – charakteristické pro heterochromatin), tím se zde uchytí 

více barvy a oblast se barví tmavěji. Naopak genově bohaté oblasti s menším zastoupením 

proteinů (euchromatin) se barví světleji. Výsledkem jsou tak příčné pruhy. Pro barvení se 

používá nejčastěji barvivo Giemsa-Romanowski (G-pruhování) nebo Wrightovo barvivo. 

Po obarvení chromozomů se sestavuje tzv. karyogram – zobrazení chromozomů 

seřazených a očíslovaných po párech homologů podle velikosti (od největších k nejmenším        

s výjimkou párů 21 a 22). Příklad karyogramu zachycuje obrázek 3. Pruhování (počet pruhů     

a jejich uspořádání) je pro každý chromozom charakteristické a umožňuje tak odhalit genetické 

přestavby. Pruhy (a rovněž chromozomové přestavby) se popisují podle aktuálně platného 

mezinárodního systému pro cytogenetickou nomenklaturu člověka (An International System 

for Human Cytogenetic Nomenclature, ISCN). 



22 
 

Výhodou této metody je již zmiňovaná dostupnost a možnost vyšetření celého genomu 

najednou. Za nevýhodu může být považována možnost použití jen pro detekci úseků větších 

než 5 Mb, jelikož rozlišovací schopnost metody je 5–10 Mb (Shen a kol., 2016). 

 

 

Obrázek 3 Mužský karyotyp (46,XY) vizualizovaný pomocí G-pruhování. Vlevo (A) je zobrazení původního 

rozložení chromozomů tak, jak jej lze pozorovat v mikroskopu, vpravo (B) je zobrazení chromozomů uspořádaných 

do karyogramu. (Převzato z Roshtkhari a Setarehdan (2008)). 

5.2 Fluorescenční in-situ hybridizace (FISH) 

Metoda FISH je metodou molekulární cytogenomiky. Spočívá v hybridizaci fluorescenčně 

značených sond ke komplementární sekvenci vyšetřované DNA. Slouží tak ke zjištění 

přítomnosti a k lokalizaci konkrétního úseku DNA pomocí vizualizace v podobě 

fluorescenčního signálu. Rovněž je využívána k určení počtu kopií sekvence v buňkách nebo  

ke zjištění původu marker chromozomu. K vyšetřování vzorků pomocí metody FISH lze na 

rozdíl od karyotypování použít mimo metafázní chromozomy také interfázní jádra, neboť sondy 

jsou schopny proniknout jadernými póry a vázat se na interfázní DNA. 

 Základem metody je denaturace DNA vzorku a značené sondy a následná hybridizace 

jednořetězců DNA. Hybridizace je pojem označující spojení dvou vláken jiných molekul DNA 

na základě komplementarity bazí, v tomto případě spojení vlákna vyšetřované DNA a vlákna 

značené sondy. Označení „in-situ“ (na místě) odkazuje na skutečnost, že k hybridizaci dochází 

přímo ve vyšetřovaném materiálu, nikoli na izolované DNA. Pro zobrazení veškerého 

genetického materiálu se přidává také nespecifické fluorescenční kontrastní barvivo, které 

funguje jako interkalační činidlo vázající se do malého žlábku DNA, nejčastěji DAPI. 
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Příprava preparátů pro FISH je obdobná jako u karyotypování, liší se jen princip 

barvení. Mnoho sond je dnes již komerčně dostupných. Sondy se dělí na lokus specifické, 

satelitní (centromerické, subtelomerické) a malovací. K zachycení diagnostických či 

kontrolních signálů se používá fluorescenční mikroskop s různými barevnými filtry. Výsledný 

obraz může vypadat například tak, jak zachycuje obrázek 4. 

 Významnou výhodou této metody je její specificita, respektive specificita sond. Na to 

se však váže nevýhoda metody v podobě možnosti vyšetření jen té cílové DNA, se kterou je 

daná sonda komplementární (tedy je třeba dopředu znát cíl našeho zkoumání). Rovněž není 

možné identifikovat přesný rozsah aberace. Rozlišovací schopnost metody je cca 100 kb (Silva 

a kol., 2019). 

 

Obrázek 4 Výsledek vyšetření metodou FISH. Zobrazeny jsou metafázní chromozomy a interfázní jádro. 

Fluorescenční signály značí přítomnost 2 chromozomů X (centromerická sonda – zelená) a genu SRY (lokus 

specifická sonda – červená). Jedná se tedy o konstituci XX s translokací genu SRY pocházejícího z chromozomu 

Y na chromozom X. Tento stav ústí v mužský fenotyp s ženskou konstitucí pohlavních chromozomů. (Převzato 

z Ibrahim a kol. (2023)). 

5.3 Komparativní genomová hybridizace na čipu (aCGH) 

Array CGH je metodou molekulární cytogenomiky. Je založena na kvantitativním porovnávání 

genomu pacienta a referenční genomové DNA (normální kontroly). Oba genomy jsou značené 

odlišnými fluorescenčními barvami a hybridizují se současně na čipu. 

Čip bývá sklíčko sloužící jako nosič mnoha krátkých oligonukleotidových fragmentů 

fungujících jako sondy. Každá sonda je na čipu zastoupena ve více kopiích a dohromady mohou 

pokrývat celý genom. Čipy se ale mohou lišit délkou sond a rovněž i hustotou pokrytí, což jsou 

faktory určující rozlišovací schopnost této metody. Vyrábí se taktéž čipy optimalizované pro 
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vyšetřování konkrétních poruch či syndromů. Výsledek hybridizace porovnávaných genomů se 

sondami se projeví jako fluorescenční signál, jehož intenzita je v každém bodě čipu hodnocena 

pomocí laserového skeneru. Převažující signál vyšetřovaného vzorku značí amplifikaci daného 

úseku, převažující signál kontrolní DNA značí deleci úseku vyšetřované DNA a vyrovnané 

intenzity obou genomů tvoří fúzní signál (bez numerické odchylky testovaného vzorku oproti 

kontrole). K zobrazení výsledků se využívá počítačový software a k vyhodnocení patogenity 

variant a jejich případných klinických a fenotypových aspektů pak různé online genetické 

databáze. Nalezené varianty jsou hodnoceny dle mezinárodně uznávané klasifikace jako 

benigní, pravděpodobně benigní, patogenní, pravděpodobně patogenní a není-li k dispozici 

dostatek relevantních informací, lze je označit jako VUS – varianty nejasného klinického 

významu (variants of uncertain significance). Stručný princip a popis metody microarray CGH 

ilustruje obrázek 5. 

Velkým přínosem této metody je její rozlišení. Rozlišení se může lišit v závislosti na 

čipu, avšak obvykle se pohybuje kolem 20–200 kb. Lze identifikovat poměrně přesný rozsah 

mikrodelecí a mikroduplikací. Rovněž není obvykle potřeba kultivace buněk. Naopak mezi 

nevýhody patří nemožnost odhalit balancované přestavby, podstatu strukturních přestaveb, 

uniparentální disomii nebo nízkofrekvenční mozaicismus (Silva a kol., 2019). 

 

Obrázek 5 Schéma ilustrující princip metody array CGH. (Převzato a přeloženo z Frost a van Campen (2024)). 
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5.4 Statistické metody využité k charakterizaci souboru     

a testování zvolené hypotézy 

K charakterizaci zkoumaného souboru jsou nejčastěji využívány základní nástroje popisné 

statistiky (aritmetický průměr, modus, medián, minimum a maximum) umožňující sumarizaci                       

a interpretaci dat (Minařík, 2000). 

Pro testování zvolené hypotézy (viz. kapitola 6 a kapitola 7.4), která porovnává dvě 

kategoriální proměnné, se využívají nástroje exaktních statistických testů – chí kvadrát testu 

a Fisherova testu. Chí-kvadrát test sleduje nezávislost kategoriálních proměnných 

prostřednictvím nulové a alternativní hypotézy. Nulová hypotéza (H₀) obvykle tvrdí, že mezi 

proměnnými není žádná závislost, zatímco alternativní hypotéza (H₁) tvrdí, že mezi 

proměnnými nějaký vztah existuje. Výsledkem je statistika χ² (přesněji odhad) vyjadřující 

rozdíl mezi pozorovanými a očekávanými frekvencemi hodnot v tabulce. Následně je 

vypočtena p-hodnota udávající pravděpodobnost, že by rozdíl mezi pozorovanými                           

a očekávanými frekvencemi vznikl náhodně. 

Použitím Fisherova testu statistické významnosti lze vypočítat přesnou                    

hodnotu p, v tomto případě odchylku od nulové hypotézy. Nulová hypotéza zde představuje 

nezávislý vztah dvou veličin a tedy že pozorované frekvence odpovídají vypočteným 

očekávaným frekvencím. 

Základem je kontingenční tabulka sloužící jako nástroj pro sumarizaci dat a následné 

porovnání vztahu statistických znaků. Chí-kvadrát test se používá především v případech, kdy 

jsou očekávané četnosti v buňkách kontingenční tabulky výchozích dat dostatečně vysoké 

(většinou nad 5). Naopak použití Fisherova testu je vhodné při malých četnostech v buňkách 

kontingenční tabulky. Pro oba testy tedy platí, že pokud je p-hodnota menší než hladina 

významnosti, obvykle stanovená na 5 % (0,05), je nulová hypotéza zamítnuta a předpokládá se 

vzájemná závislost proměnných. Užitečnou statistickou hodnotou u obou testů je také           

odds-ratio (OR) odrážející sílu vztahu mezi proměnnými, respektive poměr pravděpodobností. 

Je možné také vypočítat interval spolehlivosti (CI) neboli rozpětí hodnot, ve kterém se s určitou 

pravděpodobností, obvykle 95 %, nachází skutečná hodnota odhadovaného parametru (Kim, 

2017).  
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6 Cíle práce 
Hlavním cílem této diplomové práce je detekce a hodnocení abnormálních genetických variant 

u jedinců s poruchami autistického spektra pomocí metod cytogenomiky. Práce si klade za cíl 

poskytnout ucelenou charakteristiku vybraného souboru jedinců s PAS z genetického hlediska 

a tím přispět k prohloubení pochopení vztahu mezi etiologií autismu a genetickými aspekty. 

Přehled jednotlivých cílů práce shrnuje následující seznam: 

1. Provést vyšetření genomů jedinců z definovaného souboru s důrazem na vyšetření pomocí 

metody array CGH. Rovněž provést vyšetření karyotypováním a u vybraných případů 

FISH. 

2. Statisticky charakterizovat vybraný vyšetřovaný soubor pomocí nástrojů popisné statistiky 

a roztřídit podle pohlaví, obdržené diagnózy, výsledku vyšetření (nález / bez patologického 

nálezu) a zahrnout informace o případných příbuzenských vztazích. 

3. Analyzovat a statisticky zpracovat data o abnormálních genetických variantách získaná         

z vyšetření jedinců s PAS nebo s PAS v kombinaci s dalšími komorbiditami. Popsat                

a roztřídit nálezy podle: 

• charakteru detekované CNV (amplifikace / delece) 

• lokalizace varianty (na základě cytogenetických pruhů a počátečních a koncových 

pozic sond na čipu) 

• minimálního rozsahu  

• hodnocení nálezu (benigní, pravděpodobně benigní, patogenní, pravděpodobně 

patogenní, VUS, HFLP, přenašečství AR či X-vázaných poruch)  

• pokud je to možné, určit původ varianty (maternální, paternální, de novo) 

 Porovnat nálezy s dosud publikovanými studiemi. 

4. Porovnat mezi sebou výsledky analýz genomů získaných uvedenými odlišnými metodami 

a posoudit jejich přínos pro vyšetřování genomů jedinců s PAS. 

5. Zaměřit se podrobněji na genetické faktory v etiologii PAS a komorbidních NVO 

prostřednictvím exaktního statistického testování hypotézy: „Abnormální genetické 

varianty hodnocené jako patogenní, pravděpodobně patogenní či VUS se častěji vyskytují 

u pacientů s komorbidními neurovývojovými onemocněními než u pacientů s izolovanou 

PAS.“. Výsledky následně zhodnotit a porovnat s poznatky dřívějších studií. 

6. Uvést případy nálezů u vybraných pacientů formou kazuistik. 
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7 Materiál a metody 

7.1 Charakteristika a statistické zpracování souboru 

Soubor sestával z celkového počtu 360 pacientů s PAS, kteří přišli do ordinace                        

lékařů – klinických genetiků do Fakultní nemocnice v Motole v letech 2022–2025. 

7.1.1 Pohlaví 

Z těchto celkových 360 jedinců bylo 93 ženského pohlaví (26 %) a 267 mužského pohlaví       

(74 %; obrázek 6). Takové rozložení odpovídá poměru přibližně 1:3 (přesněji 1:2,87). 

 

Obrázek 6 Graf znázorňující poměr zastoupení pohlaví v analyzovaném souboru. 

7.1.2 Věk 

Stáří nejmladšího jedince v době prvního vyšetření klinickým genetikem bylo                 

13 měsíců, stáří nejstaršího jedince pak 42 let. Průměrný věk se rovnal 7,2 roku. Medián první 

návštěvy činil 5 let a 1 měsíc a modus 3 roky věku (viz tabulka 3). Nejčastěji se tedy dítě s PAS 

v doprovodu dospělých poprvé dostavilo do genetické ambulance ve věku 3 let, což bývá věk, 

ve kterém je obvykle již dobře patrna manifestace projevů PAS (např. tzv. „autistický regres“, 

viz kapitola 2.1). 

Zastoupení pohlaví

dívky (26 %) chlapci (74 %) celkem jedinců: 360

93

267
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Tabulka 3 Věk pacientů v době jejich prvního vyšetření lékařem – klinickým genetikem. 

věk v době prvního vyšetření 

   

nejmladší pacient: 13 měsíců = 1 rok a 1 měsíc 

nejstarší pacient: 504 měsíců = 42 let 

průměrný věk pacientů (aritmetický průměr): 86,83 měsíce = 7,2 roku 

střední hodnota věku pacientů (medián): 61,5 měsíce= 5 let a 1 měsíc 

nejčastější věk pacientů (modus): 36 měsíců = 3 roky  

 

7.1.3 Zastoupení jednotlivých diagnóz PAS 

Obrázek 7 představuje graf rozložení jednotlivých diagnóz pacientů v rámci poruch 

autistického spektra. 

 

Obrázek 7  Zastoupení jednotlivých diagnóz PAS. 

V souboru dominovalo zastoupení dětského autismu (164 jedinců), následované 

zastoupením atypického autismu (50 jedinců). Diagnózu Aspergerův syndrom obdrželo             

17 jedinců. V souboru se vyskytl jeden případ Rettova syndromu a jeden případ dětské 

dezintegrační poruchy. U zbylých pacientů nebylo v lékařských zprávách specifikováno, o jaký 

konkrétní typ PAS se jedná. 

7.1.4 Osobní a rodinná zátěž neurovývojovými obtížemi 

Komorbidní NVO k PAS zahrnovaly ADHD / ADD, ID, specifické poruchy učení (dyslexie, 

dysgrafie, dysortografie, dyskalkulie), dyspraxii, OCD, depresivní poruchu, úzkostnou 
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poruchu, tikovou poruchu (např. Tourettův syndrom), schizofrenii, poruchu osobnosti, 

specifické fóbie, poruchy příjmu potravy (mentální anorexie, mentální bulimie) a další obtíže 

rodinných příslušníků podobné obtížím probanda (PAS, poruchy řeči a jejího vývoje, 

psychomotorické opoždění). Přidružené NVO k PAS bylo popsáno u 65,8 % (237 pacientů), 

zatímco PAS bez přidružených neurovývojových obtíží byla zaznamenána u 34,2 % 

(123 jedinců). Pozitivní rodinná anamnéza stran NVO u pacientů s PAS (ať už samotným či       

s neurovývojovými komorbiditami) byla v souboru nalezena v nadpoloviční většině případů 

(52,2 %) – u 189 pacientů. Z toho ve 129 případech pozitivní rodinné anamnézy trpěl proband 

s PAS i dalšími přidruženými NVO, u probandů s PAS bez komorbidit byla pozitivní rodinná 

anamnéza odhalena téměř 2x méně často, v 60 případech. Tabulka 4 se věnuje osobní a rodinné 

zátěži stran NVO a tabulka 5 uvádí informace o zastoupení dvou nejčastějších NVO v tomto 

souboru (ADHD / ADD a ID). Tabulka 6 mapuje osobní a rodinnou zátěž týkající se epilepsie. 

Epilepsie nebyla v souboru pacientů s PAS vzácným jevem, proto je jí věnována celá tabulka 6. 

Na základě oddělení epilepsie v mezinárodní klasifikaci nemocí MKN-10 od neurovývojových 

poruch, je epilepsie i v této práci vyčleněna samostatně. Epilepsie byla zaznamenána v 10,3 % 

případů pacientů s PAS (u 37 jedinců). Z těchto 37 jedinců mělo pozitivní rodinnou anamnézu 

stran epilepsie 9 pacientů. Pacientů s PAS, kteří sami epilepsií netrpěli, ale v jejich rodině byl 

zaznamenán výskyt epilepsie, bylo 40. Souhrnem se tak v celém souboru vyskytlo 49 případů 

rodinného výskytu epilepsie. 

 

Tabulka 4 Osobní a rodinná zátěž NVO u pacientů s PAS. V horní (bílé) části je uvedena osobní zátěž – komorbidní 

NVO k PAS. Spodní část (zelená) uvádí informace o rodinné zátěži – výskytu PAS či jiných NVO v rodině pacienta. 

PAS + jiné NVO 237 (65,8 %)       

PAS samotný 123 (34,2 %)       

celkem pacientů 360         

            

PAS s dalším NVO, genealogie pro PAS či jiná NVO pozitivní 129 

PAS s dalším NVO, sporadický výskyt 108 

PAS sám, genealogie pro PAS či jiná NVO pozitivní 60 

PAS sám, sporadický výskyt 63 

celkem pacientů 360 

celkem případů pozitivní genealogie   189 (52,5 %) 
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Tabulka 5 Tabulka mapující zastoupení nejčastějších NVO v souboru a konkrétní počty zasažených jedinců. 

  jedinci zastoupení 

ID 193 53,6 % 

ADD/ADHD 112 31,1 % 
 

 

Tabulka 6 Osobní a rodinná zátěž epilepsií (EPI) u pacientů s PAS. V horní (světle zelené) části je uvedena 

osobní zátěž – komorbidní EPI k PAS. Spodní část (tmavší zelená) uvádí informace o rodinné zátěži – výskytu 

EPI v rodině pacienta. 

