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Abstrakt

Préace se zabyva analyzou klinickych parametrti pacienta trpicich poruchou autistického
spektra vySetfenych pomoci DNA mikrocipii. Teoretickd ¢ast je zaméfena na definovani
autismu a jeho jednotlivych podtypli, dile na dosud znamé genetické pfiCiny této
pervazivni vyvojové poruchy a nakonec na moznosti laboratorni diagnostiky jejich
genetickych pfi¢in. Mezi pfi€iny autismu se fadi varianty poctu kopii riiznych casti
genomu, které leze efektivné diagnostikovat vySetfenim pomoci DNA Cipt. Na§ soubor
c¢ital celkem 98 pacienti s diagnostikovanym autismem ¢i s autistickymi rysy. U vSech
pacientli byla provedena analyza pomoci mikroCipi HumanCytoSNP-12 od firmy
[llumina. U vSech pacientli ze souboru byla nasledné provedena retrospektivni analyza
nékolika sledovanych klinickych parametri dostupnych ve zdravotnické dokumentaci.
VSechna ziskand data byla statisticky zpracovéana s cilem zjistit ptipadné zavislosti.
K dal8i podrobnéjsi analyze pak byly vybrany dvojice parametri, u kterych jiz byla
urcita korelace v minulosti popsana v literatufe, nebo jsme u nich zavislost oc¢ekavali.
V nékterych ptipadech se naSe vysledky shodovaly sudaji udavanymi v literatufe,
v nékterych nikoliv. Déle bylo zkoumano, zda existuje vyznamny rozdil mezi skupinou
pacienttl, u kterych byla zjiSténa aberace, ktera s vysokou pravdépodobnosti zplisobuje
jejich postizeni, a skupinou pacientli, u nichz nebyla nalezena zddna klinicky vyznamna
aberace. Mezi témito dvéma skupinami nebyl nalezen Zadny vyznamny rozdil. Nakonec
jsou podrobné&ji popsani 3 pacienti, u kterych byla nalezena kauzalni aberace, tedy
mikrodelece/mikroduplikace, kterd jiz byla popsana u vice pacientii s poruchou
autistického spektra. Konkrétné se jednalo o ¢asto nalézanou duplikaci regionu 15q11-

ql3, deleci genu NSD! a duplikaci genu MECP2.

Klic¢ova slova

Autismus, SNP array, CNV, mikorodelece, mikroduplikace, klinické parametry, vztah
genotyp-fenotyp



Abstract

This bachelor thesis deals with the analysis of clinical features in patients with autism
spectrum disorders who were investigated using DNA microarrays. The introductory
section is focused on the definition of autism and its subtypes, on currently known
genetic causes of this neurodevelopmental disorder and on the possibilities of the
laboratory diagnosis. Autism is likely caused by CNV occurring in different loci of the
human genome, which can be efficiently diagnosed using DNA microarrays. This
technique enables the detection of many CNV, but in most cases only common
population polymorphisms can be identified. Our group consisted of 98 patients who
suffered from some subtype of autism spectrum disorder. All patients were investigated
using the microarray HumanCytoSNP-12 manufactured by Illumina. A retrospective
analysis of clinical features of interest that were found in the medical documentation of
the patients was performed. Statistical analysis of the data was performed to find
possible associations. Specific pairs of features were compared in more detail. Features
with known correlation previously published in the literature or features where a
correlation could be expected were selected for this detailed analysis. Some findings
were concordant with the published data, but some were not. Finally, it was determined
whether there is a significant difference between the group of patients in whom an
aberration associated with autism was identified and the group with no clinically
relevant aberration. No significant association was found. Three patients are described
in detail. These patients carried a causal aberration — a microdeletion/microduplication,
which was described previously in several autistic patients. Namely it was a 15q11-q13

duplication, a deletion of the NSD/ gene and a MECP?2 duplication.
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Autism spectrum disorders, SNP array, CNV, microdeletion, microduplication, clinical

features, genotype-phenotype correlation



Podékovani

Nejvice bych chtéla podékovat MUDr. Markété VIckové za veskery cCas, ktery mi
vénovala, trpelivost a odborné vedeni. Bylo velmi piijemné pracovat na této praci prave
s ni. Dale bych chtéla vyjadrit velké podékovani Prof. Ing Zdeiikku Sedlackovi, DrCs.,
Mgr. Mirce Hancéarové a Mgr. EliSce Kardskové za veskeré ptipominky, cenné rady a
pomoc s vytvafenim této prace. Dékuji 1 Mgr. Jan¢ Drabové za jeji ¢as a zkuSenosti,
kter¢ mi vénovala béhem praxe v laboratofi a MUDr. Markété Havlovicové za
poskytnuti dokumentace o pacientech a odbornou korekturu. Zejména pak dekuji Ing.
Pavlu Zimmermannovi za vyhotoveni statistické analyzy V neposledni fad€ patii

obrovské podékovani 1 mym rodi¢lm, kteti mé po celou dobu studia podporovali.