PAS + EPI       37 

PAS bez EPI       323 

celkem pacientů       360 

komorbidní EPI u pacientů s PAS      10,3 % 

PAS s EPI, genealogie stran EPI pozitivní 9 

PAS s EPI, sporadický výskyt EPI 28 

PAS bez EPI, genealogie stran EPI pozitivní 40 

PAS bez EPI, genealogie stran EPI negativní 283 

celkem pacientů 360 

celkem případů pozitivní genealogie stran EPI 49 

 

Ve vyšetřovaném souboru bylo zahrnuto i šest sourozeneckých dvojic (včetně dvou párů 

monozygotních dvojčat) a jedna sourozenecká trojice. Ve všech těchto případech vykazovali 

sourozenci velmi podobný fenotyp, jak detailněji přibližuje tabulka 18. 

7.2 Vyšetřované vzorky a postup vyšetřování souboru 

7.2.1 Vyšetřované vzorky 

Soubor sestával z celkového počtu 360 pacientů s PAS, kteří byli vyšetřeni klinickým 

genetikem v rámci Ústavu biologie a lékařské genetiky 2. LF UK a FN  Motol v letech         

2022–2025. Primárním materiálem u všech vzorků souboru byla periferní krev. Potřebné 

množství periferní krve k vyšetření se liší v závislosti na konkrétní metodě. Pro vyšetření 

karyotypu a FISH bylo zapotřebí 3 ml periferní krve, u novorozenců 1–2 ml. Pro vyšetření array 

CGH bylo třeba 4 ml periferní krve, u novorozenců 1–2 ml. Pro eliminaci koagulace krve byly 

vzorky určené k vyšetření karyotypu uchovávány ve zkumavkách s obsahem lithium-heparinu 

a vzorky určené k vyšetření array CGH v K3EDTA zkumavkách (zkumavky se stěnami 

preparovanými tri-draselnou solí EDTA – kyseliny etylendiamin tetraoctové). 
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7.2.2 Postup vyšetřování souboru 

Konkrétní postup a sled vyšetření závisí vždy na unikátních okolnostech stavu daného pacienta. 

Obvyklé schéma laboratorního vyšetření pacientů s PAS probíhalo následujícím způsobem: 

1. vyšetření karyotypu 

2. vyšetření syndromu fragilního X chromozomu metodou PCR a TP-PCR 

3. FISH 

4. array CGH 

5. další vyšetření metodami molekulární genetiky, např. NGS, WES, MLPA apod. 

U drtivé většiny pacientů s neurovývojovými obtížemi je sekvenční postup vyšetřování 

započat vyšetřením karyotypu. Následným krokem, zejména u pacientů s ID, je vyšetření 

syndromu fragilního X molekulární metodou PCR / TP-PCR, jelikož syndrom fragilního X je 

(u chlapců) z genetického hlediska nejčastější příčinou deficitu intelektu (Crawford a kol., 

2020). Ve většině případů je dalším krokem vyšetření array CGH. Při podezření na konkrétní 

syndromy, mutace v konkrétních genech nebo např. při negativním nálezu všech předchozích 

metod se v posledním kroku v některých případech přistupuje k vyšetření dalšími metodami 

molekulární genetiky, jako jsou MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) 

nebo metody sekvenování nové generace (NGS). O indikaci ke konkrétním vyšetřením a jejich 

pořadí rozhoduje lékař a může se u různých pacientů lišit.    

7.3 Vyšetřovací metody 

Následující kapitola uvádí podrobné pracovní postupy, dle kterých byly prováděny metody pro 

vyšetřování abnormálních genetických variant v cytogenomické laboratoři. Rovněž jsou vždy 

uvedeny použité chemikálie a speciální vybavení, které tyto metody vyžadují. Samotnému 

cytogenomickému vyšetření předchází zpracování vzorků krve, pro některá vyšetření kultivace 

buněk, následně izolace DNA. Tyto laboratorní úkony provedli u všech vzorků zkušení 

pracovníci ÚBLG 2. LF UK. Informace o chemikáliích a přístrojích potřebných pro tyto 

procedury nebudou v následujícím shrnutí použité metodiky cytogenomických vyšetření 

zahrnuty.   

7.3.1 Karyotypování 

Vyšetření karyotypu bylo provedeno u 331 (z celkových 360) pacientů. Karyotyp všech těchto 

pacientů byl analyzován zkušenými pracovníky ÚBLG 2. LF UK a FN v Motole; u 144 z nich 

jsem pod dohledem zkušeného pracovníka provedla reanalýzu karyotypu za účelem osvojení si 
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metody. U 29 pacientů vyšetření karyotypováním provedeno nebylo. Důvodem neprovedení 

vyšetření byl obvykle nezájem u samoplátců (některých pacientů zahraničního původu), nebo 

bylo rovnou přistoupeno k array CGH, pokud pacient s PAS neměl ve fenotypu nápadnější 

odchylky a nebyl tak předpoklad pozitivního nálezu v karyotypu. Vstupním materiálem u všech 

vyšetření karyotypováním byla periferní krev. 

Použité chemikálie a technické vybavení 

Tabulka 7 Přehled použitých chemikálií pro metodu karyotypování. 

Příprava vzorku a fixace 

Hypotonický roztok 0,075M KCl (3,8 g práškového KCl na 1000 ml destilované vody) 

Fixační směs – ledová kyselina octová, methanol 1:3   

Příprava barvicí směsi 

Práškový trypsin (1:250)         
Fosfátový pufr (0,1 mol/l o pH 6,8)         
Roztok versen-trypsinu (6 ml 2,5% trypsinu, 400 ml versenu)             

Wrightovo barvení 

Wrightova eosinmetylenová modř 

Gurrův pufr  

Mikroskopování 

Imerzní olej           

 

 Tabulka 8 Přehled speciálních přístrojů a pomůcek použitých pro metodu karyotypování. 

 

 

 

 

Postup práce 

Příprava preparátu:  

1. Před samotnou fixací jsou buňky z odebraného biologického materiálu kultivovány         

a vzorky jsou dále zpracovány pro účely následných vyšetření. Kultivace lymfocytů 

periferní krve je třídenní proces, jehož základem je přidání kultivačního média                    

a fytohematoglutininu k plné periferní krvi. Kultivace je ukončena colcemidem 

zastavujícím mitotické dělení buněk v metafázi. 

 

 

Příprava vzorku a fixace 

Cytogenomický přístroj HANABI          
Mikroskopování a zobrazení výsledků 

Optický mikroskop Leica DM2500 a snímací zařízení CoolCube MetaSystems    
Karyotypovací software MetaSystems Ikaros        
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Fixace: 

2. Zkumavky s kultivovanými vzorky krve centrifugujeme 10 minut při 1000 otáčkách 

za minutu. 

3. Odsajeme supernatant. 

4. Resuspendujeme sediment v hypotonickém roztoku KCl (0,075M) zahřátém na           

37 °C. 

5. Inkubujeme 25 minut v termostatu při 37 °C. 

6. Přidáme 15 kapek fixační směsi a promícháme. 

7. Inkubujeme 10 minut při 37 °C. 

8. Centrifugujeme 10 minut při 1000 otáčkách za minutu. 

9. Odsajeme supernatant. 

10. Za současného protřepávání přidáváme po kapkách fixační směs, cca 10 ml. 

11. Centrifugujeme 10 minut při 1000 otáčkách za minutu. 

12. Fixaci opakujeme 3 – 4x, dokud není supernatant čirý a bezbarvý. 

13. Po posledním odsátí přidáme několik kapek fixace a ze vzniklé suspenze kápneme dvě 

kapky na podložní sklíčko. 

14. Sklíčko protáhneme nad plamenem a dosušíme na plotýnce při 37 °C nebo sušíme 

v přístroji HANABI po dobu 105 vteřin. 

15. Pomocí inverzního mikroskopu zhodnotíme hustotu a kvalitu mitóz, v případě potřeby 

suspenzi naředíme a postup opakujeme s dalšími skly od bodu 12. 

Wrightovo barvení: 

16. Nejprve rozpustíme 0,3 g práškového trypsinu (1:250) ve 100 g fosfátového pufru         

a zahřejeme na pokojovou teplotu (cca 21 °C) / při použití tekuté formy pipetujeme     

1 ml 2,5% roztoku versen-trypsinu do zkumavek a doplníme do 100 ml fosfátovým 

pufrem. 

17. Preparát fixovaný na sklíčku ponoříme na několik vteřin do kyvety s roztokem 

trypsinu o pokojové teplotě. Doba je kontrolována na prvních sklech každého vzorku 

a eventuálně podle potřeby upravována. 

18. Následně sklíčko na několik vteřin ponoříme postupně do dvou kyvet naplněných vždy 

100 ml fosfátového pufru. 

19. Sklíčko ve vodorovné poloze přelijeme barvicím roztokem (na jedno sklíčko 0,9 ml 

Wrightovy eosinmethylenové modři a 3 ml Gurrova pufru) a ponecháme působit po 
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dobu několika minut (čas stanovujeme empiricky nejprve podle jednoho sklíčka a dále 

optimalizujeme). 

Mikroskopování a hodnocení: 

20. Pro hodnocení mitóz používáme optický mikroskop. Obarvený preparát prohlédneme 

nejprve pod zvětšením 100 – 150x. 

21. V případě nalezení metafáze potenciálně vhodné k analýze kápneme na sklíčko 

imerzní olej a pomocí imerzního objektivu pozorujeme mitózu v celkovém zvětšení 

1000 – 1500x. 

22. Zhodnotíme mitózu pomocí cytogenomických parametrů – počet chromozomů, 

konstituce pohlavních chromozomů, délka chromozomů, počet a poloha 

chromozomových pruhů. 

23. Zapíšeme souřadnice polohy vhodné miózy na sklíčku a zjištěnou konstituci karyotypu 

do pracovního protokolu. Takto numericky a strukturně hodnotíme u každého jedince 

obvykle 20 mitóz. 

24. Vybrané mitózy nasnímáme pomocí CCD kamery, zobrazíme v počítačovém softwaru 

MetaSystems Ikaros a sestavíme karyogram sloužící jako dokumentace provedeného 

vyšetření.   

7.3.2 Fluorescenční in-situ hybridizace 

Provedla jsem dvě vyšetření metodou FISH u jediného pacienta (pacienta 327) s podezřením 

na zvětšený blok heterochromatinu v satelitní oblasti krátkého raménka chromozomu 15, které 

vyplynulo z předchozího vyšetření karyotypu. Vyšetření bylo provedeno s cílem ověřit, zda 

úsek neobsahuje některé geny. Jako kontrolní sonda pro chromozom 15 byla použita sonda 

Aquarius Microdeletion Probe Prader-Willi/Angelman (lokus SNRPN) od výrobce Cytocell. 

Pro vyšetření satelitní oblasti 15p byla použita sonda Acro-P-Arm Probe ve směsi 

s centromerickou sondou Aquarius Satellite Enumeration Probe (lokus D15Z4) rovněž od 

výrobce Cytocell. Vyšetření metodou FISH bylo z důvodu možné kauzality nálezu pro fenotyp 

zahrnující PAS indikováno u dalších dvou pacientů souboru. Přehled provedených vyšetření      

i důvod jejich provedení je uveden v tabulce 9. Vstupním materiálem pro všechna vyšetření 

byla periferní krev. 
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Tabulka 9 Přehled provedených vyšetření metodou FISH. 

pac. typ použité sondy důvod vyšetření 

17 

centromerická (chr. 15) 

objasnění původu marker chromozomu 
centromerická (chr. 13/21) 

centromerická (chr. 14/22) 

centromerická mFISH 

26 
centromerická (chr. 9) 

ověření přítomnosti mozaiky trisomie chr. 9 
subtelomerická (chr. 9) 

327 

lokus-specifická (chr. 15) 
ověření původu nadbytečného gen. materiálu a 
vyloučení strukturní přestavby v rámci chr. 15 

satelitní (chr. 15) 

centromerická sonda (chr. 15) 

 

 

Použité chemikálie a technické vybavení 

 Tabulka 10 Přehled použitých chemikálií pro metodu FISH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Příprava preparátu 

Fixační roztok – ledová kyselina octová, methanol 1:3 

Odvodnění 

Pufr SSC 2x koncentrovaný (saline-sodium citrate, roztok chloridu sodného a citronanu sodného; pH 7,0) 

0,05% roztok Tween 20 (polysorbát 20; výrobce Sigma Aldrich) 

Ethanol o koncentracích 80 %, 96 % a 100 % 

Aplikace sond 

Hybridizační pufr (součást setů komerčně vyráběných DNA sond; výrobce Cytocell) 

Aquarius Microdeletion Probe Prader-Willi/Angelman (LPU 005; výrobce Cytocell) 

Aquarius Satellite Enumeration Probe (LPE 015G; výrobce Cytocell)  

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

Odmytí 

Pufr SSC 0,4x koncentrovaný (pH 7,0)         

Pufr SSC 2x koncentrovaný (pH 7,0)           

0,05% roztok Tween 20 (výrobce Sigma Aldrich)         

Aplikace DAPI 

DAPI Antifade (součást setů komerčně vyráběných DNA sond; výrobce Cytocell) 
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Tabulka 11 Přehled speciálních přístrojů a pomůcek použitých pro metodu FISH. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Postup práce 

Příprava preparátu:  

1. Pro vyšetření FISH jsou používány nativní nebo kultivované buňky z odebraného 

primárního biologického materiálu. Je vytvořena buněčná suspenze a provedena fixace 

na podložní sklíčko. Postup fixace je obdobný jako u fixace preparátů pro karyotypování 

(viz kapitola 7.3.1). Hustotu suspenze (kvalitu a rozložení mitóz na podložním sklíčku) 

ověříme pomocí mikroskopu s fázovým kontrastem. Pokud je suspenze příliš hustá, 

rozředíme ji fixačním roztokem a protřepeme. Pokud je suspenze naopak příliš řídká, 

zahustíme ji centrifugací po dobu 10 minut při 1000 otáčkách za minutu a poté 

odebereme takové množství supernatantu, aby byl výsledný objem suspenze menší než 

výchozí. Na podložním sklíčku křížkem vyznačíme diamantovým perem vhodné místo 

pro pozdější aplikaci hybridizačních sond – místo s kvalitními mitózami a ideální 

hustotou suspenze. Takto zpracované preparáty jsou uchovávány v chladničce při 

teplotě +2 °C až +8 °C. 

Odvodnění: 

2. Preparát (sklíčko se vzorkem) ponoříme za pokojové teploty (cca 21 °C) na 2 minuty 

do roztoku (pufru) 2x SSC + 0,05% Tween. 

Příprava preparátu 

Diamantové pero 

Mikroskop s fázovým kontrastem Meopta DN 816 Bi 

Odvodnění 

Topná deska Stuart SD160 nebo Thermometer VD-1M 

Aplikace sond 

Izolační a fixační lepidlo Fixo gum (výrobce Marabuwerke GmbH) 

Topná deska Stuart SD160 nebo Thermometer VD-1M 

Denaturace a hybridizace sond a cílové DNA 

Přístroj Thermobrite 

Odmytí 

Vodní lázeň Nüve BM302 

Teploměr pro kontrolu teploty vodní lázně 

Aplikace DAPI 

Fixační lak 

Mikroskopování a zobrazení výsledků 

Fluorescenční mikroskop Zeiss Axioimager Z1 s CCD kamerou MetaSystems 

Software MetaSystems ISIS 
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3. Následně preparát odvodňujeme vzestupnou alkoholovou řadou – vždy po 2 minutách 

v 80%, 96% a 100% roztoku ethanolu. 

4. Preparát necháme oschnout v šikmé poloze a posléze jej umístíme na topnou desku 

vyhřátou na 37 °C. 

Aplikace sond: 

5. DNA sondy (uchovávané v mrazničce) v případě potřeby naředíme hybridizačním 

pufrem dle návodu od výrobce.  

6. Pipetou aplikujeme sondu na podložní sklíčko – množství sondy je určeno rozměrem 

krycího sklíčka, pro sklíčko 15x15 mm je třeba pipetovat 2,9 μl roztoku. 

7. Překryjeme krycím sklíčkem a přitlačíme pomocí pinzety tak, aby se kapka rozlila po 

celém povrchu krycího sklíčka a nikde (zejména při okrajích sklíčka) nezůstaly 

vzduchové bubliny. 

8. Kolem okrajů krycího sklíčka naneseme vrstvu těsnícího lepidla Fixo gum. 

9. Preparát zakryjeme (chráníme před světlem) a necháme několik minut na topné desce 

vyhřáté na 37 °C, dokud nedojde k úplnému zaschnutí lepidla. 

Denaturace a hybridizace sond a cílové DNA: 

10. Vzorky vložíme do přístroje Thermobrite, který zajišťuje vhodné podmínky pro 

průběh denaturace i hybridizace cílové DNA a DNA sond – inkubujeme při 75 °C            

3 minuty, posléze při 37 °C cca 19 hodin. 

Odmytí: 

11. Následujícího dne odstraníme pinzetou z preparátů lepidlo a sejmeme krycí sklíčko.  

12. Podložní sklíčko se vzorky ponoříme na 2 minuty do vodní lázně s roztokem 0,4x SSC 

vyhřátým na teplotu 72 °C (teplotu ověříme teploměrem). 

13. Následně preparát vložíme na dobu 1 minuty při pokojové teplotě do roztoku                    

2x SSC + 0,05% Tween. 

14. Preparát necháme v šikmé poloze oschnout. 

Aplikace DAPI: 

15. Na křížkem označené místo naneseme roztok DAPI Antifade v množství 4,2 μl                  

a překryjeme krycím sklíčkem 18x18 mm. Opatrně na krycí sklíčko zatlačíme pomocí 
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vrstvy buničiny, aby se roztok rovnoměrně rozlil po celé ploše krycího sklíčka. Případný 

přebytek roztoku buničinou odsajeme. 

16. Na okraje krycího sklíčka naneseme fixační lak pro zabránění vyschnutí a možnému 

posunu krycího sklíčka. 

17. Hotový preparát ponecháme před mikroskopováním cca 10 minut ve tmě, do úplného 

zaschnutí fixačního laku. 

Mikroskopování a hodnocení: 

18. Analýzu diagnostických a kontrolních fluorescenčních signálů provádíme v tmavé 

místnosti s využitím fluorescenčního mikroskopu a softwaru MetaSystems ISIS. 

Reprezentativní mitózy nasnímáme pomocí CCD kamery a archivujeme. 

7.3.3 Microarray komparativní genomová hybridizace 

Vyšetření metodou array CGH bylo provedeno u všech 360 pacientů v souboru. Z těchto jsem 

pod dohledem zkušeného pracovníka ÚBLG 2. LF UK a FN v Motole provedla 144 vyšetření 

na 18 čipech. Vstupním materiálem pro vyšetření byla ve všech případech izolovaná DNA 

z periferní krve. 

Použité chemikálie a technické vybavení 

Tabulka 12 Přehled použitých chemikálií pro metodu array CGH. 

 

Příprava vzorku 

1x TE pufr (Tris-HCl + disodná sůl EDTA; pH 8,0; výrobce Sigma Aldrich)  

Fluorescenční značení 

Random Primer (součást kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; výrobce Agilent)  

5x reakční pufr (součást kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; výrobce Agilent)  

10x dNTPs (deoxyribonukleotidtrifosfáty; součást kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; výrobce Agilent)  

Fluorochrom Cy-3 (cyanin3; součást kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; výrobce Agilent) 

Fluorochrom Cy-5 (cyanin5; součást kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; výrobce Agilent) 

Exo (-) Klenow (Klenowův fragment DNA polymerázy; součást kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; výrobce Agilent)  

Referenční DNA (ženská, mužská; výrobce Kreatech) 

Hybridizace 

Blokovací činidlo Cot-1 DNA (1 mg/ml; výrobce Agilent)  

Blokovací činidlo 10x aCGH Blocking Agent (součást kitu Oligo aCGH/ChIP-on-chip Hybridization Kit; výrobce Agilent) 

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

Odmytí 

Odmývací pufr 1 – Oligo aCGH/ChIP-on-chip Wash Buffer 1 (výrobce Agilent) 

Odmývací pufr 2 – Oligo aCGH/ChIP-on-chip Wash Buffer 2 (výrobce Agilent) 
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Tabulka 13 Přehled speciálních přístrojů a pomůcek použitých pro metodu array CGH. 

Příprava vzorku 

UV-VIS spektrofotometr NanoDrop 8000 (výrobce NanoDrop) 

Fluorescenční značení 

Termocykler (výrobce Agilent) 

Purifikace značené DNA 

Purifikační kolonky se sběrnými zkumavkami (součást kitu SureTag Complete DNA Labeling Kit; výrobce Agilent) 

Vakuový koncentrátor (Thermo Scientific Savant SpeedVac; výrobce Thermo Fisher Scientific) 

Hybridizace 

Kovová svorka na hybridizační komůrky (výrobce Agilent) 

Pogumovaná hybridizační těsnící sklíčka (hybridizační maska; výrobce Agilent) 

Microarray čip formátu 8x60K SurePrint CGH 8x60K G3 ISCA (výrobce Agilent) 

Hybridizační pec (výrobce Agilent) 

Odmytí 

Inkubátor (Mini H2200-H-E; výrobce myTemp) 

Magnetická míchačka a míchadlo 

Skenování a analýza dat 

Ochranný plastový nosič na microarray čip (výrobce Agilent)  

Laserový skener SureScan Microarray Scanner (výrobce Agilent) 

Software CytoGenomics 5.1.2.1 (výrobce Agilent) 

Postup práce 

Příprava vzorku: 

1. Pro vyšetření microarray CGH jsou používány vzorky izolované genomové DNA 

(gDNA) pocházející nejčastěji z periferní krve. Izolace DNA z periferní krve se provádí 

přímo bez nutnosti kultivace buněk. Izolace DNA je proces založený na lýzi jaderných 

buněk a následné extrakci a purifikaci DNA z lyzátu. Pro aCGH je třeba dosáhnout 

vysoké čistoty a integrity izolované gDNA (se spektrofotometrickými poměry 

260/280 > 1,8 a 260/230 > 2). Koncentrace DNA by měla být 50 ng/μl – ověříme 

spektrofotometricky pomocí přístroje NanoDrop a v případě vyšší koncentrace 

naředíme pufrem 1X TE (pH 8,0) do objemu 20 μl. Výchozí množství gDNA pro formát 

microarray 8x60K je minimálně 0,2 μg. 

Fluorescenční značení: 

2. Do každé reakční mikrozkumavky napipetujeme 13 μl vzorku gDNA pacienta                  

(u formátu čipu 8x60K pracujeme s osmi mikrozkumavkami ve stripu pro vzorky 

pacientů a s dalšími osmi pro vzorky referenční DNA) a přidáme 2,5 μl Random 

Primeru. Opakovaným pipetováním dobře promícháme. 
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3. Vzorky vložíme do termocykleru a inkubujeme 10 minut při 98 °C s následnou 

udržovací teplotou 4 °C. 

4. Vzorky odstředíme v centrifuze 1 minutu při 6 000 x g.  

5. Připravíme si značicí Master Mix – na jednu reakci je potřeba: 5 μl 5x reakčního pufru 

+ 2,5 μl 10x dNTPs + 1,5 μl fluorescenční barvy cyaninu Cy-3 nebo Cy-5 + 0,5 μl 

fragmentu DNA polymerázy Exo (-) Klenow. Klenowův fragment DNA polymerázy 

udržujeme stále na ledu. 

6. Do reakčních zkumavek (mikrozkumavek se vzorky gDNA pacientů a kontrol                    

a Random Primerem) přidáme 9,5 μl značícího Master Mixu tak, aby vyšetřované             

a referenční vzorky byly značeny odlišnými fluorescenčními barvami (Cy-3 či Cy-5). 

7. Mikrozkumavky opět vložíme do termocykleru a inkubujeme s nastavením: 2 hodiny 

při 37 °C, 10 minut při 65 °C, následná udržovací teplota 4 °C. 

Purifikace značené gDNA: 

8. Vzorky odstředíme v centrifuze 1 minutu při 6 000 x g. 

9. Pro purifikaci využijeme pro každý vzorek purifikační kolonku, kterou vložíme do 

sběrné mikrozkumavky. Do každé kolonky přidáme 430 μl pufru 1xTE (pH 8,0)                

a značenou gDNA (celý objem). Kolonku víčkem uzavřeme. 

10. Vzorky odstředíme po dobu 10 minut při 14 000 x g při pokojové teplotě. Posléze 

vyjmeme kolonku, odstraníme eluát a kolonku opět umístíme do stejné 

mikrozkumavky, tentokrát však opačně orientovanou (tak, aby se při centrifugaci 

využila druhá strana filtru). 

11. Do každé kolonky přidáme 480 μl pufru 1xTE (pH 8,0). 

12. Vzorky odstředíme po dobu 10 minut při 14 000 x g při pokojové teplotě. 

13. Odstraníme eluát a kolonku umístíme dnem vzhůru do nové sběrné mikrozkumavky.  

14. Odstředíme 1 minutu při 1 000 x g při pokojové teplotě. 

15. Takto purifikovaný vzorek zkoncentrujeme ve vakuové centrifuze při 65 °C po dobu   

15 minut při 60 otáčkách za minutu. 

16. Přidáme 1xTE do objemu 10 μl a důkladně protřepeme (vortexujeme). 

17. Odebereme 1,5 μl od každého vzorku a pomocí přístroje NanoDrop určíme výtěžek          

a specifickou aktivitu (inkorporaci fluorochromů). 
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Hybridizace: 

18. V nové mikrozkumavce zkombinujeme 8 μl vyšetřovaného a 8 μl příslušného 

referenčního vzorku (každý značen odlišným fluorochromem) tak, aby celkový 

výsledný objem činil 16 μl. Toto provedeme u všech vyšetřovaných vzorků. 

19. Ke vzorkům o objemu 16 μl přidáme postupně vždy 2 μl blokovacího činidla Cot-1 

DNA (1 mg/ml); 4,5 μl blokovacího činidla 10x aCGH Blocking Agent; 22,5 μl pufru 

2x HI-RPM Hybridization Buffer. Promícháme a krátce odstředíme. 

20. Vzorky inkubujeme v termocykleru 3 minuty při 98 °C a poté 30 minut při 37 °C. 

21. Vzorky odstředíme na centrifuze po dobu 1 minuty při 6 000 x g. 

22. Do spodní části kovové svorky na hybridizační komůrky vložíme těsnící sklíčko 

(sklíčko s gumovými těsněními, tzv. hybridizační maska) značkou nahoru. 

23. Do oddělených prostorů masky pomalu aplikujeme 42 μl hybridizační vzorkové směsi. 

24. Čip umístíme opatrně aktivní stranou dolů na hybridizační masku. 

25. Vzniklé hybridizační komůrky v prostoru vytvořeném oběma skly zajistíme vrchní 

stranou kovové svorky a pevně utáhneme šroubem svorky. 

26. Je třeba zajistit, aby v žádné komůrce nebyla nepohyblivá vzduchová bublina. Svorkou 

proto několikrát vertikálně otočíme, smočíme celý povrch prostorů komůrek a v případě 

nalezení nepohyblivých bublin poklepeme na kovovou část svorky. 

27. Sestavené komůrky v kovové svorce umístíme do rotačního nosiče hybridizační pece    

a zatížení nosiče vyvážíme na protilehlé straně. 

28. Hybridizujeme při 67 °C, 20 otáčkách za minutu a po dobu alespoň 16 hodin.  

Odmytí: 

29. Promývací pufr 2 předem vytemperujeme v inkubátoru na 37 °C. 

30. Pro promývání čipu je zapotřebí tří různých dóz. Dózu č. 1 naplníme pufrem 1 

o pokojové teplotě. 

31. Do dózy č. 2 umístíme vložku na podložní skla a magnetické míchadlo, na míchačku 

postavíme dózu 1. Vyjmeme kovovou svorku s komůrkami z hybridizační pece 

a zkontrolujeme hladinu směsi, která by i po hybridizaci měla zaplňovat nadpoloviční 

většinu komůrek.  

32. Vyjmeme kovovou svorku s komůrkami z hybridizační pece a zkontrolujeme hladinu 

směsi, která by i po hybridizaci měla zaplňovat nadpoloviční většinu komůrek.  
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33. Rozebereme kovovou svorku – položíme ji na rovný povrch, povolíme šroub, odejmeme 

vrchní část svorky a vyjmeme hybridizační komůrky tvořené oběma skly. 

34. Sklo s microarray a sklo s těsněním (maskou) přilehlé k sobě uchopíme společně 

uprostřed dlouhé strany a bez oddělování vložíme do dózy č. 1 s promývacím pufrem 1.  

35. Mezi stále ponořená sklíčka vložíme špičku pinzety a opatrně od čipu oddělíme masku, 

již necháme klesnout ke dnu. 

36. Sklíčko uchopíme za konec s kódem, kývavým pohybem v kapalině opláchneme zbytky 

hybridizační směsi z jeho povrchu a spěšně ponoříme do dózy č. 2 s promývacím 

pufrem 1 (tak, aby při kontaktu se vzduchem nezaschlo). Zapneme magnetickou 

míchačku na 350 otáček za minutu po dobu 5 minut. 

37. Nachystáme si dózu č. 3. s promývacím pufrem 2 zahřátým na 37 °C. Vložíme do ní 

sklíčko s microarray a inkubujeme 1 minutu.  

38. Čip pinzetou oparně a pomalu vytáhneme z dózy č. 3 (je třeba minimalizovat vznik 

kapek na sklíčku) a vložíme ho do ochranného plastového nosiče. 

Skenování a analýza: 

39. Plastový nosič s microarray čipem vložíme po odmytí do laserového skeneru SureScan 

Microarray Scanner a ihned skenujeme (aby nedošlo ke snížení intenzity 

fluorescenčního signálu). 

40. Pomocí softwaru CytoGenomics 5.1.2.1 zobrazíme výsledný obraz microarray. 

Zhodnotíme kvalitu čipu a posléze analyzujeme nalezené varianty a porovnáváme je      

s daty internetových genetických databází. 

7.3.4 Stanovení klinické významnosti CNV 

Pro zhodnocení klinického významu nalezených CNV byl využíván interpretační postup podle 

Gijsbers a kol. (2011). Tento postup vychází z poznatků čtyř studií (Bruno a kol., 2009; Buysse 

a kol., 2009; Gijsbers a kol., 2009; Koolen a kol., 2009) zabývajících se vyšetřováním pacientů 

s ID, narušeným psychomotorickým vývojem a vrozenými vývojovými vadami pomocí metody 

aCGH. Konkrétní potřebné informace byly získávány z internetových genetických databází. 

 Prvním krokem bylo porovnání nalezené varianty s variantami uvedenými v databázích 

DGV (http://dgv.tcag.ca) a dbVAR (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar). Na základě těchto 

dat lze určit, jestli není příslušná CNV benigní a běžně přítomná u zdravé populace. Další krok 

spočíval v prověření, zda není varianta spojená s již popsaným mikrodelečním či 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar
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mikroduplikačním syndromem. Následně byla posouzena velikost a genový obsah oblasti 

nalezené varianty pomocí genomových prohlížečů UCSC (https://genome.ucsc.edu), Ensembl 

(https://www.ensembl.org) a GeneScout (https://genescout.omim.org). Informace o funkci 

zasažených genů byly čerpány z databází OMIM (https://www.omim.org), Orphanet 

(https://www.orpha.net) nebo GeneCards (https://www.genecards.org). Pokud nebyl u nalezené 

varianty vyloučen možný patogenní charakter (s přihlédnutím k případné variabilní expresivitě 

poruchy či její neúplné penetranci), byla každá CNV porovnána s variantami uvedenými 

v následujících databázích: DECIPHER (https://www.deciphergenomics.org), ClinGen 

(https://www.clinicalgenome.org), ISCA (sloučena s platformou ClinGen, 

search.clinicalgenome.org) či ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) a rovněž 

v publikacích nalezených pomocí internetového vyhledávače PubMed 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Pro odlišení a porovnání benigních variant v populaci 

byla rovněž využívána databáze DGV (Database of Genomic Variants; 

http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home). Pokud to bylo možné, byl dodatečným vyšetřením určen 

rodičovský původ varianty (zděděná či de novo). Na základě všech získaných informací byla 

posuzována možnost souvislosti nalezené CNV s fenotypem nositele dané varianty. Výsledkem 

tohoto interpretačního procesu bylo vždy zařazení dané varianty do finální kategorie 

významnosti (benigní, pravděpodobně benigní, patogenní, pravděpodobně patogenní, VUS). 

7.4 Metody statistického testování zvolené hypotézy 

Pro účely hlubšího vhledu do problematiky fenotypové a genotypové komplexity PAS jsme 

zkoumali případnou souvislost výskytu abnormálních genetických variant s fenotypem daných 

jedinců se zaměřením na NVO. Pokud pacient mimo PAS nevykazoval žádné z NVO, byl jeho 

případ označen za „izolovaný autismus“. V opačném případě se jednalo o „kombinované 

postižení“. U sledování přítomnosti abnormální varianty v genomu jedinců jsme se zaměřili na 

kategorie aberací zhodnocených jako PAT, P_PAT a VUS, u kterých je nejvyšší předpoklad 

případné korelace s fenotypem. Kontingenční tabulkou shrnující počty jedinců ve vymezených 

skupinách je tabulka 17. Pro testování hypotézy byly použity testy chí-kvadrát test a Fisherův 

exaktní test. V této analýze byly v jedné kategorii pozorovány relativně nízké četnosti (min. 

hodnota 8), což by mohlo ovlivnit spolehlivost výsledků χ² testu, a proto byl jako doplňkový 

test použit Fisherův exaktní test, jež je vhodný zejména pro malé četnosti. Cílem použití obou 

testů bylo podpořit sílu statistického hodnocení. Oba testy byly provedeny pomocí 

softwarového programu RStudio. 

https://genome.ucsc.edu/
https://www.ensembl.org/
https://www.orpha.net/
https://www.genecards.org/
https://www.deciphergenomics.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home
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8 Výsledky 

8.1 Karyotypování 

Z celkového počtu 331 provedených vyšetření pomocí karyotypování byly nalezeny čtyři 

abnormální varianty (u čtyř různých pacientů), což činí 1,21 % z celkového počtu provedených 

vyšetření. Tři z těchto variant byly hodnoceny jako pravděpodobně benigní a jednalo se o tyto 

nálezy – přítomnost marker chromozomu, inverze na chromozomu Y a zvětšený 

heterochromatinový blok na chromozomu 15. Jeden případ byl pak hodnocen jako aberace 

nejasného klinického významu, který představoval zjevně balancovanou reciprokou translokaci 

mezi chromozomy 5 a 12.  

Pozorované abnormální varianty zachycuje obrázek 8 a další podrobnosti o těchto 

variantách jsou shrnuty v tabulce nálezů (tabulka 14). 

 

Obrázek 8 Parciální karyotypy vyobrazující pozorované abnormální změny. Zleva: marker chromozom obsahující 

heterochromatinovou oblast centromery chromozomu 5 (a), reciproká translokace mezi dlouhými raménky 

chromozomů 5 a 12 (b), pericentrická inverze na chromozomu Y (c), zvětšený heterochromatinový blok v satelitní 

oblasti krátkého raménka chromozomu 15 (d). 

 

Tabulka 14 Přehled nalezených variant pomocí vyšetření karyotypováním. P_BEN – pravděpodobně benigní; 

del – delece. 

pac. nález hodnocení poznámka 

17 47,XY,+mar[5]/46,XY[40]  P_BEN 
marker chromozom obsahující heterochromatinovou oblast v 
mozaikovém stavu (11 %) 

90 46,XY,t(5;12)(q13.3;q15)dn NEJASNÉ 
zjevně balancovaná reciproká translokace, nelze vyloučit možnost 
disrupce genů či regul. oblastí, popř. poziční efekt 

112 46, X,inv(Y)  P_BEN pericentrická inverze na chr. Y, která je ve většině případů benigní 

327 46,XY,15pstk+ps+ P_BEN 
zvětšený heterochromatinový blok v satelitní oblasti krátkého 
raménka chr. 15 
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8.2 Fluorescenční in-situ hybridizace 

Vyšetření genomu pomocí metody FISH bylo provedeno u třech pacientů za účelem upřesnění 

nálezu zjištěného jinou metodou. Jednalo se o pacienty 17, 26 a 327. 

 U pacienta 17 bylo na základě předchozího vyšetření karyotypu vysloveno podezření 

na přítomnost marker chromozomu obsahujícího heterochromatinovou oblast centromery 

nadpočetného chromozomu v mozaikovém stavu. Frekvence mozaiky byla stanovena na           

11 %. Při vyšetření FISH byla použita nejprve lokus-specifická sonda chromozomu 15 (gen 

SNRPN) a sondy pro detekci centromery akrocentrických chromozomů 13, 14, 15, 21 a 22. Tyto 

chromozomy bývají nejčastěji zastoupeny mezi nalézanými marker chromozomy (Crolla a kol., 

2005). Vyšetření FISH nicméně přítomnost centromery žádného z nich nepotvrdilo. Následně 

bylo provedeno vyšetření metodou centromerické mnohobarevné FISH, kterou bylo stanoveno, 

že se jedná o marker chromozom sestávající pouze z centromery chromozomu 5. 