Bakaldrska prace Nazev bak. prace

OBSAH
S€ZNAM ZKIALEK .....ceevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiiiisiiiisiiisisisisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 7
UVOG c.eeeeeveereeeeeeceesesisesesssssssssssssessssssssssessassassssessessassssssesssssansssssessessassassssesessansassses 8
1 Prehled POZNALKL ...........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeusesnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnnen 9
1.1 Poruchy autistick€ho spektra.......cccccciiiiiiiiiiiiiiiiiirirrrrrrrrrrrrrrrrrr s 9
0 O O BT 0 VA UL 1 1 U TR 12
00 0 AN AV oY o] |4V UL 1 4 O TR 12
1.1.3  ASPErgErUV SYNAIOM .....ceiieiieeiiiiiieieeeeeeiiireeeeeeeeeetrreeeeeeeseesrtsreeeeesesassssneseeesssssssneeeeens 12
000 S =1 { U VARV Vo [ o o o PRI 13
1.1.5 Jina desintegracni porucha V detStVi .....ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
1.1.6  Hyperaktivni porucha spojend s mentalni retardaci a stereotypnimi pohyby .................. 13
1.2 Komorbidity autiSmU.....ccccciiiiiiiiiiiiicircrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrsssssss s ssssssss s s ss s s s s s s s s s s s s s s s s e 13
13 Diagnostika aUtISMU ... s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s e 14
1.3.1  Skéla CARS (Childhood autism rating SCale) .........ccueevvieieieiieceeeeeee et 15
1.3.2  Skéla ADI-R (Autism Diagnostic Interview-Revised)...........ccvieeveeeieeieeeeeeeee e 15
1.4 Genetické pFiCiny QUEISMU ....ccceeiiiiiiiiiic e 16
14t Cytogeneticky detekovatelné chromozomalni abnormality .............eeeveeveveveieeiiiiiinenennnnn. 16
1.4.2  Varianty v poctu kopii (Copy number vatiants, CNV) ........coccccviiiiieeeiiiciiiieeeee e 17
1.4.2.1 DUplikace 15011.2-G13 ..o 18
1.4.2.2 (O LYo o - 1y 1 Y o 1 5t 0 N 20
1.4.3  Znamé monogenni choroby asociované s autismem .........ccceeeeeeiieeeieieeeeeee e, 21
1.4.3.1 YL aT e o T = =1 o T1 4T 15, GO 21
1.4.3.2 0= AU VSV o Vo [ oo F U UPURRN 22
1.4.3.3 TUDEIrOZNT SKIEIOZA ...vveeeeeiieeieee e 22
1.4.4  Geny mutované u idiopatického autisSmU........ccoeeeeeeieiieiii i, 23
1.4.4.1 GENY NLGNZ @ NLGNA ...ttt ettt s e e e e e e e s e e e eeaeaanas 23
1.4.4.2 (O TR 2 71V PP PP 24
1.4.43 (O] oI 0 (o PP PPTTPPPR 24
1.5 Moznosti laboratorni diagnostiky genetickych pfic¢in autismu........ccccoeeveiiiiiinnnnnnn. 24
Y0 R (-1 oY o) A o114 Lol PRSP PPRRPPRt 24
1.5.2 IVILP A ettt e et e e et e e ettt e e et e e et b e e ta et etat e e ran e e tan e e taneanraanns 25
1.5.3  Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)........coviiiiiiiiiiiiiie e 25
1.5.4  DINA GIPY cvveeeeeeeeeeeeeeeeeee et et et et et et e e eeee e e e e et ee et et et et et en e s e s e eee e e e e e eeeeeees 26
1.54.1 FAN g - VA 6 G R UPPTPPPRRRPPIRt 26
1.5.4.2 LN o - 1Y PR PPTPPPRRRPIRt 27
2 ClE PrOCE......eeeeeeeeeeeeereeeeeeeerereunsssseseseseessnssssssssssssssssnnssssssssessssssnnssssssssssssssnnnnssnns 28
MALeriGl @ MELOAY ......cceeeeeeeeuereeeeeeeeeereeenseeeereeeeesnnnssssssssesssssmnssssssssessssssnnssssssssnes 29
3.1 1Y =T 4 1 29
3.2 IMEEOAY ... s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s e s s nnaas 31
G VYSICAKY cceeeeeeeeeeeereeeerreeeeeeeeeenunnssssseeseseesssnsssssssssesssssnnsssssssssssssssnnssssssssssssssnnnnsssns 33
4.1 Analyza klinickych parametri u souboru pacienti .........ccccevvcereeeeriicccissnneeeeenneenns 33
O R oo Y= o - Lol =Y o SRR 33
4.1.2  PrUbéh gravidity a perinatalni anamnéza..........cccccvireieeieieciiiiieeee e 33
4.1.3  Psychomotoricky VYVOj @ rE€Eres V& VYVOji......uuuuuuuuuuurrrrierinrerinieneereeerenenenennenennnenennnnnneeene 35
O R ¥ {1V | - PP PPPPRR 36
4.1.5  POrUCNY SPANKU . ...uuiiiiiiiiti bbb bbb bb bbb bbbbbarbraaaannrnnes 36