Pacientka 26 byla metodou FISH vyšetřována na základě výsledku dříve provedeného 

vyšetření array CGH, které naznačilo přítomnost přibližně 23% mozaikové formy trizomie 

chromozomu 9. Vyšetření FISH potvrdilo přítomnost mozaiky buněčné linie 47,XX,+9, a navíc 

odhalilo i přítomnost další buněčné linie, 45,XX,-9. Výsledné poměry zastoupení obou 

patologických  buněčných linií oproti normální dizomické linii byly po provedení FISH 

stanoveny na cca 20 % trizomie 9 a cca 8 % monozomie 9. Přítomnost těchto buněčných linií, 

jak ji zachytilo vyšetření FISH, je zobrazena na následujících fotografiích (obrázek 9a, 9b). 

 

Obrázek 9a, 9b Výsledek vyšetření FISH u pacientky 26 – odlišné počty signálů značící monozomii, dizomii a 

trizomii chromozomu 9 zachycené na interfázních jádrech a mitózách pomocí centromerické  sondy pro 

chromozom 9 (zeleně). 

b a 
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Při vyšetření pacienta 327 pomocí metody karyotypování byla zjištěna přítomnost 

nadpočetné sekundární konstrikce a materiálu satelitní oblasti krátkého raménka chromozomu 

15. Bylo tedy provedeno cílené vyšetření FISH za účelem ověření původu nadbytečného 

materiálu a vyloučení možné komplexní přestavby v rámci chromozomu 15 a přítomnosti 

relevantních genů. Jednalo se o dvě hybridizace. První zahrnovala směs sond pro lokus (gen) 

SNRPN (region PW-AS syndromů), centromeru chromozomu 15 a subtelomeru 15q. Použitím 

těchto sond bylo prokázáno, že v nadbytečné oblasti se nenacházejí kódující sekvence 15q 

spojené s abnormálním fenotypem (obrázek 10). Druhá hybridizace byla provedena se směsí 

sond pro mikrosatelitní oblasti krátkých ramen akrocentrických chromozomů a centromerické 

sondy pro chromozom 15. Tímto vyšetřením bylo prokázáno, že nadbytečný materiál pochází 

ze satelitní oblasti krátkých ramen akrocentru, (obrázek 11). 

 

Obrázek 10 Výsledek první hybridizace u pacienta 327 – zelené signály pochází ze subtelomerických oblastí chr. 

15, červené signály z pericentrické oblasti SNRPN, u kterých nebylo prokázáno zmnožení v oblasti satelitu 15p. 

 

Obrázek 11 Výsledek druhé hybridizace u pacienta 327 – červené signály vizualizují satelitní oblasti 

akrocentrických chromozomů, zelené signály představují centromeru chromozomů 15. Chromozom označený 

šipkou obsahuje zmnožený materiál v satelitní oblasti. 
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Souhrnný přehled nálezů uvádí následující tabulka (tabulka 15). 

Tabulka 15 Přehled nalezených variant pomocí vyšetření FISH; P_BEN – pravděpodobně benigní;                        

PAT – patogenní. 

pac. nález hodnocení poznámka 

17  47,XY,+mar.ish der(5)(D5Z2+) P_BEN 
marker obsahující 
centromeru chr. 5 

26 nuc ish (D9Z4x3)[66/334]/(D9Z4x1)[25/334]/(D9Z4x2)[243/334]                                                                                                                                                                                                      PAT 
20 % jader mozaiky trizomie 
chr. 9; 8 % jader mozaiky 
monozomie chr. 9 

327 46,XY,15ps+.ish 15(NOR++;D15Z4+;SNRPN+;D15S936+) P_BEN 
nadbytečný genetický 
materiál satelitního původu 

 

8.3 Array CGH 

Vyšetření genomu pomocí metody array CGH bylo provedeno u všech 360 pacientů v souboru. 

U 84 jedinců byla nalezena abnormální CNV, což představuje 23,3 % ze všech pacientů s PAS. 

Někteří pacienti byli nositeli více variant, a tak celkový počet nálezů byl roven 100. Záchyt 

variant metodou array CGH ilustruje následující graf (obrázek 12). 

 

Obrázek 12 Záchyt abnormálních genetických variant pomocí metody array CGH. 

Záchyt variant metodou array CGH

jedinci se záchytem abnormální varianty (23 %) jedinci bez záchytu abnormální varianty (77 %)

celkem jedinců 360

84

276
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Největší podíl z nálezů abnormálních variant tvořily varianty nejasného klinického 

významu, VUS, u kterých je obtížné spolehlivě definovat dopad na fenotyp (např. z nedostatku 

informací o konkrétní variantě v genetických databázích nebo z důvodu nedostatečně 

prozkoumané a publikované funkce zasaženého genu. Varianty VUS představují 35,6 % nálezů 

(36 variant). Druhými nejčastěji zachycenými abnormálními nálezy, ve 20,8 % případů             

(21 variant), byla přenašečství AR onemocnění. Patogenní nález byl zachycen v 10,9 % případů 

(11 variant). HFLP varianta byla nalezena v 9,9 % případů (10 variant) a pravděpodobně 

patogenní nález ve 4 % případů (3 varianty). Jeden pacient byl přenašečem X-vázaného 

onemocnění, které tak představovalo téměř 1 % všech nálezů. U 18,8 % (19 abnormálních 

variant) se jednalo o pravděpodobně benigní nález. Konkrétní počty takto hodnocených variant 

uvádí graf na obrázku 13 a přehled všech nalezených variant metodou aCGH uvádí tabulka 16. 

 

   

Obrázek 13 Rozložení hodnocení nálezů abnormálních variant nalezených metodou array CGH. VUS – varianta 

nejasného klinického významu, AR_P – přenašečství autozomálně recesivního onemocnění, P_BEN                                   

– pravděpodobně benigní, HFLP – High-Frequency Low-Penetrant aberace, PAT – patogenní, P_PAT                                

– pravděpodobně patogenní, XV_P – přenašečství X-vázaného onemocnění. 

 

Nálezy array CGH

VUS (35,6 %) AR_P (20,8 %) P_BEN (18,8 %) PAT (10,9 %)

HFLP (9,9 %) P_PAT (3,0 %) XV_P (1 %)

19

celkem nálezů 101 

21 

36 

11 

10 

1 3 
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Tabulka 16 Přehled nalezených variant pomocí vyšetření array CGH. Varianty jsou uvedeny vždy v minimálním rozsahu. P_BEN – pravděpodobně benigní, HFLP – High-Frequency               

Low-Penetrant aberace, PAT – patogenní, P_PAT – pravděpodobně patogenní, VUS – varianta nejasné klinické signifikance, XV_P – přenašečství X-vázaného onemocnění; del – delece, dup 

– duplikace, sy – syndrom, AD – autozomálně dominantní. Hvězdička označuje pacienty a varianty v jejich genotypu, které jsou podrobněji popsány v kazuistikách (viz kapitola 9.5 Kazuistiky). 

pac. nález     zasažené geny    hodnocení poznámka 

3 arr[GRCh37]1q25.1(174396221_174784484)x1 (388,0 kb) RABGAP1L VUS  12.–19. exon  

4 

arr[GRCh37]15q13.3(31972646_32509926)x3 pat (537,0 kb) CHRNA7 HFLP při max. rozsahu navíc 1.–2. exon OTUD7A 

 arr[GRCh37]16p13.3(6819602_6977980)x1 mat (158,0 kb) RBFOX1 HFLP 3. intron, resp. 1. exon alternativního transkriptu 

5 arr[GRCh37]15q15.3(43851548_43951301)x1 (100,0 kb) CATSPER2, STRC AR_P přenašečství hluchoty, resp. poruchy reprodukce u mužů 

8 arr[GRCh37]16p12.2(21475060_21728426)x1 (253,0 kb) OTOA AR_P přenašečství hluchoty 

12 

arr[GRCh37]5p15.33(100416_658210)x3 pat (558,0 kb)  6 genů VUS   

arr[GRCh37]16q22.1(68694254_69178612)x1 mat (484,0 kb) 5 genů VUS   

arr[GRCh37]22q13.33(51123491_51178264)x1 dn (55,0 kb) SHANK3, ACR, (RABL2B) VUS  oblast sy Phelan-McDermid 

13 

arr[GRCh37]5p15.33(100416_658210)x3 pat (558,0 kb) 6 genů VUS   

arr[GRCh37]16q22.1(68694254_69178612)x1 mat (484,0 kb) 5 genů VUS   

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] všechny geny chr. 9 PAT ~ 23% mozaika trizomie chromozomu 9 

30 arr[GRCh37]9p24.3(204193_340142)x3 (135,0 kb) DOCK8 P_BEN 1.–12. exon 

32 

arr[GRCh37]15q11.2(22765628_23300287)x1 dn (534,6 kb) 
NIPA1, NIPA2, TUBGCP5, 

CYFIP1 
HFLP rekurentní del BP1-BP2 

arr[GRCh37]16p13.3(7535741_7611521)x3 pat (75,7 kb) RBFOX1 VUS 5. exon 



50 
 

 

 

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 genů VUS   

47 arr[GRCh37]2q37.3(242119079_243087750)x1mat (970,0 kb) 15 genů VUS   

50 

arr[GRCh37]8p22(15967647_16043322)x1 (76,0 kb) MSR1 P_BEN 2.–8. exon 

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]2q13(110862477_110964737)x1 (102,2 kb) NPHP1, MALL AR_P přenašečství poruch funkce ledvin 

56 arr[GRCh37]16p11.2(29592783_30190568)x1 mat (513,0 kb) 22 genů PAT 16p11.2 mikrodeleční sy, zlomová místa 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]9q34.11(131750254_131888940)x1 (139,0 kb) 6 genů AR_P přenašečství několika AR chorob 

74 arr[GRCh37]Xp22.31(6488721_8097511)x3 (1609,0 kb) STS HFLP   

78 arr[GRCh37]15q13.3(32065000_32509926)x3 pat (445,0 kb) CHRNA7 VUS při max. rozsahu navíc 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. přenašečství spinální muskulární atrofie, může se však 
jednat o pseudogen SMN2 s vysokou homologií k SMN1 
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92 arr[GRCh37]11p15.1(16419113_16497834)x1pat (78,7 kb) – VUS možné ovlivnění přilehlého genu SOX6 

109 arr[GRCh37]Xp22.2(12483090_12801637)x3pat (318,0 kb) FRMPD4 XV_P 2.–17. exon  

116 arr[GRCh37]10q25.2(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 DOCK8, 1. exon KANK1 

120 arr[GRCh37]2q14.2(121484726_122179726)x3 mat (495,0 kb) GLI2, CLASP1 VUS 3.–14. exon GLI2, 9.–41. exon CLASP1 

122 arr[GRCh37]Yq11.223q11.23(25296950_26435098)x1 (1138,0 kb) DAZ1, DAZ2 / DAZ3, DAZ4 P_BEN zachování 2 funkčních kopií DAZ 

140 arr[GRCh37]3p25.3(10309518_11282617)x1 (973,0 kb) GHRL, ATP2B2, SLC6A1 VUS   

142 arr[GRCh37]Yq11.223q11.23(25296950_26344878)x1 (1047,0 kb) DAZ1, DAZ2 / DAZ3, DAZ4 P_BEN zachování 2 funkčních kopií 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 genů PAT MECP2-duplikační sy 

146 arr[GRCh37]2q33.1(198658270_200717129)x4 dn (2060,0 kb) 3 geny VUS rozsáhlá triplikace, genově chudá oblast 

147 arr[GRCh37]2q14.3(125075087_126068410)x3 mat (993,0 kb) CNTNAP5 VUS 4.–24. exon 

148 arr[GRCh37]17q25.1(71847837_72606952)x4 pat (759,0 kb) 11 genů 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 
susp. přenašečství spinální muskulární atrofie, může se však 
jednat o pseudogen SMN2 s vysokou homologií k SMN1 

160 arr[GRCh37]2q23.1(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 genů VUS   
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164 arr[GRCh37]2q13(110862477_110964737)x1 (102,0 kb) NPHP1, MALL AR_P přenašečství poruch funkce ledvin 

166 arr[GRCh37]Yq11.223q11.23(25296950_26344878)x1 (1048,0 kb) DAZ1, DAZ2 / DAZ3, DAZ4 P_BEN zachování 2 funkčních kopií DAZ 

172 arr[GRCh37]8q23.1(108743720_108894002)x3 (150,0 kb) RSPO2 P_BEN   

174 

arr[GRCh37]2q22.3(145217233_145250790)x1 mat (2142,0 kb) ZEB2 VUS 2. intron 

arr[GRCh37]17q23.1q23.2(58172700_60315303)x1 dn (33,6 kb) 23 genů PAT 17q23.1q23.2 mikrodeleční sy 

187 arr[GRCh37]15q13.3(31972646_32509926)x1 pat (537,0 kb) CHRNA7, OTUD7A P_PAT 15q13.3 mikrodeleční 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 zachování 2 funkčních kopií DAZ 

204 

arr[GRCh37]5q13.2(69238677_69925345)x1 (686,7 kb) SMN1 / SMN2 AR_P 
susp. přenašečství spinální muskulární atrofie, může se však 
jednat o pseudogen SMN2 s vysokou homologií k SMN1 

arr[GRCh37]15q15.3(43916972_43951301)x1 (34,3 kb) CATSPER2 AR_P přenašečství poruchy reprodukce u mužů 

221 arr[GRCh37]15q11.2(22765628_23217514)x1 (451,0 kb) 
NIPA1, NIPA2, TUBGCP5, 

CYFIP1 
HFLP   

234 arr[GRCh37]1p36.33(2174247_2216475)x1 (42,0 kb) SKI P_BEN 1. intron 

236* 

arr[GRCh37]16p13.3(6539262_7260025)x1 dn (721,0 kb) RBFOX1 VUS 3.–4. exon 

arr[GRCh37]15q11.2(22765628_23300287)x1 pat (534,0 kb) 
NIPA1, NIPA2, TUBGCP5, 

CYFIP1 
HFLP   

240* arr[GRCh37]17q21.31(43706886_44351152x1 dn (644,2 kb) 
KANSL1, CRHR1, MAPT, 

STH, SPPL2C 
PAT Koolen-De Vries sy 

242 arr[GRCh37]16p11.2(28843773_29031059)x3 (187,0 kb) 12 genů HFLP   
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245 

arr[GRCh37]7q31.1(110990868_111092490)x1 mat (102,0 kb) IMMP2L VUS 3. intron 

arr[GRCh37]16p11.2(28843773_29031059)x3 mat (187,0 kb) 9 genů 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 genů 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    
(576,0 kb) 

DHRSX VUS   

257 arr[GRCh37]5q13.2(68703103_70587018)x1 (1884,0 kb) SMN1 / SMN2 AR_P 
susp. přenašečství spinální muskulární atrofie, může se však 
jednat o pseudogen SMN2 s vysokou homologií k SMN1 

267 
arr[GRCh37]Xp22.33/Yp11.32(836076/786076_1118325/1068325)x3      
(282,0 kb) 

– P_BEN   

274 arr[GRCh37]15q15.3(43916972_43951301)x1 (34,0 kb) CATSPER2 AR_P přenašečství poruchy reprodukce u mužů 

280 arr[GRCh37]Yq11.223q11.23(24148107_28071741)x1 (3924,0 kb) DAZ1, DAZ2 / DAZ3, DAZ4 P_BEN zachování 2 funkčních kopií DAZ 

281 arr[GRCh37]17q21.31(41646491_41634621)x3 (170,0 kb) ARL4D, ETV4, DHX8 VUS   

295 arr[GRCh37]5q13.2(68791272_70587018)x1 (1796,0 kb) SMN1 / SMN2 AR_P 
susp. přenašečství spinální muskulární atrofie, může se však 
jednat o pseudogen SMN2 s vysokou homologií k SMN1 

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   

302 

arr[GRCh37]3q29(197230118_197335597)x3 (105,0 kb) BDH1 P_BEN   

arr[GRCh37]Yq11.223q11.23(25296950_28071741)x1 (2775,0 kb) DAZ1, DAZ2 / DAZ3, DAZ4 P_BEN zachování 2 funkčních kopií DAZ 

304 

arr[GRCh37]2q13(110862477_111128847)x1 (266,0 kb) NPHP1, MALL AR_P   

arr[GRCh37]15q15.3(43851548_43951301)x1 (99,7 kb) CATSPER2 AR_P přenašečství poruchy reprodukce u mužů 
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309 arr[GRCh37]8p23.2p23.1(6161430_6353226)x1 (191,0 kb) MCPH1 AR_P susp. přenašečství mikrocefalie 1 

310 arr[GRCh37]17p13.3(1184475_1602498)x3 (418,0 kb) 14 genů PAT 17p13.3 mikroduplikační sy 

315 arr[GRCh37]15q11.2q13.2(22765628_30653936)x3 par (7890,0 kb) 139 genů PAT 15q11q13 mikroduplikační sy  

316 arr[GRCh37]15q11.2q13.2(22765628_30653936)x3 par (7890,0 kb) 139 genů PAT 15q11q13 mikroduplikační 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   

319 

arr[GRCh37]5p12(44506416_45414642)x3 (908,0 kb) HCN1 VUS 4.– 8. exon  

arr[GRCh37]5q13.2(69238677_70587018)x1 (1 348,0 kb) SMN1 / SMN2 AR_P 
susp. přenašečství spinální muskulární atrofie, může se však 
jednat o pseudogen SMN2 s vysokou homologií k SMN1 

323 arr[GRCh37]15q15.3(43916972_43951301)x1 (34,3 kb) CATSPER2 AR_P přenašečství poruchy reprodukce u mužů 

330 arr[GRCh37]16p13.3(6796846_6805752)x1 (8,9 kb) RBFOX1 VUS 3. intron 

331 

arr[GRCh37]Xq25(124738242_126882197)x>3 (2143,0 kb) – P_BEN rozsáhlá duplikace, genově chudá oblast 

arr[GRCh37]15q21.2(52332711_52447040)x1 (114,3 kb) GNB5 AR_P 4.–13. exon, přenašečství Lodder-Merla sy 

arr[GRCh37]5q13.2(69732192_70386600)x1 (654,0 kb)  SMN1 / SMN2 AR_P 
susp. přenašečství spinální muskulární atrofie, může se však 
jednat o pseudogen SMN2 s vysokou homologií k SMN1 

333 arr[GRCh37]Xp22.11(22050894_22863152)x3 (812,0 kb) PHEX VUS   

334 arr[GRCh37]5q13.2(69238677_69925345)x1 (686,0 kb) SMN1 / SMN2 AR_P 
susp. přenašečství spinální muskulární atrofie, může se však 
jednat o pseudogen SMN2 s vysokou homologií k SMN1 

340 arr[GRCh37]22q11.21(18375358_18628078)x3 (253,0 kb) 
MICAL1, MIR648, PEX26, 

TUBS8 
VUS   

358 

arr[GRCh37]17p13.3(872943_1302394)x3 (429,3 kb) 

15 genů 

PAT 

17p13.3 mikroduplikační sy 

arr[GRCh37]17p13.3(2339561_2826073)x3 (486,5 kb) PAT 
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8.4 Vztah četnosti výskytu abnormálních genetických 

variant a výskytu přidružených vad u pacientů s PAS 

V této diplomové práci byla testována hypotéza: „Abnormální genetické varianty hodnocené 

jako patogenní, pravděpodobně patogenní či VUS se častěji vyskytují u pacientů                               

s komorbidními neurovývojovými onemocněními než u pacientů s izolovanou PAS“.  