o Y ST Y I 101 1~ o 1O TP 37



Diplomova prace Nazev diplomové prace

4.1.7  Urover Mentalni retardaCe.......ocomeireeeeerieereeeeeeeeeeteeeteseeseseeseseeetesessesessesesesenseseneenns 37
4.1.8  Pritomnost dysmorfickych ryst a vrozenych vyvojovych vad ...........ccccvvvvveeeieeccinnnennnn. 38
e T o T ¥ e o VA V1 U SRR 38
4.1.9.1 L1 LEE g A ) I 38
4.1.9.2 TEIESNA NMOTNOST.....uviiiiiiiiieeee e e e e e s e 39
4.1.9.3 (0] o1V7eTo I o] -1V PR 39
4.1.10 o 0T 1 =T 0L 1N 40
4.1.11 VYSIEAEK IMRICNS ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeees 40
4.1.12 ROAINNG @NAMNEZA ..coiiiiiiiiiiiiiiee et e s e e e e s s e sabbreeeeee s 41
4.1.13 Kategorie NAEZU NA SNP @ITaY.......uuuuuuuuurreiiriiieiiriiiueeeeeeeerereeerrerrereeeeeeeereeeereee—————. 42
4.2 Korelace vybranych klinickych parametra a porovnani pacientt dle vysledkii SNP
array 43
4.2.1  Asociace jednotlivych parametrl v celém SOUDOIU.........ccocecuriiiiieeeiiieciieeee e, 43
4.2.2  Tize MR u jednotlivych typl autisSmMU.........ceeeeiiiiiiiiiiiieee e 43
4.2.3  Vztah pohlavi a tize mentalni retardace .......ccccceuuuueriuiiiiiiiiiiiieeee 44
4.2.4  Vztah pohlavi @ typU QUEISMU......uuueiiieiiiiiiii e aeeeeeeeeeeeeeeees 45
4.2.5 Vztah opoZdéni ¢asného psychomotorického vyvoje a MR...........uuvvvieveeiinniviniiiiineneennnnns 45
4.2.6  Vyskyt epilepsie @ NAIEZ NA MRI ........uuuuuuiiiiiiiiiiiii e eeeeeeeeeeaeeeeees 46
4.2.7  Asociace klinickych parametr( s vysledky SNP array.......cccocccvvveeeeeeieeciinieeee e, 47
4.3 Kazuistiky vybranych pacientl s kauzalni aberaci........ccccceeeeriecccirceeeeneniicccsssncnnenns 49
e B0 R o Yol =T o A 10 0 1 o) SRR 49
e T A - To = 14 & [ 101 077 IS SRR 50
e TR B e T =T oL e A =1V {0 740 o) SRR 51
5 DUSKUZE .....uuueeiiiisiiiiiissssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 52
5.1 Analyza klinickych parametri celého souboru..........ccecceccvrereeeeiiccccrreneeeeennecccneee 52
5.1.1  Asociace jednotlivych parametr v celém souboru.........ccccveeeeeiiicciiiieeeee e, 52
LT 0 A o T2 0 =T e To | ] - 1Y/ N 52
5.1.3  Prlbéh gravidity a perinatalni anamnéza...........cccceeeeeiieciiiiieee e 52
5.1.4  Psychomotoricky VYVOj @ r€8res V& VYVO]i.......uuuuuuuuurrerrrrrirreeeeuereeeeeeereeeenssnneenneneeneennnennee 53
5.1.5  Autoagresivita/heteroagreSiVita ....cccccccveeeeiiiee e e eeiree e e e tre e e eree e e etreeeeeanns 53
LT I ST o T ¥ ol VYo - [ | (U N 53
L0 B A 1Y/ o T 11 1 ] 4 1O PSPPI 54
5.1.8 TiZe Mentalni retardace.........cceiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e s 54
5.1.9  POFUCNY FUSTU .uuuiiiiiiieee i ettt e e e eeeittee e e e e e e et tareeeeeeeesabbaaeeeeeeessnsssseeeeeeesnsnsssnneaasseannes 54
5.1.10 o o T1 =T oL 1N 54
5.1.11 VYSIEAEK IMRICNS ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeees 55
5.1.12 ROAINNG @NAMNEZA ..eoiiiiiiiiiiiiiiee et e e st e e e e s s e sibbneeeeee s 55
5.1.13 Kategorie NAEZU NA SNP @ITaY.......uuuuuuuuurrriiirriiiiririieuueeeeeeereeeeeerrereeerereereeeaeeeee———.. 55
5.2 Korelace vybranych klinickych parametri v souboru a porovnani pacientt dle
VYSIEAKU SNP Qrray.....cccceeeeiiiicciissnreeneiiieessssnnseeeessssssssssnssessssssssssssnnssssssssssssssnnssesssssssssssnns 56
5.2.1  Asociace jednotlivych parametr v celém souboru.........ccccvvveeeiiniciiiieeeeee e, 56
5.2.2  Tize MR u jednotlivych typl @ULISMU.......cceeiiiiiiiiiiieee et e e e e eirre e e e e e 56
5.2.3  Vztah pohlavi a tize mentalni retardace ...........uueeeeeeuiirieriiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeee——.. 56
5.2.4  Vztah pohlavi @ typu QUEISIMU.......ueeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieieeeaaeeaeeeeeeeeeeeeeraeeeeeeeeeeeeeraerraae, 57
5.2.5  Vyskyt opozdéni ¢asného psychomotorického vyvoje a pfitomnosti MR.............cccevvveeeee 57
5.2.6  Vyskyt epilepsie ve vztahu k ndlezu Na MRI...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee 57
5.2.7  Asociace klinickych parametr(i s vysledky SNP array........ccccccceeeeeeeciivieeeeeeeeecireeeeeeeeeens 57
5.3 Porovnani klinickych parametrii vybranych pacientt s publikovanymi udaiji......... 59
5.3.1  Pacient 1 (aut012p) - SOtOSUV SYNArOM....ccceieciiiiiiieeeeeeciiirreeee e e e eeiiareeeeeeeeererreeeeeeeennns 59
5.3.2  Pacientka 2 (aut038p) -maternaini duplikace 15011-012.....ccceeeeeicirrrereeeeeeeiiirieeeeee e 59
5.3.3  Pacient 3 (aut070p) - duplikace genU MECP2 ........coeeiiiecciiiiieee e eeerree e e e 60



Diplomova prace Nazev diplomové prace

RefEreNCNi SEZNAIM.......cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeereensseeeseseeeesmmnssssssssssssssnnsssssssssssssssnnnsssssssssssssnnns 63
SCZNAM PFIIOR .....eeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeereeneseeeeeeeeeesnesssssssssesssssnnsssssssssssssssnsssssssssssssssnnnsssnns 69
PFIIORY .....eeeeeeeeeeeeeeeeeiesrseneetessseessssssnnsssssssssssssssnsssssssssssssssssnssssssssssssssssnnssssasssssssssnnnnnns 70



Bakalarska prace

SEZNAM ZKRATEK

AIC Akaikeho kritéria

AS Angelmanliv syndrom

ADHD Attention Deficit Hyperactivity Disorder, hyperkineticka porucha
BAC Bacterial Artificial Chromosome, umély bakteridlni chromozom
CGH, aCGH Komparativni genomova hybridizace / array CGH (na ¢ipu)
CNS Centralni nervova soustava

CNV Copy Number Variant, varianta v poctu kopii

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DGV Database of Genomic Variants

EEG Elektroencefalogram

FISH Fluorescen¢ni in situ hybridizace

FNM Fakultni nemocnice v Motole

1Q Inteligen¢ni kvocient

IVF In vitro fertilizace

MLPA Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
MKN-10 Mezinarodni klasifikace nemoci, 10. revize

MR Mentalni retardace

MRI Magneticka rezonance

OHL Obvod hlavy

PAS Poruchy autistického spektra

PCR Polymerazova fetézova reakce

PMV Psychomotoricky vyvoj

PWS Syndrom Prader-Willi

SNP Single Nucleotide Polymorphism
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Uvop

Prvni diagnosticky popsané piipady autismu se objevily ve 40. letech 20. stoleti.
Za vice nez 70 let se pohled na toto onemocnéni velice zménil. Zprvu se predpokladalo,
ze pri¢inou vzniku této poruchy je citoveé chladné chovani rodict vici ditéti. Autisté byli
umistovani do specidlnich ustavl a terapie byla zamétena piredev§im na matky. Trvalo
piiblizné 20 let, nez byla tato teorie vyvracena. Pfi¢ina vétSiny piipadii autismu zastava
stale neznam4, je zde vSak zna¢ny pokrok, mimo jiné diky moznosti celogenomovych
studii pomoci DNA mikrocCipli. PouZitim této analytické metody lze nalézt v genomech
pacientli aberace, které¢ jesté nebyly v literatufe popsany. Jako u vSech vyzkumnych
studii je 1 v tomto piipad€ snaha objevit kauzalni geny, jenz maji podil na rozvoji této
pervazivni vyvojové poruchy a zlepSit tak prenatalni a postnatalni diagnostiku.
V literatute byla popsana fada mikrodeleci a mikroduplikaci urcitych lokust, které se
poji s autismem. Zadna z nich se vSak nevyskytuje u vice nez 3% pacientt, a naprosta
vétsina je jesté mnohem vzacnéj$i. Zatim se i v ptipad¢ autismu potykdme s problémem,
ze po identifikaci aberace nemame k dispozici zddnou 1éCbu a pacienti s autismem jsou
léCeni pouze symptomaticky. Jako jedno zmoznych feSeni se nabizi ,opravit®
poskozeny genom. Timto smérem se vyviji genové inzenyrstvi, ale je to stale hudba
budoucnosti.

Ve své bakalarské praci jsem se zaméfila nejdiive na zékladni poznatky
o autismu, v¢etné rozdéleni do jednotlivych podtypt, popsani soucasné se vyskytujicich
onemocnéni a genetickou podstatu této poruchy, kde popisuji 1 nejcastéjsi syndromy,
u nichz se autismus vyskytuje jako jeden ze symptomt. V zavéru teoretické Casti jsem
uvedla nekteré laboratorni metody, jez jsou napomocny v diagnostice.

V praktické ¢asti se zabyvam nejdiive popisem a porovnanim raznych parametra
u celého souboru pacienti a dale jako ptiklad podrobnéji rozebiram tfi pacienty,
u kterych byla nalezena patogenni aberace.

V diskuzi nejdiive porovnavam zdokumentované poznatky o klinickych
parametrech autistli se zjiSténymi poznatky u naseho souboru a dale srovnavam fenotyp
a symptomy tfi vzorovych pacienti s ostatnimi jedinci, u kterych byla nalezena

identickd submikroskopicka aberace.
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1 PREHLED POZNATKU

1.1 Poruchy autistického spektra

Termin ,,poruchy autistického spektra® (PAS) je v odborné literatufe pouzivan
jako synonymum pro autismus. Do této kategorie fadime détsky autismus, Aspergertiv
syndrom a atypicky autismus. PAS patfi mezi pervazivni vyvojové poruchy (viz
nasledujici podkapitoly).

Autismus je neurovyvojova porucha, kterd je charakterizovana naruSenou
komunikaci a to na verbalni 1 nonverbalni Grovni, deficitem empatickych schopnosti,
poruchami ptredstavivosti, opakovanymi a omezenymi vzorci chovani. Postizeni jedinci
nejsou primarné schopni navazat socialni interakce. Podezfeni na toto onemocnéni se
vyslovuje vétSinou kolem 36. mésice zivota, kdy je zaznamenédn predevSim opozdény
vyvoj tfe€i. Skupina pacientl s PAS je velice heterogenni, pokud jde o kognitivni
schopnosti ¢i kazdodenni dovednosti [1]. Mezi 36. mésicem a 5. rokem zivota je
socidlni izolace a repetitivni chovani nejvice vyjadieno. Po tomto obdobi se fecové
schopnosti mohou rapidné zlepsit, nebo ziistanou na trovni né¢kolika malo slov ¢i frazi
[2]. U zhruba jedné tfetiny déti s autismem se nikdy nevyvine plnohodnotna tec
a vétSina téchto déti se ani nepokousi o jiné prostiedky komunikace, jako jsou
gestikulace nebo ocni kontakt [3]. Mezi autisty lze vSak nalézt i prvotiidni védce. Nutno
ale dodat, ze nadprimérné inteligentnich autistl je velice malé procento.