Četnosti ve vymezených kategoriích shrnuje tabulka 17. 

Tabulka 17 Počty jedinců s PAS s komorbidními NVO, počty jedinců s izolovanou PAS a výskyt abnormálních 

genetických variant v těchto skupinách. (+) značí přítomnost abnormální varianty, (–) její absenci. 

 abnormální varianta (+) abnormální varianta (–) celkem 

PAS s NVO 36 211 247 

izolovaná PAS 8 105 113 

celkem 44 316 360 
   

Analýzou našich dat 2x2 kontingenční tabulky pomocí chí-kvadrát testu jsme získali 

následující výsledky (zaokrouhleno):  

• chí-kvadrát = 3,3913 

• p = 0,0655 

• OR ≈ 2,239 (95% CI: 1,005 – 4,989) 

Nulovou hypotézu tedy není možné na základě tohoto testu zamítnout. 

Analýzou těchto dat pomocí Fisherova exaktního testu jsme získali výsledky 

(zaokrouhleno):  

• p = 0,0555 

• OR = 2,235 (95% CI: 0,976–5,769) 

Nulovou hypotézu tedy není možné na základě tohoto testu zamítnout. Interpretace           

a diskuze těchto výsledků je uvedena v kapitole 9.4 Testovaná hypotéza. 
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9 Diskuze 

9.1 Charakter zkoumaného souboru  

9.1.1 Pohlaví jedinců 

Jak již bylo popsáno v kapitole 2.3 pojednávající o epidemiologických údajích o autismu, byla 

pozorována závislost míry prevalence PAS na pohlaví jedinců. Ve studiích pracujících se 

souborem jedinců s PAS vždy dominovalo zastoupení chlapců, ač pozorovaný poměr 

postižených chlapců a dívek se mezi některými studiemi liší. Metaanalýza Loomes a kol. (2017) 

si položila za cíl prozkoumat prevalenční studie s vysokou kvalitou metodologických přístupů 

a odhalila, že poměr, který pravděpodobně nejvíce odráží skutečnou prevalenci mezi pohlavími, 

je poměr blížící se 3:1. 

 Náš soubor pacientů sestával z 267 jedinců mužského pohlaví a 93 jedinců ženského 

pohlaví. Toto rozložení odpovídá přesnému poměru 2,87:1 s převahou zastoupení 

chlapců/mužů. Tento poměr blížící se hodnotě 3:1 je tak zcela ve shodě se zmíněnými 

publikovanými údaji. 

 Důvody, proč je rozložení autismu v populaci přesně takové, zatím zůstávají 

neobjasněné. Vědci vyslovili několik teorií, proč se PAS mohou častěji vyskytovat u chlapců. 

Například studie Jacquemont a kol. (2014) nalezla signifikantně zvýšený počet delečních CNV 

a SNV (zvýšený mutační práh) u dívek s neurovývojovým onemocněním oproti chlapcům. 

Autoři tak předpokládají, že „mužský“ mozek je na změny v tomto ohledu citlivější a PAS se 

tak může projevit častěji, již při přítomnosti méně zásadních negativních faktorů. V našem 

souboru bylo mezi pacienty, kteří byli nositeli některé HFLP, VUS, pravděpodobně patogenní 

či patogenní varianty, 30 chlapců a 20 dívek a uvedený trend tedy nebyl z hlediska všech 

nalezených (delečních i amplifikačních) CNV pozorován. Žádná z podobných teorií zatím 

nebyla stanovena jako univerzálně platná a otázkou rovněž zůstává, zda vzhledem 

k multifaktoriální povaze autismu bude věda v budoucnu schopna takové odpovědi vůbec 

poskytnout.    

9.1.2 Věk jedinců 

Průměrný věk jedinců při stanovení diagnózy PAS globálně mezi lety 2012 a 2019 byl 

metaanalýzou Van ’T Hof a kol. (2021) vypočten na 60,48 měsíce (přibližně 5 let), případně na 

43,18 měsíce (přibližně 3,5 roku), pokud byly ve studiích zahrnuty jen děti do maximálně          
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10 let věku. Tyto údaje však pocházejí z analýzy studií ze 40 různých zemí světa a vzhledem 

k odlišným diagnostickým postupům napříč různými regiony lze předpokládat, že údaje nemusí 

přesně reflektovat hodnotu průměrného věku při stanovení diagnózy jen v rámci České 

republiky. V České republice byl v roce 2016 zaveden plošný screening projevů PAS cestou 

praktických lékařů pro děti a dorost jako součást všeobecné preventivní prohlídky v 18 měsících 

věku dítěte. Testování se provádí pomocí psychologického dotazníku M-CHAT (Modifikovaný 

kontrolní seznam pro autismus u batolat). Z průzkumu provedeného českými výzkumníky 

s údaji od 210 pediatrů vyplynulo, že 74,7 % z nich provádí screening včasného záchytu PAS 

(pomocí M-CHAT nebo rozhovoru s rodiči) a to převážně ve věku 18–24 měsíců (1,5–2 let) 

věku dítěte (Slepičková a kol., 2019). Dítě je obvykle následně odesláno k dalším 

specializovaným vyšetřením (zejména psychiatrickým, ale také psychologickým či 

neurologickým). Konečná diagnóza tak může být stanovena až po těchto upřesňujících 

vyšetřeních. Tato skutečnost by mohla být jedním z vysvětlení, proč se v našem souboru rodiče 

dostavili do genetické poradny nejčastěji až ve věku 3 let. Věk kolem 3 let je také dobou, kdy 

je manifestace projevů PAS již dobře patrna, například formou „autistického regresu“ 

(Thompson a kol., 2019). 

 Ačkoli tedy většinu jedinců souboru tvořila dětská populace, věkové rozpětí v době 

prvního vyšetření bylo v našem souboru široké. Pohybovalo se od 13 měsíců do 42 let. Jedinců, 

kterým bylo v době první návštěvy 18 let nebo více, bylo v souboru 23 (6,39 %). Nejčastější 

důvody pro příchod pacienta až v pokročilejším věku, pokud byly známy, byly v našem souboru 

následující: pacienta odeslal na genetickou konzultaci lékař jiné specializace, ať už za účelem 

samotného dovyšetření neurovývojové poruchy, nebo za účelem jiného genetického vyšetření 

(např. pro trombofilní mutace, mutace ovlivňující funkci pojivových tkání a podobně), kdy 

vzhledem k přítomnosti PAS bylo provedeno i vyšetření pro neurovývojové poruchy. Další 

častou situací bylo vyšetření jedince pro PAS již v dávné době a následná ztráta kontaktu 

s rodinou, která se však nyní s odstupem let dostavila a s ohledem na dostupnost nových 

diagnostických metod a rozšíření genetických databází bylo možné vyšetření doplnit či 

revidovat. Jedním z dalších důvodů bylo plánování rodičovství sourozence probanda či jiného 

člena rodiny a přání stanovit riziko dalšího výskytu NVO vyplývající z konkrétního 

genealogického záznamu. Dalším důvodem mohl být i méně výrazný fenotyp bez přidružených 

vrozených vývojových vad. 
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 Příklad námi nalezených variant však dokládá, že použité metody (zejména vyšetření 

array CGH) umožní podrobnější poznání genomu pacienta v jakémkoli věku a mohou tak 

přinést zásadní posun na mnohdy zdlouhavé cestě za objasněním probandových obtíží.      

9.1.3 Diagnózy v rámci PAS 

V souboru se vyskytovali jedinci se všemi základními diagnózami spadajícími do PAS. 

Byly dokumentovány případy dětského autismu (164 jedinců), atypického autismu 

(50 jedinců), Aspergerova syndromu (17 jedinců), Rettova syndromu (jeden jedinec) a dětské 

dezintegrační poruchy (jeden jedinec). V rámci souboru osob s konkrétně stanovenou 

diagnózou tedy výrazně dominuje zastoupení dětského autismu, následované zastoupením 

atypického autismu. Naopak  velmi ojedinělými případy byly Rettův syndrom a dětská 

dezintegrační porucha. Takový poměr rozložení reflektují i recentní prevalenční výzkumy, 

které odhadují četnost dětské dezintegrační poruchy na 1–9 případů na 100 000 narozených dětí 

a prevalenci Rettova syndromu na přibližně 5–10 případů na 100 000 narozených dívek. Jde 

tedy o velmi vzácné poruchy. Naproti tomu PAS (jako celek) se v populaci vyskytuje 

mnohonásobně častěji, s odhadem 1–7 případů na 200 narozených dětí (0,5–3,5 %; Mehra           

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

V mnohých případech nebyl u pacientů specifikován konkrétní typ autismu. Tento fakt 

může mít několik vysvětlení, například nedostatek informací v lékařských zprávách                        

o výsledcích dřívějších specializovaných vyšetření (neurologické, psychologické, 

psychiatrické, logopedické a další). Příčinou mohl být  příliš nízký věk či nespolupráce dítěte 

při vyšetřování, kdy byla diagnóza uzavřena obecně jako PAS bez specifikace typu, nebo byly 

pozorovány četné znaky PAS, ale stanovit konkrétní diagnózu spolehlivě zatím nebylo možné. 

9.1.4 Zátěž přidruženými NVO u jedinců s PAS 

Ve zkoumaném souboru měly dvě třetiny pacientů (65,8 %) k PAS přidruženou další 

neurovývojovou poruchu. Více než polovina pacientů (52,5 %) měla pro PAS či jiné NVO 

pozitivní genealogii, ať už se jednalo o sourozence probanda, jeho přímé předky či vzdálenější 

příbuzné. Nejčastějším komorbidním NVO u jedinců námi zkoumaného souboru byl ID         

(53,6 % jedinců v souboru) a ADHD nebo ADD (31,1 % jedinců v souboru; viz tabulka 5). 

Z dalších zachycených neurovývojových komorbidit lze zmínit například depresivní poruchu, 

úzkostnou poruchu, specifické poruchy učení, dyspraxii, tikové poruchy, OCD či schizofrenii. 

U zbývající jedné třetiny pacientů se jednalo o izolovaný autismus. 
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Studie Baio a kol., (2018) se zaměřila na děti s PAS a pozorovala, že 31 % dětí splňovalo 

kritéria inteligenčního deficitu a u dalších 25 % dětí byly výsledky testování hraniční. 

Prevalenci inteligenčního deficitu u dětí s PAS studovala také práce týmu Postorino a kol. 

(2016). Inteligenci a vývoj dětí hodnotila pomocí dvou různých diagnostických nástrojů (škál 

GMDS-ER a Leiter-R) a výslednou frekvenci ID odhaduje na 47,6 %. Recentní studie Kucińska 

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

Prevalenci ADHD u autismu sledovalo rovněž několik různých studií. Například práce 

Avni a kol. (2018) pozorovala 62,7% frekvenci výskytu ADHD u 260 dětí s PAS. Další práce 

zkoumající soubor o 4032 jedincích zaznamenala potvrzenou diagnózu ADHD u dětí s PAS 

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

Mimo uvedené NVO jsem zvlášť hodnotila i prevalenci epilepsie, kterou jsme ve 

zkoumaném souboru pozorovali v 10,3 % případů. Metaanalýza Liu a kol. (2022) odhaduje na 

základě zkoumání 66 prevalenčních studií frekvenci výskytu epilepsie u pacientů s PAS na      

10 %, což je tak ve shodě s naším pozorováním. 

Domnívám se, že reálná míra zátěže pacientů NVO by mohla být ještě vyšší, pokud 

bychom provedli longitudinální studii a ověřovali tyto parametry s odstupem let u stejných, 

avšak již starších jedinců. Náš soubor je tvořen převážně velmi mladými jedinci (v době první 

návštěvy činil modus věku 3 roky, medián 5 let 1 měsíc a průměrný věk 7,2 roku). Není 

vyloučeno, že v průběhu dospívání se mohou u jedinců, námi hodnocených jako pacientů 

s izolovaným autismem, další NVO vyvinout či viditelněji projevit. Rovněž frekvence výskytu 

NVO v rodinách probandů by mohla být reálně ještě vyšší, neboť sběr těchto informací je 

mnohdy závislý jen na osobní výpovědi rodinných příslušníků doprovázejících probanda 

k vyšetření. V některých (byť spíše ojedinělých) případech nebylo možné genealogická data 

získat vůbec nebo jen částečně, pokud jeden nebo oba rodiče nebyli známi. Dalším důvodem, 

proč by například reálná frekvence ADHD/ADD v našem souboru mohla být ještě vyšší, a tím 

se přiblížit více k výsledkům dříve uvedených studií, je, že prevalenci ADHD jsem stanovila 

jen na základě počtu skutečně stanovených diagnóz. Nicméně u mnoha jedinců se vyskytovaly 

znaky jako hyperaktivita a potíže se soustředěním, ačkoli zatím diagnózu ADHD/ADD 

oficiálně neobdrželi. Přesný odhad prevalence ztěžuje také fakt, že mnoho znaků PAS, ADHD, 

ADD, ID, úzkostí a dalších NVO se vzájemně překrývá, a stanovení přesné diagnózy tak bývá 

i přes propracovaná diagnostická kritéria nesnadnou záležitostí. Proto se může stát, že různé 

studie poskytují mírně odlišné výsledky. Závěrem, na kterém se však všechna pozorování 
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(včetně této diplomové práce) shodnou, je, že autismus s sebou přináší mnohé přidružené 

neurovývojové obtíže v nemalé míře. 

9.1.5 Rodinná zátěž NVO 

Ve spojitosti s výskytem neurovývojových onemocnění je také zajímavý náhled do 

genealogického záznamu jedinců. Studie Xie a kol. (2019) zaznamenala u 63,1 % osob 

s PAS pozitivní rodinnou anamnézu (zaměřenou na rodiče jedinců) pro duševní a/nebo 

neurologická onemocnění. V našem souboru jsem se zaměřila nejen na rodiče a další příbuzné 

prvního stupně (sourozenci, případně potomci), ale také na vzdálenější příbuzné. V našem 

souboru byla prevalence PAS a dalších NVO v rodinách pacientů souhrnem 52,5 %. Toto číslo 

je nižší oproti hodnotě, ke které dospěla předchozí zmíněná studie na dětech s PAS a jejich 

rodičích, nicméně námi pozorovaná prevalence v rodinách je minimální hodnotou a reálné 

počty frekvencí NVO mohou být ještě vyšší – jak je také popsáno v předchozí kapitole, stejně 

jako   u prevalence komorbidních NVO, i zde byly zdrojem informací pro zápis do lékařských 

zpráv osobní výpovědi příbuzných pacientů. Rovněž diagnostické postupy pro odhalování PAS 

se mohly v době dětství rodičů a prarodičů pacientů lišit od diagnostických postupů, které se 

používají dnes, kdy se možnosti spolu s povědomím o PAS neustále rozšiřují. Do prevalence 

NVO byli v této práci zahrnuti jen ti jedinci, u nichž byla stanovena oficiální diagnóza, nicméně 

mnohdy byl v lékařských zprávách záznam o přítomnosti znaků některého NVO u příbuzných 

probanda, nebo například pojem „širší autistický fenotyp“. Je tedy možné, že mnozí z těchto 

členů rodiny by diagnostická kritéria pro dané NVO splňovali, pokud by byli testování 

podrobeni. 

 Detailněji se lze také podívat na výskyt PAS a dalších NVO mezi sourozenci. Tabulka 

18 uvádí kompletní přehled sourozeneckých párů (případně sourozenecké trojice) zahrnutých 

ve zkoumaném souboru s popisem pozorovaného genotypu a fenotypu. Případy párů 

monozygotních dvojčat (pacientky 12 a 13, pacienti 63 a 66) jsou velmi cenným zdrojem dat 

pro genetické výzkumy a umožňují studovat genotypo-fenotypové korelace daných nálezů          

a další genetické mechanismy (míra penetrance, variabilní expresivita apod.). V našem souboru 

byly oba páry vyšetřených dvojčat konkordantní pro uvedený fenotyp, což může potenciálně 

odrážet vyšší míru penetrance / nižší míru variability přítomných aberací. Minimálně 45 dalších 

pacientů mělo vlastního či polorodého sourozence (nezahrnutého do souboru) s obdobnými 

NVO. Odhaduji však, že reálné počty těchto sourozenců (z důvodů podobných těm uvedeným 

v předchozích dvou kapitolách o osobní a rodinné zátěži neurovývojovými onemocněními) by 
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mohly být ještě vyšší, než se nám na základě lékařských zpráv podařilo zachytit. Zvýšenou 

prevalenci neurovývojových, psychiatrických či neurologických obtíží u sourozenců pacientů 

s PAS pozorovaly například studie Fields a kol. (2024) a Lin a kol. (2022). 