V poslednich dvou dekadach stoupd incidence PAS. Tento narast je nejvice
piisuzovan vétSimu povédomi o autismu mezi laickou i odbornou vefejnosti a mirn¢j$im
klasifikaénim kritériim, ale nelze vyloucit ani skute¢ny absolutni nartist incidence
zpusobeny dosud nepopsanymi faktory. Nejnovejsi studie provedena ve Spojenych
statech americkych stanovuje prevalenci autismu u 8 letych déti na 14.7/1000, coz

znamena, ze jedno dité z 68 trpi autismem [4].
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Cast&ji byvaji autismem postizeni chlapci nez divky a to vpoméru 4:1.
Incidence Aspergerova syndromu je dokonce 15x vys$$i u chlapct, coz byva
vysvétlovano nedokonalymi diagnostickymi kritérii, ktera jsou zaloZena predevSim na
charakteristickych behavioralnich odchylkach vice vyjadienych u chlapct, takze divky
zlstavaji v mnoha piipadech nediagnostikované [S]. DalSim vysvétlenim, které byva
udavano, je, ze geny, jejichz specifické alely maji za nasledek nékterou z PAS, se
nachazeji na chromozomu X a tudiz jsou vice postizeni hemizygotni muzi. Jedné se
ovSem pouze o teorie a skutecny diivod velkého rozdilu mezi pohlavimi nebyl zcela
objasnén [5].

Riziko opakovani pro sourozence ditéte s autismem se pohybuje v rozmezi 3 -
10 % [6]. Dulezitym aspektem je zde 1 pohlavi ditéte, pficemz riziko je vétsi, kdyz je
prvnim postizenym potomkem divka. Ptesto pouze 2 - 3 % rodin mé vice nez jedno
postizené dité¢ [2]. Tento fakt je ale pravdépodobné ovlivnén odmitnutim dal§iho
téhotenstvi. Pokud jsou v rodiné€ postizeny 2 déti a vice, je riziko opakovani pro dalsi
te¢hotenstvi 33 - 50 % [6].

Za nejvétsi mystifikaci je povaZovana britska studie zroku 1998 vedena
Wakefieldem a spol., kterd oznaCila vakcinaci proti spalni¢kam, piiusnicim
a zardénkam za vinika autismu. Autor byl shledan vinnym ze stietu z4ymu a neetického
chovani. Studie byva oznaCovana jako promysSleny podvod a ma dodnes katastrofalni
nasledky, jelikoZ se rodiCe branili proti o¢kovani svych déti ze strachu, ze se u nich
rozvine autismus. Bylo provedeno celkem 14 studii, které vyloucily jakoukoliv
souvislost mezi timto ockovanim a autismem [7].

., V rodinach osob postizenych autismem se casto vyskytuji pribuzni, u nichz je
popisovan tzv. §irsi autisticky fenotyp. Jedna se predevsim o behavioralni odchylky, jako
Jjsou zvySend uzkostnost, impulzivita, precitlivélost, podrazdeénost, excentricita,
samotarstvi, nesmélost, problémy se socializaci a spolecenskou komunikaci, nebo sklon
k pedanstvi ¢i rigidita.” [8]

Pii zkoumani aktivity rlznych casti mozku se zjistilo, Ze oblast, ktera je
u zdravych kontrol aktivni ptfi vnimani lidskych oblicejti, je u autistli v takovéto situaci
neaktivni. Dale byla provedena studie, kde byly zkoumdny autistické rysy u jedinct
s agenezi corpus callosum a bylo zji§t€no, ze vyrazné procento vysetfovanych
ptekrocilo prahovou hodnotu v diagnostické Skale pro autismus. Autofi této studie

doporucuji, aby u téchto jedincii byl zaveden screening autismu [9].
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Negenetické pfiCiny autismu jsou popisovany zejména v souvislosti s pisobenim
chemickych latek, které mohou negativn€ ovlivnit vyvoj mozku. Nejvétsi vliv je patrny
v prvnim trimestru gravidity. ZvySend pravdépodobnost rozvoje autismu byla prokazana
u expozice talidomidu, misoprostolu, kyselin€ valproové a chlorpyrifosu. Nebezpe¢nymi
mohou byt 1 virovd onemocnéni, zejména zardénky, u nichz klinické a epidemiologické
studie dokazaly asociaci mezi infekci v ¢asné fazi gravidity a autismem [10].

Co se tyce 1éCby, je velice dilezité si uvédomit, Ze deficit socidlnich vztahl je
vrozeny, nejednd se o sekundarni poruchu a nikdy nedojde k GpIné napravé tohoto
handicapu. Pomoci 1€kt 1ze do ur€ité miry upravit doprovodné klinické ptiznaky jako je
agresivita, sebeposkozovani, nepozornost a sklony k obsesivné kompulzivnimu chovani.
Utinnost 1é¢iv je piisuzovana Upravé mnoZstvi neurotransmiterti v synapsich, a to
piedev§im serotoninu, dopaminu a pravdépodobné norepinefrinu a acetylcholinu [11].
Dals$im z neurotransmitert podilejicich se nejspiSe na rozvoji autismu je oxytocin. Byla
zjisténa sniZzena hladina tohoto hormonu u lidi trpicich autismem. Vyzkum se proto
zamétuje 1 na tuto oblast a byla navrzena fada analogli oxytocinu (pf. karbetocin).

Zvlastni skupinu tvofi tzv. autismus sregresem. ,dutistickou regresi Ize
definovat jako zavazny vyvojovy obrat zpét, kdy se u ditéte castecné nebo uplné ztraceji
Jjiz ziskané vyvojové dovednosti, predevsim v oblasti 7eci, ale i socidlniho chovani,
nonverbdlni komunikace, hry, a nékdy i kognitivnich schopnosti.” [8] Udava se, ze
v jednom ze tii ptipada registruji rodiCe u svého ditéte regres v fei béhem 18. a 24.
meésice zZivota, zatimco ke ztrat¢ motorickych dovednosti nedojde [12]. V 5 - 8 % se
regres feci vyskytne pozdéji, a to mezi tietim a desatym rokem, kdy se fe¢ jiz plné
vyvinula a dité celkové ptsobilo mentdlné¢ normalnim dojmem. Tento stav je znam pod
pojmem détskéd desintegracni porucha a jedna se o zavaznéjsi stav, nez je ten spojeny

s regresem v ¢asném veéku [11].

Rozdé€leni pervazivnich vyvojovych poruchy podle platné revize MKN-10:

- Détsky (infantilni) autismus, téZ Kannerv syndrom F 84.0

- Atypicky autismus F 84.1

- Rettliv syndrom F 84.2

- Jina desintegracni porucha v détstvi F 84.3

- Hyperaktivni porucha spojena s mentalni retardaci a stereotypnimi pohyby F 84.4
- Aspergertiv syndrom F 84.5

- Pervazivni poruchy jiné F 84.8 a nespecifikované F 84.9
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1.1.1 Détsky autismus

Tento typ tvoii jadro PAS a je téz oznaCovan jako Kannerv syndrom.
Neurovyvojové abnormality se manifestuji pfed dovrSenim 3. roku Zivota, ale syndrom
muze byt diagnostikovan ve vSech vékovych skupinach. Problémy se musi projevit
v kazdé ze tii slozek tzv. diagnostické triddy zahrnujici zhorSené recipro¢ni socialni
dovednosti, poruchu verbdlni a nonverbalni komunikace anaruseny vyvoj
predstavivosti. Navic se u postizenych déti s pomérné vysokou frekvenci objevuji i dalsi
nespecifické ptiznaky jako poruchy spanku, omezené stravovaci navyky, rizné typy
fobii, agresivita a také autoagresivita, ktera se vyskytuje Casto v asociaci s tézkou
mentalni retardaci. Projevy autismu se méni s v€kem, pficemz hlavni aspekty jako

poruchy socializace a komunikace pretrvavaji [8].

1.1.2 Atypicky autismus

Atypicky autismus se diagnostikuje v piipadé, ze jsou prvni symptomy
zaznamenany az po 3. roce zZivota, dale potom kdyz nejsou splnény vSechny tii okruhy
diagnostickych kritérii. ,,Nejcastéji se jedna o deti s tézkymi stupni MR, u nichz se
s ohledem na nizkou uroven fungovani nemohou specifické kvalitativni dysfunkce plné

projevit. “[13]

1.1.3 Aspergeriiv syndrom

Aspergerav syndrom se téz fadi mezi PAS, ma vSak svad vlastni diagnosticka
kritéria. Mezi zakladni klinické ptiznaky se fadi nedostatek empatie, pedantsky presna
a jednotvarnd feC€, ndpadnd nemotornost, potize s navazovanim ptatelstvi a hluboky
zdjem o urcitou véc. U déti s Aspergerovym syndromem se nevyskytuji motorické
stereotypy typické pro détsky autismus. Postizeni se vyznacuji celkové dobrym nebo
Casto az nadprimérnym intelektem a adekvatnimi vyjadfovacimi schopnostmi. I zde se
mohou vyskytovat vyjimky v podobé lehkého opozdéni. Aspergertiv syndrom by vSak
nemél byt diagnostikovan u pacientll s IQ niz§im nez 70. ,,V neposledni radé odborné
informace poukazuji na skutecnost, ze je mnohem rozsirenéjsi nez klasicky autismus
a lze ho diagnostikovat i u déti, u nichz nikdo nevyslovil domnénku, Ze by mohly byt

autisticke. “ [14]
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1.1.4 Rettirv syndrom

Viz kapitola 1.4.3.2.

1.1.5 Jind desintegracni porucha v détstvi

Tato porucha je charakteristicka tim, ze nejdiive dochazi u ditéte k normalnimu
vyvoji, ale pomérné rychle (béhem nékolika mésicli) dojde k vyznamné ztraté ziskanych

dovednosti.

1.1.6 Hyperaktivni porucha spojend s mentdlni retardact a stereotypnimi pohyby

Jedna se o poruchu, u které se nevyskytuji problémy se socializaci autistického
typu. Hyperaktivita byva n¢kdy v adolescenci nahrazena hypoaktivitou a u pacienta se

muze vyskytnout navic 1 sebeposSkozovani.

1.2 Komorbidity autismu

., Nejcastéjsi psychiatrickou komorbiditou u détského autismu je mentalni
retardace (MR), a to asi v 75% pripadii, pricemz byva upresnovano, ze asi 30%
autistickych pacientu spadad do pasma mirné a stiedné tezké MR a 45% do pasma tézke
a hluboke MR .* [8]

Podle tize rozdélujeme MR na nékolik typa (Tabulka 1). Podle tize asociované
MR rozdé€lujeme autismus na nizkofunkcéni (tézkéd a hlubokd MR), stfedné funkcni
(lehkéa a stiedné tézka MR) a vysoce funkéni (bez MR). S timto rozdélenim koreluje

1 pfitomnost komunikativni feci.