Tabulka 18 Sourozenecké dvojice a trojice zahrnuté ve zkoumaném souboru, genotyp a fenotyp jedinců a jejich 
konkrétní příbuzenský vztah. OVŘ – opožděný vývoj řeči, EPI – epilepsie, bpn – bez patologického nálezu,              

AR – autozomálně recesivní. Symbol * označuje polorodé sourozence. 
 

pac. příbuzenství fenotyp genotyp 

12 dvojče 1A 
PAS, ADHD, OPMV, OVŘ, hypotonie, 
amblyopie 

3x VUS (5p15.3, 16q22.1, 22q13.3) 

13 dvojče 1B 
PAS, OPMV, OVŘ, hypotonie, 
amblyopie 

3x VUS (5p15.3, 16q22.1, 22q13.3) 

63 dvojče 2A PAS, ID, ADHD bpn 

66 dvojče 2B PAS, ID, ADHD bpn 

148 sourozenec 3A PAS, ID VUS (17q25.1) 

189 sourozenec 3B PAS, ID, regres řeči bpn 

163 sourozenec 4A (*) PAS, depresivní / panická porucha bpn 

164 sourozenec 4B (*) 
PAS, ADHD, depresivní / panická 
porucha 

přenašečství AR 

165 sourozenec 4C (*) 
PAS, ADHD, depresivní / panická 
porucha 

bpn 

185 sourozenec 5A PAS, ID bpn 

186 sourozenec 5B PAS, ID, OVŘ bpn 

315 sourozenec 6A PAS, ID, ADHD 15q11.2q13.2 mikroduplikační sy 

316 sourozenec 6B PAS, ID, EPI 15q11.2q13.2 mikroduplikační sy 

317 sourozenec 7A PAS, ID, EPI, ADD, makrocefalie VUS – v oblasti 12p11.23 

318 sourozenec 7B PAS, ID, makrocefalie VUS – v oblasti 12p11.23 

9.2 Charakter pozorovaných genetických aspektů 

9.2.1 Záchyt abnormálních variant 

 Vyšetření karyotypu odhalilo v souboru 360 pacientů s PAS čtyři abnormální varianty 

– marker chromozom s heterochromatinovou oblastí centromery chromozomu 5 v mozaikovém 

stavu (11 %), reciprokou translokaci částí dlouhých ramének mezi chromozomy 5 a 12, 

pericentrickou inverzi na chromozomu Y a zvětšený heterochromatinový blok v satelitní oblasti 

chromozomu 15. Podrobnosti o těchto nálezech uvádí tabulka 14. Při dané velikosti souboru 

pacientů se tedy jedná o 1,1% záchyt. V dostupné literatuře jsou záznamy o záchytu 

chromozomových abnormalit u pacientů s PAS pomocí karyotypování také v řádu nízkých 

jednotek procent. Například studie Reddy (2005) nalezla abnormální varianty ve 3,3 %             

(14 nálezů ve vzorku 421 pacientů), kdy se jednalo o nadpočetné marker chromozomy, 
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translokace, inverze, ale také o duplikace a delece. Autoři další studie zachytili pomocí 

karyotypování na vzorku jedinců s PAS některou variantu v 0,8 % případů. Ze vzorku 500 osob 

byly v této studii zachyceny tři případy abnormální konstituce pohlavních chromozomů a jeden 

případ reciproké translokace mezi chromozomy 4 a 14 (Liao a kol., 2013). I přes nízké 

frekvence záchytu metodou karyotypování je skladba nalezených abnormálních variant vždy 

velmi rozmanitá. 

 Metoda FISH byla v námi vyšetřovaném souboru, podobně jako ve studii Al-Awadi        

a kol. (2023) nebo v již zmiňované studii Reddy (2005), použita k ověření podezření na 

specifické aberace či za účelem získání detailnějších informací doplňujících předchozí 

vyšetření. V souvislosti s neurovývojovými obtížemi byla provedena vyšetření u tří pacientů. 

V prvním případě za účelem objasnění původu marker chromozomu nalezeného při vyšetření 

karyotypováním, ve druhém případě potvrzení suspektní mozaikové formy trizomie 

chromozomu 9 zachycené metodou array CGH a ve třetím případě byla metoda FISH 

provedena pro objasnění původu nadbytečného heterochromatinového bloku v satelitní oblasti 

chromozomu 15. Vyšetření FISH tedy nebylo na souboru pacientů aplikováno plošně, a proto 

zde nebude diskutována procentuální frekvence záchytu abnormálních variant. Detailněji            

o diagnostickém přínosu metody však pojednává kapitola 9.3 Přínosy a limity použitých metod. 

 Posledním využitým přístupem pro záchyt abnormálních genetických variant pro tuto 

diplomovou práci bylo vyšetřování genomu jedinců za pomoci metody array CGH.                        

V 360 analyzovaných vzorcích bylo nalezeno 101 abnormálních CNV u 84 jedinců, což 

představuje přibližně 23 % z celkového počtu všech vyšetřených pacientů. Počet nalezených 

variant v poměru k celkovému počtu provedených vyšetření, tedy záchytnost metody, činí 

přibližně  28 %. Tabulka 19 srovnává záchyt CNV pomocí array CGH u souboru jedinců s PAS, 

ke kterému dospěly nejrůznější recentní studie. Výsledný záchyt CNV záleží vždy na mnoha 

faktorech, od charakteru souboru, přes formát a design použitých microarray čipů, až po 

konečné hodnocení nálezů, vymezení jejich kategorií a použitých databází. 
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Tabulka 19 Záchyt abnormálních variant (CNV) pomocí metody aCGH na souboru pacientů s PAS. N – počet 

nalezených variant, n – počet nositelů (pacientů) těchto variant. Údaj „záchyt – CNV“ byl vypočten jako 

procentuální poměr počtu nalezených CNV k celkovému počtu vyšetřovaných osob. Údaj „záchyt – pacienti“ byl 

vypočten jako procentuální poměr počtu nositelů nalezených variant k celkovému počtu vyšetřovaných osob. 

Informace o nálezech a souborech byly převzaty ze studií Annunziata a kol., 2023; Granata a kol., 2024; Kucińska 

a kol., 2024; Lovrečić a kol., 2018. 

 

Rozpětí záchytu na příkladu těchto prací je od 16 % do 35,9 % (tabulka 19). Naše studie 

se umisťuje přibližně uprostřed této škály a svými výsledky se tak reprezentativně řadí 

k výsledkům recentních podobně zaměřených studí. 

9.2.2 Hodnocení abnormálních variant 

Patogenní a pravděpodobně patogenní varianty 

V námi testovaném souboru tvořily převážnou většinu patogenních a pravděpodobně 

patogenních CNV nálezy v oblastech spojených s různými genetickými syndromy. Konkrétně 

byly zachyceny: 16p11.2 proximální mikrodeleční syndrom (MIM# 611913), MECP2 

duplikační syndrom (MIM# 300260), 17q23.1q23.2 mikrodeleční syndrom (MIM# 613355), 

Koolen De-Vries syndrom (MIM# 610443), 22q11.21 mikrodeleční syndrom (DiGeorge 

syndrom, MIM# 188400 / velokardiofaciální syndrom, MIM# 192430), 15q11q13 

mikroduplikační syndrom (MIM# 608636) a 17p13.3 mikroduplikační syndrom                  

(MIM# 613215). Jako genetický syndrom je obvykle chápán komplexní soubor obtíží 

vzniklých na podkladě definované genetické aberace, přičemž charakter přítomných znaků je 

pro daný syndrom typický. Ukázalo se však, že v některých případech nemusí být vztah 

genetického stavu pacienta s fenotypovou prezentací syndromu zcela jednoznačný a může to 

být záležitost zasluhující hlubší rozbor. 

  
tato diplomová         

práce 
Kucińska a kol. 

(2024) 
Granata a kol. 

(2024) 
Annunziata         
a kol. (2023) 

Lovrečić a kol. 
(2018) 

soubor 360 180 122 209 150 

nálezy N = 101; n = 84 N = 40; n = 30 N = 46; n = 35 N = 117; n = 75 N = 26, n = 24 

hodnocení 

PAT, P_PAT, 
VUS, HFLP, 

AR_P/XV_P, 
P_BEN 

PAT, P_PAT, 
VUS, P_BEN 

PAT/P_PAT,  
VUS 

PAT, VUS, 
P_BEN 

PAT, VUS 

formát čipu 8x60K 4×180K, 8x60K  4×180K ISCA180K 8x60K 

záchyt CNV (%) 28,1 22,2 37,7 56,0 17,3 

záchyt pacienti (%) 23,3 16,7 28,7 35,9 16,0 
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 Případ pacienta 248 demonstruje, že fenotyp nemusí být vždy jasným indikátorem 

přítomnosti konkrétního syndromu. Fenotypový projev tohoto chlapce zahrnoval poruchu 

sluchu, hypotonii, PAS a psychomotorické opoždění. V kraniofaciální morfologii nebyly 

pozorovány žádné abnormální znaky. Vyšetření array CGH však u pacienta odhalilo 

mikrodeleční syndrom 22q11.21 se zasaženými všemi klíčovými geny (HIRA (*600237), TBX1 

(MIM* 602054), COMT (MIM* 116790)). Tento syndrom obvykle obnáší nejen narušení 

psychomotorického vývoje dítěte a orgánové vady, ale mnohdy také nápadné fenotypové 

znaky, například rozštěpové vady patra a rtů a odchylky v kraniofaciální morfologii (Databáze 

OMIM, 2022b, 2020b). Ani zasažení všech kauzálních genů syndromu však u tohoto pacienta 

nevyústilo v projev všech těchto znaků. Variabilní fenotypová expresivita syndromu 

mikrodelece 22q11.21 byla pozorována například ve studii McDonald-McGinn a kol. již v roce 

1999, nicméně díky možnostem současných diagnostických metod lze odhalit podstatu 

onemocnění i u fenotypově méně výrazných jedinců, pokud jsou využity jako screeningový 

nástroj. 

Dalším faktorem, se kterým je nutné při vyhledávání abnormálních variant počítat, je také 

míra penetrance daného syndromu. U některých onemocnění je známa konkrétní míra 

penetrance, na základě čehož lze predikovat manifestaci obtíží.  Tento jev dobře ilustruje 

například 100% míra penetrance MECP2-duplikačního syndromu u chlapců (Cani a kol., 2022). 

Tento syndrom byl v našem souboru potvrzen u pacienta 145, v jehož anamnéze dominovaly 

stejné znaky, jaké rovněž popisuje zmíněná studie – psychomotorické opoždění, PAS, 

paleocerebelární symptomatologie, hypotonie a záchvaty s poruchou vědomí a cyanózou. 

Naopak efekt snížené penetrance mnohdy maskuje přítomnost varianty u nepostiženého či 

velmi mírně postiženého rodiče, který ji posléze může přenést na svého potomka. Taková 

situace nastala například u pacienta 56, u kterého byl odhalen 16p11.2 proximální mikrodeleční 

syndrom. Tyto delece vykazují poměrně vysokou míru variability a především nekompletní 

penetranci (Databáze OMIM, 2020d). Ačkoli drtivá většina zachycených případů bývá 

původem de novo (jak pozorovali například autoři studie Shinawi a kol., (2010)), v našem 

případě se jednalo o deleci zděděnou od matky probanda, jejíž fenotyp však nevykazoval 

výrazně závažné znaky. 

U některých syndromů vědci vyvinuli detailnější kategorizaci daných obtíží, jako například 

u syndromu mikroduplikace 17p13.3, který se dle zásahu konkrétních genů dělí do dvou 

subtypů. Pacienti s duplikovanými genem YWHAE (MIM* 605066), ale bez zásahu genu 
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PAFAH1B1 (MIM* 601545), spadají do syndromu mikroduplikace 17p13.3 I. třídy, kdežto 

pacienti s duplikací genu PAFAH1B1 (ať už také s duplikací YWHAE či CRK (MIM* 164762) 

nebo bez ní) jsou řazeni do syndromu mikroduplikace 17p13.3 II. třídy (Bruno a kol., 2010). 

Dle tohoto rozdělení byl u pacientky 358 přítomen syndrom mikroduplikace 17p13.3 II. třídy. 

Autoři studie v porovnávání obou tříd syndromu nezůstali jen na úrovni genotypu, ale zaměřili 

se také na fenotyp. Předpokládají, že pacienti I. třídy syndromu mají větší tendenci vykazovat 

nadměrný růst a PAS, naopak pacienti spadající do II. třídy ve výzkumu vykazovali růstový 

deficit, psychomotorické opoždění a hypotonii. U pacientky s tímto syndromem v našem 

souboru byly pozorované rysy PAS, ID, hypotonie a opoždění růstu, což by nejen geneticky, 

ale také i fenotypově odpovídalo kategorii syndromu II. třídy. Syndrom mikroduplikace 

17p13.3 byl zachycen v našem soubor také u pacienta 310, u kterého došlo k zasažení genů 

YWHAE a CRK, ne však genu PAFAH1B1. Jednalo se tedy o kategorii syndromu I. třídy. 

Pacient vykazoval nejen PAS, ale také rozštěp patra a rtu, která byla v některých případech 

pozorována také předchozími autory (Bruno a kol., 2010). Případy těchto dvou pacientů našeho 

souboru tak mohou sloužit jako podpora dat a pozorování již dříve provedených studií. Rovněž 

mohou ilustrovat, že klinické dopady konkrétního syndromu nezáleží jen na poloze v určitém 

kritickém regionu, ale také na zásahu konkrétních genů, který se u jednotlivých pacientů může 

i v rámci jediného onemocnění mírně lišit.   

V literatuře byl popsán výskyt autismu, opoždění psychomotorického vývoje a dalších 

NVO u všech námi nalezených variant působících uvedená syndromová onemocnění (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). Míra prevalence autismu u takových jedinců se však 

napříč konkrétními syndromy značně liší. Zatímco asociace PAS a syndromu mikrodelece 

16p11.2 je relativně častější (např. ve studii Green Snyder a kol (2016)) byla PAS přítomna       

u 20 % jedinců), naproti tomu manifestace autismu u jiných syndromů může být mnohem 

vzácnější. Výskyt syndromu mikrodelece 17q23.1q23.2 je sám o sobě velmi vzácný  a jeho 

asociace s diagnózou PAS nebyla v literatuře zatím podrobně dokumentována. Pravděpodobně 

doposud nejrozsáhlejší studovaný soubor zahrnoval 7 pacientů s tímto syndromem a přítomné 

symptomy byly hodnoceny obecně jako vývojové opoždění (Ballif a kol., 2010). Záchyt této 

patogenní varianty u pacientky s psychomotorickým opožděním a rysy PAS v našem souboru 

je tak možné považovat za raritní záležitost. 

Kromě všech výše zmíněných aberací spojených s etiologií genetických syndromů byl 

v našem souboru také jako patogenní hodnocen nález mozaikové formy monozomie a trizomie 



66 
 

chromozomu 9. Úplná aneuploidie autozomů bývá v drtivé většině neslučitelná se životem (Jia 

a kol., 2015), u živých jedinců pak bývá přítomna v mozaikové formě a mívá výrazné dopady 

na jejich fitness. 

Za pravděpodobně patogenní byly na základě dostupné literatury a informací z genetických 

databází v našem souboru označeny 3 varianty (viz také tabulka 16). Ve všech případech se 

jednalo o delece exonů v genech zásadně ovlivňujících buněčné procesy – genech NRXN1 

(MIM* 600565), MBD5 (MIM* 611472), CHRNA7 (MIM* 118511) a OTUD7A                 

(MIM* 612024).  

Produkt genu NRXN1 patří mezi neurexiny, tedy receptory buněčných povrchů, které svojí 

vazbou s neuroliginy vytváří vápníkově-dependentní komplex nervových synapsí a účastní se 

tak neurotransmise (Databáze OMIM, 2017b). Mutace v oblasti genu, která byla zasažena           

u pacientky 155 (tedy delece 1.–5. exonu) bývají spojovány s predispozicí k PAS, ID, epilepsii 

a schizofrenii (Cosemans a kol., 2020). Detailnější analýzu tohoto nálezu nabízí kapitola 9.5 

Kazuistiky.  

U pacienta 160 došlo k deleci 4. (nekódujícího) exonu genu MBD5, jehož produktem je 

protein s metyl-CpG vazebnou doménou účastnící se epigenetických procesů (např. 

prostřednictvím interakce s polycomb komplexem pro deubikvitinaci histonů; předpokládá se, 

že ovlivňuje genovou expresi, buněčnou diferenciaci a další) (National Center for 

Biotechnology Information, 2025). Studium klinických dopadů mutací tohoto genu přineslo 

rozličné poznatky. Gen je součástí syndromu mikrodelece 2q23.1, mezi jehož projevy patří 

psychomotorické opoždění, hypotonie, ataxie, rysy PAS či záchvatovité stavy (Mullegama         

a kol., 2015). Disrupce a některé heterozygotní mutace genu způsobují AD intelektuální 

nedostatečnost (MIM# 156200) (Databáze OMIM, 2022g). I mutace pouze v nekódujících 

oblastech genu mohou v některých případech vést k podobnému fenotypovému projevu jako 

mutace v kódujících oblastech genu (Hodge a kol., 2014). Pacient našeho souboru zasažený 

delecí jediného nekódujícího exonu tohoto genu vykazoval velmi závažné kombinované 

postižení – dětský autismus, ADHD, těžký inteligenční deficit, makrosomii, makrocefalii, 

obezitu a nespecifickou kraniofaciální dysmorfii.  

V genomu pacientky 187 byla nalezena delece v regionu 15q13.3 mikrodelečního 

syndromu (MIM# 612001) zasahující gen OTUD7A (pro enzym deubikvitinázu) a CHRNA7 

(pro podjednotku nikotinového acetylcholinového receptoru). Syndrom se může pojit s různě 

vyjádřeným NVO – PAS, ID, epilepsií, schizofrenií, ADHD, poruchami nálad a dalšími. 
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Dominantními rysy fenotypu pacientky s touto delecí byly PAS a ID. Syndrom dle předchozích 

studií vykazuje nejen variabilní expresivitu, ale také nekompletní penetranci, a proto byl nález 

v našem souboru hodnocen jako pravděpodobně patogenní (Lowther a kol., 2015). 

Některé námi nalezené pravděpodobně patogenní delece jsou v porovnání s nálezy 

delecí celých oblastí spojených s různými syndromy relativně malými aberacemi mnohdy 

omezenými na jediný gen či dokonce pouze jeho část (např. exon). Slouží tak jako dobrý příklad 

toho, že závažné klinické konsekvence může mít jakákoli alterace zasahující klíčový úsek 

genomu. 

VUS a HFLP varianty 

Zcela nejhojnějším typem abnormálního nálezu v našem souboru byly varianty typu VUS, které 

tvořily téměř 36 % veškerých zachycených variant. Tyto CNV představovaly deleční                       

i amplifikační varianty různého rozsahu (od jednotek kb až po 2 Mb) v různých částech 

genomu. Pro velké množství těchto nálezů zde nebudou diskutovány jednotlivě, bude však 

provedena syntéza pozorovaných jevů či principů a uvedeny některé příklady. 

Jak již napovídá samotné označení, fenotypový dopad těchto variant a jejich přímá 

příčinná souvislost s daným onemocněním nejsou obvykle dosud zcela objasněny. Důvodem, 

proč je jejich studium a interpretace obtížnější, může být dosud neobjasněná funkce zasaženého 

genu, či nezměrná rozmanitost charakteristik těchto variant (rozsah, lokalizace v genomu, 

povaha aberace, apod.). Svoji roli také hraje efekt variabilní expresivity a nekompletní 

penetrance mnohých variant. Na základě jedinečnosti každé varianty může být posléze obtížné 

nalézt dostatečně velký vzorek jejích nositelů a tím signifikantně prokázat korelaci s daným 

fenotypem.  