Tabulka 1. Typy mentalni retardace

Typ MR | Hodnota IQ | Odpovida véku | Samostatnost
Lehka 50-69 9-12let Ano
Stredni 35-49 6-9let Ano/Ne
Tézka 20-34 3-6let Ne

Hluboka <20 0 - 3 roky Ne
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Druhou nejcastéjsi komorbiditou autismu je epilepsie. Vyskytuje se témét
u tfetiny pacienti s PAS [15]. Prevalence epilepsie u jedinci s Aspergerovym
syndromem ¢ini 3,9 % [16]. Vzhledem ktomu, ze v celé populaci je epilepsie
diagnostikovdna pouze u 2 % osob, lze povazovat asociaci mezi témito dvéma
poruchami za signifikantni. VySetifeni pomoci EEG lokalizovalo neobvyklou aktivitu ve
frontalnim laloku u zhruba poloviny pacienti. Bylo zjisténo, ze 85 % zachvati se
u autistl objevi pfed dovrSenim 10 let. U déti se zachvatovitym onemocnénim je horsi
schopnost socializace a komunikace nez u déti bez zachvati. Dale se vyzkum zamétil na
vztah mezi autistickou regresi a epilepsii, pficemz vétSina autortt udava, ze epilepsie
a epileptiformni abnormality v EEG jsou Cast€j$i u autistli s regresem. V souvislosti
s tim byla vyslovena hypotéza, ze abnormality na EEG mohou hrat kauzalni roli ve
vzniku autistické regrese. Tato hypotéza byla vSak vyvracena [17]. U autisti s MR je
prevalence epilepsie cca 3x vyS$$i nez u autisti bez MR [18]. Dalsi studie dokazuje, ze
epilepsie je mnohem castéji pfitomna u jedinci s velmi omezenymi feCovymi

schopnostmi [19].

1.3 Diagnostika autismu

Diagnostika autismu je klinickd. Nebyl objeven zadny biochemicky marker,
pomoci kterého by bylo mozné provadét screening autismu. ,,Zdakladem diagnostiky je
kvalitni pozorovani, které je zalozeno na dobré znalosti obvyklych projevii poruch
autistického spektra a porovnani konkrétnich projevii ditéte. [20] ,,Pokud ma byt ale
odborniku byl schopen v populaci vyslovit alespon podezieni na poruchu autistického
spektra.” [8]

K dispozici je tada posuzovacich $kal, podle nichz mlZe byt autismus

diagnostikovan, ¢i alespont vyjadieno podezieni na tuto poruchu.
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1.3.1 Skdla CARS (Childhood autism rating scale)

V Ceské republice je tato semistrukturovana posuzovaci $kala nejvice
pouzivana. Slouzi zaroven k orientaénimu stanoveni zavaZnosti postizeni. Pomoci
CARS lze klasifikovat déti, které dosahly alespoii 18 mé&sici mentalniho véku, pti¢emz
vyvinuta fe¢ neni podminkou. Skala se sklada z 15 polozek, z nichz kazda miZe byt
ohodnocena maximalné 4 body. Celkové skore je ziskano sectenim bodu z jednotlivych
oblasti. V piipad€, Ze je dosazeno 30 a vice bodi, je dit¢ diagnostikovano jako
autistické. V nejasnych piipadech je tieba pouzit podrobnéjsi Skaly. Vyhotoveni Skaly
CARS trva zhruba hodinu a je tedy vhodna pro screening pacientt [8].

Ptiklady behavioralnich oblasti, které jsou posuzovany:
- vztah k lidem - primarni charakteristika autismu, zajem o kontakt s druhymi lidmi
- imitace - schopnost napodobovat verbalni i neverbalni chovani
- emociondlni reakce - pfimétenost reakci na vnéjsi podnéty
- adaptace na zmény - ptizplisobeni se nove situaci

- motorika - koordinace pohybt téla, motorické stereotypy, autoagresivita

1.3.2 Skdla ADI-R (Autism Diagnostic Interview-Revised)

Jedna se o strukturovany rozsahly dotaznik hodnotici 93 specifickych projevii
ditéte. Je vypliovan odbornikem na zaklad¢ informaci ziskanych od rodicd ¢i jiné
pecujici osoby. Test je rozdélen do tii hlavnich kategorii: socialni interakce,
komunikace a stereotypni chovani. Autismus je diagnostikovan, pokud soucet bodu
v jednotlivych oblastech stanoveny specialnim algoritmem dosahne minimélni prahové
hodnoty. Jednd se o velice spolehlivy test, jehoZ nevyhodou a tedy piekazkou

v zavedeni do klinické praxe je dlouhd doba administrace - okolo 2 hodin [8].

Dalsi posuzovaci Skaly jsou napt. ADOS (Autism Diagnostic Observation
Schedule) - v nékterych zemich nejuzivangjsi, TPBA (Transdiciplinary Play-Based
Assessment), ABC (Autism Behavior Checklist) ¢i CHAT (Checklist for Autism in
Toddlers).
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1.4 Genetické priciny autismu

Rada epidemiologickych studii poukazuje na zna¢ny vliv genetickych faktort
v etiologii PAS. Na zaklad¢ studii dvojcat byla prokdzana mnohem vyss§i konkordance
u monozygotnich dvojcat, ¢imz se potvrdil vétsi vliv genetickych faktori ve srovnani
s faktory prostfedi. Mira konkordance pro autismus byla stanovena na témét 90 %
u monozygotnich dvojcat a 2 - 10 % u dizygotnich dvojcat, coz Cini autismus jednim
z nejvice geneticky ovlivnénych neurovyvojovych onemocnéni [2].