Nicméně i přes tyto skutečnosti byly u pacientů s neurovývojovými onemocněními 

pozorovány některé typy aberací častěji (např. v určitých genech), což se ukázalo i v našem 

výzkumu. Jako příklad lze uvést VUS varianty v genu RBFOX1, které byly detekovány u třech 

pacientů našeho souboru. Jednalo se o tři odlišné intragenové mutace – delece i duplikace, de 

novo i parentálního původu, a také rozdílného rozsahu (nejmenší varianta byla o velikosti         

8,9 kb a největší dosahovala 721 kb). Mutace genu RBFOX1 u osob s PAS a dalšími NVO je 

hojně popisována v dostupné literatuře (Bill a kol., 2013; Hamada a kol., 2016; O’Leary a kol., 

2022). Produkt genu RBFOX1 je sestřihový faktor vázající motiv v mRNA, exprimovaný 
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v neuronech a účastnící se alternativního sestřihu, vývoje neuronálních sítí či regulace 

synaptické plasticity a excitability (Databáze OMIM, 2019). 

Téměř 10 % námi zachycených abnormálních variant bylo hodnoceno jako HFLP. 

Zmínit lze např. varianty v genech NIPA1, NIPA2, TUBGCP5, CYFIP1, NRXN1 odhalené           

u více pacientů souboru. Interpretace významu těchto variant bývá obtížná, jelikož se jedná        

o rekurentní varianty přítomné u velké části populace a zároveň vykazující sníženou penetranci. 

I přesto je u těchto variant zvažován možný dílčí efekt přispívající k rozvoji neurovývojových 

obtíží, například z důvodu jejich lokalizace v genech klíčových pro vývoj a fungování nervové 

soustavy (Maya a kol., 2020). 

V některých případech je zvažováno možné vysvětlení patogenního působení varianty 

prostřednictvím modelu second-hit (dvojího zásahu), který předpokládá souhru efektu variant 

s dalšími genetickými či environmentálními faktory. Vliv dvojího zásahu uvažuje například 

studie Leblond a kol. (2012), která u tří pacientů s fenotypem PAS a delecí v genu SHANK2 

detekovala navíc mutace v dalších genech suspektně asociovaných s neuropsychiatrickými 

projevy – CHRNA7 nebo CYFIP1. Velice podobnou konstelaci – souběh variant (VUS či 

HFLP) v genu CYFIP1 nebo CHRNA7 s variantou v dalším genu – jsme zachytili několikrát               

i v našem souboru. Ve všech třech případech se navíc jednalo o souběh s variantou v již 

zmíněném genu RBFOX1, což by mohlo poukazovat na jeho významné postavení mezi 

genetickými faktory potenciálně asociovanými s PAS. Více než jednu abnormální variantu (byť 

ne nutně jen hodnocených jako VUS, ale z celého okruhu variant patogenních, pravděpodobně 

patogenních, VUS či HFLP) neslo ve svém genomu 8 pacientů souboru (detailní přehled viz 

tabulka 16). Při hodnocení nalezených variant je tedy důležité se soustředit nejen na klinické 

dopady jednotlivých aberací, ale nahlížet na případ v širším kontextu, například zvážením 

možného synergického působení mutací prostřednictvím modelu dvojího zásahu. 

Zajímavou rovinou komplexity genetických aspektů v etiologii autismu je také 

lokalizace zachycených VUS / HFLP variant. Nalezli jsme delece či duplikace jak v kódujících 

oblastech genů (exonech), ale i v nekódujících (intronech) a dokonce také v negenových 

oblastech, jako např. u nálezu intersticiální delece nacházející se těsně před genem SOX6 

(MIM* 607257) u pacienta 92. V některých případech je zvažován také například zásah některé 

regulační sekvence, která nemusí nutně ležet v blízkosti daného genu. Tak tomu bylo u pacienta 

267, u kterého byla detekována duplikace v oblasti předpokládaného vzdáleného slabého 
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regulačního elementu genu SHOX (Bunyan a kol., 2016). Nicméně tato varianta (i jiné mutace 

genu SHOX) jsou vzhledem k jeho funkci pro fenotyp PAS / NVO považovány za benigní.  

Ačkoli mnohdy může být interpretace klinických dopadů uvedených variant obtížnější, 

jejich vysoké zastoupení u pacientů s PAS a jinými NVO je činí nezanedbatelným faktorem ve 

studiu genetických příčin těchto obtíží.  

Sekundární nálezy 

V lidském genomu se může nacházet také mnoho variant, které pro fenotyp jejich nositele 

nemusí představovat zásadní riziko. V souboru zahrnutém do této práce byly nalezeny varianty 

podmiňující přenašečství autozomálně recesivních či X-vázaných chorob (př. spinální 

muskulární atrofie, různých forem hluchoty apod.), nebo varianty hodnocené jako 

pravděpodobně benigní nemající žádný klinický dopad, případně žádnou souvislost 

s pozorovaným fenotypem (př. varianty v genech DAZ účastnících se procesu spermatogeneze). 

Jako pravděpodobně benigní byly po porovnání s podobnými nálezy z genetických databází 

hodnoceny také nálezy většího rozsahu: pericentrická inverze na chromozomu Y, nadpočetný 

marker obsahující pouze centromeru chromozomu 5, zvětšený heterochromatinový blok 

v satelitní oblasti 15. chromozomu. 

9.2.3 Konkrétní lokusy a zasažené geny 

Patogenní, pravděpodobně patogenní, VUS a HFLP varianty jsme nalezli v mnoha různých 

lokalizacích napříč celým lidským genomem. Mezi zasažené regiony patřily:  

1q25.1, 2p16.3, 2q14.2, 2q14.3, 2q22.3, 2q23.1, 2q37.3, 3p25.3, 3p26.3, 4q22.3, 5p12, 

5p15.33, 7p15.3, 7q31.1, 9p24.3, 10q25.2, 11p15.1, 12p11.23, 13q13.3, 15q11.2, 

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, Xp11.22, Xp22.11, Xp22.31, 

Xp22.33/Yp11.32, Xq28.  

Výskyt CNV v uvedených chromozomových regionech u pacientů s PAS byl                     

v literatuře dobře dokumentován (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 

však i varianty v lokusech, které nejsou ve spojitosti s PAS uváděny zcela běžně. V tomto 

kontextu je zajímavý například nález u pacienta 319, u kterého došlo k deleci 4.–8. exonu genu 

HCN1 (z anglického „hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel 1“;         

MIM* 602780) ležícího v oblasti 5p12. Patogenní varianty tohoto genu kódujícího draslíkový 
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kanál byly dobře popsány v souvislosti s epileptickými záchvaty (zejména s vývojovou 

epileptickou encefalopatií či AD generalizovanou epilepsií doprovázenou febrilními záchvaty) 

(Databáze OMIM, 2021c). Zmínky o asociaci mutací HCN1 s PAS jsou spíše výjimkou. Tou je 

například práce Marini a kol., (2018), která studovala genotypo-fenotypovou korelaci u kohorty 

41 pacientů s různými mutacemi genu HCN1 hodnocenými jako patogenní, pravděpodobně 

patogenní či VUS. Dominantním fenotypem pro nosiče variant byly epileptické záchvaty, 

nicméně v souboru se vyskytly i 4 případy jedinců s PAS či ID bez přítomnosti záchvatovitého 

onemocnění. Na základě hlubší analýzy pozorovaných mutací autoři navrhují hypotézu, že 

zatímco varianty typu „gain-of-function“ (vedoucí k nadměrné funkci genu) mohou ústit 

v záchvatovitá onemocnění, varianty způsobující haploinsuficienci genu mohou predisponovat 

spíše k ID či PAS. Navíc u dvou pacientek, jejichž fenotyp zahrnoval PAS a NVO, ale ne 

epilepsii, byl zasažen 4. exon genu (delece), stejně jako v případě pacienta našeho souboru,        

u kterého nicméně došlo k duplikační mutaci. Lze tak konstatovat, že gen HCN1 a jeho varianty 

různého charakteru by mohly být velmi zajímavým kandidátem pro budoucí výzkum. 

Je možné se zaměřit nejen na širší lokalizaci CNV v rámci genomu, ale také na 

konkrétní geny, jež v daných oblastech leží. Námi zachycené abnormální varianty zasahovaly 

například následující vybrané geny:  

ACR, ALG5, ARL4D, ARNTL2, ATP2B2, CA4, CDH1, CDH3, CHRNA7, CLASP1, CNTN4, 

CNTNAP5, COMT, CRHR1, CYFIP1, DHRSX, DHX8, DNAI2, DOCK8, ETV4, EXOSC8, GH2, 

GHRL, GLI2, GNAL, HCN1, HIRA, IL6, IMMP2L, KANK1, KANSL1, MAPT, MBD5, MICAL1, 

MIR648, NAA10, NIPA1, NIPA2, NRXN1, OPN1LW, OPN1MW, OPN1MW2, OTUD7A, 

PAFAH1B1, PDHA2, PEX26, PHEX, PIEZO2, PPFIBP1, PPM1D, RABGAP1L, RBFOX1, 

RFXAP, SDHA, SHANK3, SLC6A1, SLC9A3, SMAD9, SPART, SPPL2C, STH, STK38L, STS, 

TBX1, TBX2, TBX4, TBX1, TKTL1, TCF7L2, TUBGCP5, TUBS8, UNC5, YWHAE.  

 Mezi produkty těchto genů nalézáme například sestřihové faktory (RBFOX1), 

transkripční faktory (SHANK3), neurotransmiterové receptory (CHRNA7) a transportéry 

(SLC6A1) a podobně. Detailní rozbor funkcí těchto genů a jejich význam ve fyziologii buňky  

a organismu by zasluhoval samostatnou studii. Obecně je však možné vypozorovat jejich 

zapojení do následujících procesů: 

• geny regulující synaptickou plasticitu – př. SHANK3, NRXN1, RBFOX1, SLC6A1 

• geny ovlivňující epigenetické procesy – př. MBD5, KANSL1, RFXAP, COMT, TCF7L2 

• geny spojené s neurotransmiterovou signalizací – př. CHRNA7, SLC6A1, CRHR1 
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• geny zapojené do neurogeneze – př. TBX1, PAFAH1B1, YWHAE, GLI2, ZEB2, MAPT 

• geny ovlivňující buněčný cytoskelet – př. MAPT, CLASP1, DOCK8, TUBGCP5, TUBS8 

• geny zapojené do metabolismu mitochondrií – př. SDHA, PDHA2, IMMP2L 

• geny regulující hormonální signalizaci a imunitní odpověď - př. IL6, GH2, GHRL 

(Informace o jednotlivých genech byly převzaty z databáze OMIM – McKusick-Nathans 

Institute of Genetic Medicine, Johns Hopkins University 1966–2025). 

Takto rozsáhlý výčet nalezených variant odráží, jak veliké je množství lokusů a genů 

zapojených do molekulárních drah ovlivňujících vývoj nervové soustavy a jak složité                          

a rozmanité tyto procesy mohou být. 

9.3 Přínosy a limity použitých metod 

Genetická vyšetření jsme prováděli pomocí tří odlišných metod – karyotypování, FISH, aCGH. 

Každá z použitých metod je založena na jiném principu, což s sebou přináší i rozdíly v jejich 

užití a výstupech. 

 Mezi výhody karyotypování patří její relativní metodická, časová a cenová nenáročnost. 

Metoda slouží k zachycení případných větších numerických i strukturních abnormalit. Hlavní 

nevýhoda spočívá v nízké rozlišovací schopnosti, která činí 5–10 Mb (Shen a kol., 2016). 

Nicméně i přesto poskytuje karyotypování hodnotné informace o přítomnosti či absenci 

hrubých chromozomových odchylek v genomu pacienta. Na základě výsledků analýzy 

karyotypu je možné provést cílenější vyšetření (například pomocí FISH) a tím metoda slouží 

jako důležitá „křižovatka“ v procesu cytogenetické diagnostiky. Výskyt hrubých 

chromozomových odchylek bývá u souboru osob s PAS / NVO však obvykle poměrně nízký, 

což dokládají i naše výsledky (záchyt 1,21 %). Pro detailní vyšetření genomu pacienta tak není 

dostačující použití jen této jediné metody. 

Druhou námi využitou metodou byla FISH. Významnou výhodou této metody je její 

specificita (specificita sond). S tím je ale také spojena nevýhoda nutnosti znát cíl našeho 

zkoumání předem, aby bylo možné vhodně zvolit, které sondy bude třeba pro vyšetření použít. 

Rozlišovací schopnost této metody je cca 100 kb, avšak přesný rozsah (velikost) aberace není 

možné na základě získaných fluorescenčních signálů určit (Silva a kol., 2019). Naopak kdy je 

metoda FISH pro kvantifikaci velmi užitečná, jsou případy určování přesné frekvence 

mozaikové linie v genomu pacienta, k čemuž jiné metody nejsou příliš vhodné. Toho jsme ve 
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studovaném souboru využili u vyšetřování pacientky 26 s nálezem monozomie a trizomie 

chromozomu 9 (obrázek 9a,b). Při interpretaci výsledků pozorování frekvence mozaikových 

linií je ale třeba zohlednit, že buněčné linie s aneuploidií autozomů mohou být znevýhodněny 

při buněčném dělení v průběhu kultivace, což může mít potenciálně vliv na zkreslení 

skutečného zastoupení abnormálních linií ve tkáni (Hulley a kol., 2003). Lze proto doporučit 

provádění vyšetření z nativní tkáně (nativního vzorku krve). Předností metody FISH je také její 

schopnost vizualizovat charakter strukturních přestaveb, což bylo přínosné zejména u vyšetření 

pacienta 327 s nálezem zmnoženého genetického materiálu satelitní oblasti 15. chromozomu 

(obrázek 10 a 11). 

Stěžejním bodem ve vyšetřování souboru pro nás byla metoda array CGH. Je schopna 

detekovat aberace už na úrovni přibližně 20–200 kb, čímž výrazně rozšiřuje naše možnosti 

poznání (Silva a kol., 2019). Abnormální variantu jsme nalezli u více než pětiny pacientů         

(23 % jedinců). Významný přínos metody a následné softwarové analýzy výsledků spočívá také 

v možnosti identifikace konkrétních zasažených genů. Mezi nevýhody metody array CGH 

řadíme například nemožnost odhalení balancovaných přestaveb, jelikož je založena na 

kvantitativním porovnávání genomu pacienta s referenčním genomem. Rovněž není metoda 

vhodná k přesnému určení frekvence případné mozaikové linie, obzvláště v případech, kdy je 

v genomu přítomná monozomická a trizomická linie téhož chromozomu současně (jak tomu 

bylo u pacientky 26) – může dojít k vzájemnému vyrovnání signálů a tím ke zkreslení 

skutečného poměru zastoupení obou linií. Metoda array CGH je obecně schopna detekovat 

především vysokofrekvenční mozaiky, u mozaiky celých chromozomů přibližně nad 10 % 

(Scott a kol., 2010). U detekovaných aberací také nelze určit, na které alele chromozomu je 

lokalizována; princip metody je založen na hybridizaci nespecifických sond, které odrážejí 

celkový počet kopií, avšak bez rozlišení alelického původu. Pokud byla aberace zděděna od 

rodiče jedince, pro získání informace o alelickém původu aberace je třeba provést další 

vyšetření aCGH u obou rodičů jedince (Silva a kol., 2019). Čipy neobsahují sondy pokrývající 

oblasti kolem centromer a oblasti satelitů akrocentrických chromozomů (Coe a kol., 2007). 

Nevýhodou metody je tak nemožnost detekce přestaveb satelitů nebo detekce marker 

chromozomů obsahující jen centromeru a přilehlé oblasti. Avšak negativní nález z aCGH může 

vyloučit patogenní vliv markeru. V našem souboru tato situace nastala u pacienta 17 

s markerem obsahujícím centromeru chromozomu 5 a pacienta 327 s přestavbou v satelitní 

oblasti chromozomu 15.  
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Metody cytogenomiky, včetně aCGH, neslouží k detekci nukleotidových expanzí 

v genomu. Literatura však uvádí, že k jedné z relativně častějších afekcí asociovaných s PAS  

u chlapců patří syndrom fragilního X, za který je zodpovědná právě expanze trinukleotidů 

(Kaufmann a kol., 2017). Syndrom fragilního X byl přítomen u jednoho pacienta v našem 

souboru. Pacient 76 byl chlapec s plnou mutací v genu FMR1 (MIM* 309550) a fenotypem 

zahrnujícím dětský autismus, ID, ADHD, makrosomii a makrocefalii. Pomocí námi 

provedených vyšetřovacích metod však u tohoto pacienta žádné abnormální varianty zachyceny 

nebyly. 

Dalším faktorem ovlivňujícím výsledný záchyt abnormálních variant u kohorty pacientů 

s konkrétním onemocněním může být také design a formát použitého čipu. Studie Kucińska      

a kol. (2024) provedla genetické vyšetření souboru 180 jedinců s PAS pomocí čipu 8x60K 

CytoSure Constitutional v3 Array a čipu 4x180K CytoSure Autism Research Array. Ukázalo 

se, že 12 CNV zachycených čipem formátu 4x180K designovaným speciálně pro výzkum 

variant asociovaných s PAS by klasický formát čipu 8x60K nedetekoval. Čtyři z těchto variant 

pak byly autory hodnoceny jako pravděpodobně patogenní. Je proto možné, že i v našem 

souboru by bylo odhaleno několik dalších variant, kdybychom použili jiný formát čipu, 

například specializovaný pro výzkumy pacientů s PAS. Nicméně formát používaný v naší 

laboratoři (SurePrint CGH 8x60K G3 ISCA; Agilent, USA) je široce využívanou a osvědčenou 

platformou pro klinickou diagnostiku umožňující detekci klinicky významných variant včetně 

těch spojených s NVO. Robustnost tohoto formátu čipu a jeho významný přínos pro genetickou 

diagnostiku i u pacientů s neurovývojovými obtížemi podporují také závěry předešlých studií 

(Vallespín a kol., 2013). 

Každá z použitých metod je svými přínosy i limity jedinečná a každá je užitečná. 

Současnou kombinací více různých vyšetřovacích metod v genetické diagnostice navíc 

dosáhneme optimálnějších výsledků. 

9.4 Testovaná hypotéza 

Formulovali jsme hypotézu předpokládající, že abnormální genetické varianty se častěji 

vyskytují u pacientů s PAS a komorbidními NVO než u pacientů s izolovanou PAS. Zaměření 

hypotézy jsme si stanovili na základě dostupných či chybějících informací z předešlých studií. 

Některé publikace naznačují možnou souvislost výskytu charakteristických patogenních variant 

u pacientů s NVO, například ID, které mohou být přítomné také u pacientů s PAS (Bass a Skuse, 
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2018). Nicméně studií, které by byly velmi podobně či identicky zaměřené, jako je tato 

diplomová práce (charakterem souboru, použitými metodami, zvolenou formulací hypotéz 

apod.), není mnoho. Pro rozšíření dosavadních poznatků by proto mohlo být přínosné testovat 

hypotézu na souboru zahrnutém do této diplomové práce.  

 Některé studie se zaměřují pouze na procentuální porovnání pozorovaných četností 

CNV u různých skupin pacientů s PAS. Tak učinila například studie Kucińska a kol. (2024), 

která pozorovala 10,5% prevalenci klinicky relevantních CNV u jedinců s kombinovaným 

postižením oproti 3,1% prevalenci takovýchto variant u osob s izolovaným PAS. Statistické 

zhodnocení případných rozdílů mezi skupinami s izolovaným PAS a PAS s dalšími 

přidruženými obtížemi nebylo provedeno. V některých případech byly vědci v souvislosti 

s PAS a abnormálními genetickými variantami zkoumány pouze zcela konkrétní znaky. 

Signifikantně zvýšenou míru přítomnosti klinicky významných CNV objevili pomocí 

statistické analýzy chí kvadrát testu například u fenotypu PAS s mikrocefalií, kraniofaciální či 

jinou somatickou dysmorfií (Barone a kol., 2020). Studie Annunziata a kol. (2023) nalezla 

pomocí chí-kvadrát testování signifikantní závislost zvýšeného výskytu klinicky významných 

CNV u pacientů s PAS a kombinovanými obtížemi, nicméně rovněž byla zaměřena na PAS 

v souběhu s především fyzickými obtížemi. Pro svůj výzkum definovala „komplexní autismus“ 

dle autorů Miles a kol. (2005) jako přítomnost PAS a více než 6 dalších především fyzických 

znaků – např. závažné malformace končetin, viscerální malformace, závažné neuroradiologické 

změny, epileptické syndromy nebo přítomnost syndromů nedostatečného nebo nadměrného 

růstu. Naše studie se však zaměřila výhradně na NVO komorbidity PAS (ID, ADHD, OCD, 

epilepsie a další).  

Výsledky testování hypotézy pomocí chí-kvadrát testu ukazují hodnotu statistiky            

χ² = 3,3913 s p-hodnotou 0,0655. Tato hodnota je nad běžně používanou hladinou významnosti 

0,05, což znamená, že nemůžeme zamítnout nulovou hypotézu a tedy nemáme dostatečný 

důkaz o tom, že v našem souboru existuje statisticky signifikantní rozdíl mezi skupinami 

izolované PAS a PAS s komorbidními NVO. Podobný výsledek poskytl i Fisherův exaktní test 

(p = 0,0555), který se také pohybuje těsně nad hranicí 0,05. Ačkoli však nebylo dosaženo 

statistické signifikance, p-hodnoty obou testů se pohybují velmi těsně nad hladinou statistické 

významnosti 0,05, což by mohlo značit určitou tendenci k asociaci mezi četností CNV                    

a přidruženými NVO. Poměr šancí pro oba testy vychází obdobně, po zaokrouhlení OR = 2,24, 

což může naznačovat trend, že abnormální genetické varianty by mohly být přibližně 2,24x 

častější u pacientů s kombinovaným postižením než u pacientů s izolovanou PAS. Intervaly 



75 
 

spolehlivosti OR jsou však u obou testů široké. Zatímco interval spolehlivosti pro OR Fisherova 

testu nezahrnuje hodnou 1 a výsledek tak nelze považovat za statisticky průkazný, interval 

spolehlivosti pro OR chí-kvadrát testu hodnotu 1 těsně nezahrnuje, což může naznačovat 

statisticky slabě významný efekt. Tato zjištění naznačují, že ačkoli jsme nenašli dostatečný 

statistický důkaz pro podporu stanovené hypotézy, výsledky poukazují na zajímavý trend. Je 

možné, že asociace mezi výskytem CNV a komorbidními NVO by byla lépe prokazatelná 

s větším vzorkem jedinců. Signifikantnější výsledky by mohla případně poskytnout jinak 

definovaná kritéria, např. analýza vztahu výskytu abnormálních CNV u pacientů s PAS 

zaměřená jen na jeden další vybraný fenotypový znak. Pokud by vykazoval silnější souvislost 

s četností abnormálních CNV než jiné, mohla by statistická analýza přinést rozhodnější závěry.  

PAS i mnoho jiných NVO vykazují vysokou míru genetické a fenotypové heterogenity 

a také multifaktoriální charakter. Vzhledem k těmto aspektům PAS a NVO je pravděpodobné, 

že různé genetické i environmentální faktory mohou ovlivňovat fenotyp rozdílnými způsoby. 

Domnívám se, že se může jednat o významný faktor ovlivňující charakter analyzovaného 

souboru pacientů, který je tak pokaždé do jisté míry unikátní.  
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9.5 Kazuistiky 

9.5.1 Pacientka 155 

U pacientky 155 byla po narození pozorována centrální hypotonie. Psychomotorický vývoj 

probandky byl v některých ohledech opožděný, vývoj řeči byl také pomalý. V době vyšetření 

(ve věku 6,5 let) vykazovala dívka v řeči dyslálii a abnormální stavbu vět, nicméně disponovala 

bohatou slovní zásobou. Rodiče zaznamenali také obtíže v socializaci. Odborné vyšetření 

klasifikovalo dívčiny potíže jako vývojovou dysfázii a suspektní Aspergerův syndrom. 

Genealogická anamnéza pacientky stran neurovývojových obtíží byla nevýznamná. 

Objektivně byl u dívky zaznamenán vyšší vzrůst vzhledem ke genetické predispozici 

dle výšky rodičů. Facies byla posouzena jako mírně stigmatizovaná – prodloužený tragus            

s dvěma hrbolky, oční štěrbiny vřetenovitého tvaru, naznačený upslant, uši ventrálně rotované. 

Svaly trupu a končetin vykazovaly nižší tonus. Byly registrovány pedes planovalgi. 

V rámci genetického vyšetřování byl u pacientky stanoven normální karyotyp 46,XX. 

Metodou array CGH byla nelezena maternálně zděděná delece v oblasti 2p16.3 zasahující       

1.–5. exon genu NRXN1 (obrázek 14; více viz také kapitola 4.2.1). Gen kóduje protein z rodiny 

neurexinů, což jsou receptorové a adhezivní molekuly synapsí. Svojí vazbou k neuroligninům 

vytváří vápníkově-dependentní komplexy účastnící se neurotransmise a synaptogeneze 

(Databáze The National Center for Biotechnology Information, 2025; Wang a kol., 2018). 

Varianty v genu NRXN1 mají variabilní expresivitu a sníženou penetranci. Aberace 

s patogenním efektem na fenotyp pacienta tak může být zděděna i od rodiče s normálním nebo 

mírně abnormálním fenotypem. Ukázalo se, že může záležet i na lokalizaci intragenové delece. 

Výzkum Cosemans a kol. (2020) pozoroval na základě studia kohorty 670 jedinců s NVO 

relativně vyšší penetranci delecí 6.–24. exonu genu NRXN1 (32,4 %) oproti nižší pozorované 

penetranci delecí 1.–5. exonu (12,59 %). Delece 6.–24. exonu byla častěji spojována 

s fenotypem ID a predispozicí ke schizofrenii, zatímco interpretace vlivu delecí exonů 1–5 je 

vědci považována za obtížnější a kauzální charakter aberace není zcela jasný. I přesto se               

u těchto variant předpokládá, že mohou predisponovat k rozvoji NVO. Maternálně zděděné 

delece 1.–5. exonu genu (jejíž nositelkou byla i pacientka 155) byly pozorovány u pacientů         

s fenotypem PAS, ID či různými psychiatrickými obtížemi (psychózy, bludy; Cosemans a kol., 

2020). Varianta byla na základě dostupných informací z literatury hodnocena u probandky pro 

daný fenotyp jako pravděpodobně patogenní. 
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Obrázek 14 Nalezená varianta u pacientky 155 – intragenová delece NRXN1 v oblasti 2p16.3 o min. velikosti 

444 kb. 

Osa X – log₂ poměr intenzit fluorescenčního signálu reprezentující změny v množství DNA (přítomnost 
CNV). Osa Y – genomická poloha v oblasti daného chromozomu (v hodnotách kb). Jednotlivé body – reprezentace 

sond, které měří změny počtu kopií v dané oblasti. Hodnota 0 odpovídá normálnímu počtu kopií; zatímco kladné 

hodnoty indikují amplifikaci, záporné hodnoty naznačují deleci. Barevná zóna – vyznačení oblasti se změnou v 

počtu kopií. Podél osy Y jsou vyznačeny zasažené geny. 
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9.5.2 Pacient 236 

U pacienta 236 byla zaznamenána hypotonie a opoždění psychomotorického vývoje a obtíže ve 

vývoji a porozumění řeči. Specializovaná vyšetření diagnostikovala u chlapce inteligenční 

deficit, PAS a dyspraxii. 

Genealogická data byla shledána jako pozitivní – sestra probanda trpěla obdobnými 

potížemi (vývojovou dysfázií), otec probanda vykazoval v dětství specifickou poruchu učení 

(dyslexii a dysgrafii). 

Věk chlapce v době prvního vyšetření byl 3 roky a 1 měsíc. Ve fenotypu byl přítomen 

hypertelorismus, široké čelo a pedes planovalgi, jinak proband nevykazoval významnější 

dysmorfii. 

Konvenční cytogenomické vyšetření probanda prokázalo normální mužský karyotyp. 

Výsledky analýzy genomu pomocí array CGH odhalily přítomnost několika potenciálně 

významných variant. Byla nalezena intragenová delece v oblasti 16p13.3 zasahující 3.–4. exon 

genu RBFOX1 (obrázek 15a; více také viz kapitola 4.2.1), jehož delece jsou nalézány u osob 

s neurovývojovými onemocněními vč. PAS, ID a epilepsie. Produkt genu RBFOX1 je 

sestřihový faktor exprimovaný v neuronech účastnící se alternativního sestřihu, vývoje 

neuronálních sítí a regulace synaptické plasticity a excitability (Databáze OMIM, 2019). 

Varianty v genu RBFOX1 jsou považovány za varianty s neúplnou penetrancí a spíše než za 

příčinu bývají označovány za rizikový faktor pro rozvoj NVO, na kterém se s největší 

pravděpodobností podílejí i další genetické či negenetické faktory (Bill a kol., 2013; Kamien   

a kol., 2014; Lal a kol., 2013). Vzhledem k neúplné penetranci byla varianta hodnocena jako 

nejasná. Pozdější segregační analýzou (genomu rodičů) bylo zjištěno, že se u pacienta jednalo 

o variantu de novo. Zděděné i de novo mutace genu RBFOX1 byly pozorovány například ve 

studii Griswold a kol. (2015). 

Další zjištěná varianta – paternálně zděděná delece oblasti 15q11.2 – zasahuje vysoce 

konzervované geny NIPA1, NIPA2 (MIM* 608145, MIM* 608146, geny pro hořčíkové 

transportéry), TUBGCP5 (MIM* 608147, gen pro komponentu tubulin-gamma komplexu 

účastnící se např. procesu nukleace mikrotubulů) a CYFIP1 (MIM* 606322, gen pro 

komponentu regulačního proteinového WAVE komplexu účastnící se polymerace aktinu; viz 

obrázek 15b). Tato varianta je považována za „high-frequency low-penetrant (HFLP)“ aberaci 

a předpokládá se, že hraje doplňující roli k dalším genetickým a environmentálním faktorům, 

které mohou vyústit v poruchu neurálního vývoje (Jønch a kol., 2019; Maya a kol., 2020b). 
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Genetický profil chlapce byl tedy celkově hodnocen a uzavřen jako abnormální 

s nálezem VUS / HFLP variant a na základě souběhu mutací v těchto genech zapojených do 

klíčových neurobiologických a buněčných procesů byl vysloven předpoklad možného uplatnění 

second-hit modelu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 15 Varianty nalezené u pacienta 236 – intragenová delece RBFOX1 v oblasti 16p13.3 o min. velikosti 

721 kb (a) a intersticiální 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 termínu z těhotenství komplikovaném polyhydramniem. Chlapec 

prodělal po porodu novorozeneckou sepsi s nutností antibiotické terapie. U chlapce byla 

diagnostikována percepční vada  a centrální svalová hypotonie. 

Psychomotorický vývoj vykazoval mírné opoždění s úplnou absencí řeči a znaky PAS. 

Genealogicky významná byla blíže nediagnostikovaná porucha sluchu u otce probanda. 

Věk chlapce v době vyšetření byl 1 rok a 10 měsíců. Ve fenotypu nebyly shledány žádné 

výrazné odlišnosti, postava byla normostenická a hlava mesocefalická, bez znaků výrazné 

kraniofaciální dysmorfie.  

Karyotyp byl normální mužský 46,XY. Metodou array CGH byla nalezena de novo 

intersticiální delece v oblasti 22q11.21 o min. velikosti 1,41 Mb zasahující 46 genů (viz. 

obrázek 16). Tato oblast je oblastí rekurentního delečního syndromu 22q11.21. Jednalo se           

o proximální deleci lemovanou segmentálními duplikacemi LCR22 A-B. Mezi zasaženými 

geny byly všechny kandidátní kauzální geny pro DiGeorgeův syndrom a velokardiofaciální 

syndrom – HIRA (MIM* 600237), TBX1 (MIM* 602054) a COMT (MIM* 116790). Nález byl 

zhodnocen jako patogenní. Ačkoli rozsah aberace byl pro daný syndrom typický, fenotypově 

nevykazoval proband odchylky v kraniofaciální morfologii ani rozštěp patra či rtů, jak bývá      

u pacientů s touto afekcí popisováno. U syndromu byla pozorována variabilní expresivita a jeho 

fenotypová prezentace se tak může mezi nositeli této aberace lišit (Campbell a kol., 2018; 

McDonald-McGinn a kol., 1999). Různé vady sluchu byly u pacientů se syndromem 

mikrodelece zaznamenány, avšak pozorovaná prevalence, předpokládané příčiny a konkrétní 

stanovené diagnózy se napříč studiemi velmi liší (Verheij, 2021). V případě pacienta 248 byla 

pomocí metody NGS (mimo rozsah a zaměření této práce) detekována pravděpodobně 

patogenní varianta v genu ATP2B2 (MIM* 108733; lokus 3p25.3) paternálního původu 

pravděpodobně vysvětlující vadu sluchu u probanda (i jeho otce), která není důsledkem 

mikrodelečního syndromu. 
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Obrázek 16 Varianta nalezená u pacienta 248 – delece v oblasti 22q11.21 o min. velikosti 1,41 Mb. 
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10 Závěr 
Poruchy autistického spektra jsou širokou a velice heterogenní skupinou obtíží jak na úrovni 

jejích příčin, tak projevů. Etiologie autismu vykazuje multifaktoriální charakter, a tak se může 

často jednat o souhru vnějších (environmentálních) a vnitřních (genetických) faktorů. 

Genetické aspekty etiologie PAS jsou rovněž rozmanitým a komplexním souborem. Cílem 

diplomové práce bylo shromáždit kohortu pacientů s PAS a se zaměřením na fenotypové 

projevy autismu a různých dalších neurovývojových obtíží ji charakterizovat. Těžiště práce 

spočívalo v záchytu a analýze abnormálních genetických variant v genomu těchto pacientů.  

Rozmanitost genetických aspektů PAS jsme popsali na základě nálezu mnoha různých 

variant zasahujících klíčové lokusy lidského genomu. Nápadným jevem bylo zapojení 

zasažených genů do důležitých buněčných procesů, zejména v neurogenezi, neurotransmisi, 

synaptogenezi či synaptické plasticitě. Byly zachyceny také případy mnohých mikrodelečních 

i mikroduplikačních syndromů podtrhující skutečnost, že PAS jako diagnostická jednotka může 

být asociována s velkým množstvím faktorů a příčin. Podařilo se nám zachytit i případy tzv. 

modelu dvojího zásahu, kdy lze na základě přítomnosti vícera významných faktorů 

(genetických variant) současně předpokládat jejich synergický negativní vliv na fenotyp. 

Nejčastějším typem nálezu v našem souboru pacientů s PAS byly varianty typu VUS, u kterých 

zůstává mechanismus jejich ovlivnění fenotypu dosud ne zcela objasněn. Výzkumných studií  

a informací v databázích však neustále přibývá, a je tak možné se k variantám VUS vracet            

a podrobit jejich hodnocení reanalýze, dokud nebudou zařazeny mezi ostatní stupně klasifikace 

klinického významu variant.   

Pro hlubší vhled do problematiky abnormálních genetických variant u pacientů s PAS, 

jejíž fenotypová manifestace může mít mnoho podob, bylo jedním z cílů práce také testovat 

hypotézu předpokládající, že potenciálně klinicky významné varianty v genomu (hodnocené 

jako patogenní, pravděpodobně patogenní, VUS) se častěji budou vyskytovat u pacientů s PAS           

a dalšími komorbidními NVO, než u pacientů bez přidružených NVO. Po statistické analýze 

dat bylo zhodnoceno, že ačkoli naznačují možnou podporu hypotézy, podle níž by pacienti 

s přidruženými NVO mohli být nositeli abnormální varianty 2,24x častěji než pacienti 

s izolovaným autismem, naše výsledky nemohou hypotézu jednoznačně podpořit. Je možné, že 

tento závěr vyplývá z velikosti souboru či námi zvolené definici sledovaných proměnných. 

Rovněž je však možné, že tato skutečnost pouze odráží vysokou míru heterogenity, variability 

a multifaktoriální povahu neurovývojových onemocnění. 
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Byl naplněn také poslední stanovený cíl – popsat vybrané genetické nálezy formou 

kazuistik pacientů. Konkrétní případy pacientů mohou mnohdy sloužit jako příhodná ilustrace 

faktu, že i přes velmi dobré možnosti současných diagnostických metod může být následná 

interpretace genetického nálezu v některých případech nesnadnou záležitostí. 

Na diverzitě našich nálezů lze také demonstrovat, že nejširšího a nejdetailnějšího 

záchytu abnormálních variant docílíme pomocí kombinace různých vyšetřovacích metod, 

každá je svými přínosy (i limity) jedinečná. Nejvyšší procentuální záchyt abnormálních variant 

u osob s PAS a jinými NVO vykazovala metoda array CGH, což potvrzuje její nepostradatelnou 

roli v cytogenomických výzkumech souborů jedinců s neurovývojovými obtížemi. 

Budoucnost genetického výzkumu PAS je perspektivní a skýtá mnoho příležitostí. Ať 

už se jedná o objasňování dosud nepopsaných genotypo-fenotypových korelací různých variant, 

o detekci zcela nových potenciálně významných variant či nalézání způsobů pro aplikaci 

poznatků do klinické praxe, případně personalizované medicíny. 

Ačkoli nástroje vědy možná nikdy plně nepopíšou zcela všechny faktory, mechanismy 

a procesy zapojené do etiologie autismu, věříme, že výsledky naší práce a jejich diskuze 

pomohou přispět k hlubšímu vhledu do této problematiky.  
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