Nedavna celogenomova analyza ptipadl autismu vzniklych de novo naznacuje,
ze k autistickému fenotypu miize individudlng ptispivat az 1000 genii [21]. Nelze ovSem
fici, Ze se jednd o striktné geneticky danou poruchu, jelikoZ shoda u monozygotnich
dvojcat nedosahuje 100% a na postizeni se tedy nejspiSe podileji, obdobné jako u jinych
onemocnéni, 1negenetick¢ faktory. Genetickd 1 fenotypovd heterogenita tohoto

onemocnéni ¢ini vyzkum velmi komplikovanym.

Znamé genetické pfiiny autismu zahrnuji:
= (Cytogeneticky detekovatelné chromozomalni abnormality
= CNV - submikroskopické delece a duplikace
= Znamé monogenni choroby asociované s PAS

Geny mutované u idiopatického autismu

L1 Cytogeneticky detekovatelné chromozomadlni abnormality

Cytogeneticky detekovatelné chromozomalni abnormality jsou nalézany zhruba
u2 - 6 % pacienti s PAS [22]. Do této skupiny fadime aneuploidie, nebalancované
chromozomalni pfestavby a dalsi abnormality identifikovatelné pomoci cytogenetickych
popt. molekuldrné¢ cytogenetickych metod. Ve shodé¢ socekavanim byvaji
nebalancované chromozomalni abnormality nachazeny pfedev§im u autistickych déti,
které maji pridruzené dysmorfické rysy [22]. Cytogeneticky detekovatelné¢ abnormality
byly nalezeny témétf na kazdém chromozomu, jedna se ovSem vzdy o velice raritni
pfipady. Seznam vSech téchto abnormalit je kdispozici na strankach

http://projects.tcag.ca/autism/. Casto nalézanymi strukturdlnimi aberacemi jsou delece

2q37,22q11.2 a 22q13.3. Co se ty¢e numerickych aberaci, je incidence autismu zvySena

1 u pacientil postizenych Downovym syndromem, kde ¢ini minimalné 7 % [23].
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Autismus byl téz zjistén u pacientek s Turnerovym syndromem. Ackoliv byl autismus
popsan 1 u dalSich numerickych aberaci gonozomii jako je Klinefelteriv syndrom,

superfemale a supermale, nebyla v téchto pripadech prokazana signifikantni asociace.

1.4.2 Varianty v poctu kopii (Copy number vatiants, CNV)

Definice vymezuje pojem CNV jako segmenty DNA o velikosti minimalné 1 kb,
jejichz kopie se v genomu vyskytuji ve variabilnim poctu vzhledem k poctu kopii
referenéniho genomu [24]. Velikost CNV je spiSe orientacni a byla definovana zejména
na zdklad¢ rozliSovaci schopnosti metody array-CGH, diky které doSlo k popsani této
strukturni variability. Je nutné odliSovat CNV na jedné stran¢ od polymorfismi typu
SNP, které predstavuji zaménu na Urovni pouze jednoho nukleotidu, a na druhé strané
od mikroskopicky pozorovatelnych abnormalit.

Bylo provedeno mnoho studii, kde byly popsany velké delece a duplikace, které
zjevné nebyly spjaty s Zadnou chorobou, a 1 kdyZ CNV zahrnuji geny, neznamena to
nutné, ze budou mit za nasledek geneticky podminénou poruchu. Pro orientaci v CNV
slouzi napt. Databaze genomovych variant (Datbase of Genomic Variants, DGV), kde
jsou katalogizované CNV bézné se vyskytujici u zdravé populace. Tato databaze je
pravideln¢ aktualizovana a v soucCasné¢ dob& obsahuje kolem 2 500 000 popsanych
CNV. Velikost CNV se nejcastéji pohybuje v rozmezi 1-10 kb.

Jednim z mechanizmi vzniku CNV je nealelickd homologni rekombinace
(Obrazek 1), kdy dojde nejdiive k pfiblizeni a nasledné ke crossing-overu mezi dvéma
nealelickymi useky DNA, které obsahuji témét stejnou sekvenci nukleotidt. Tyto

oblasti se nazyvaji segmentalni duplikace a jejich vznik je predstupném vzniku CNV.

ABC TEL

j i ABC

oO— TEL

¢ Aberrant recombination

Gametes

O ABC ABC TEL

O— TEL

.

Human disease or
structural polymorphism

Obrazek 1. Princip vzniku nealelické homologni rekombinace

(https://eichlerlab.gs.washington.edu/research.html)
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Posledni nezavislé studie dokladaji, ze u asi 10 % pacientti s PAS byvaji nalezeny
klinicky signifikantni CNV [6]. Zadna z popsanych CNV se viak nevyskytuje ve vice
nez 3 % ptipadid. Specifikaci nejcCastéji nalézanych odchylek u autismu pomoci
mikroCipové analyzy ukazuje Tabulka 2. NejCastéji nalézanou CNV je duplikace
15q11.2 -q13 [22]. Dale se mezi nejcastéji se vyskytujici CNV u autismu tadi aberace
16p11.2, popsané u 0,5-1% pacienti [6].

1.4.2.1 Duplikace 15q11.2-g13

Podle odhadii n¢kolika studii mtze byt 1 - 3% vSech piipadii autismu dasledkem
duplikace regionu 15q11.2-q13 [22] Nejcast&jsi jsou intersticialni duplikace nebo

nadpocetny pseudodicentricky invertovany duplikovany chromozom 15 (Obrazek 2).

Obrazek 2. Dva normalni chromozomy 15 a jeden izodicentricky chromozom15

(http://www.dupl5q.org/dupl5g-genetics-overview.html)

18



Bakalarska prace

Duplikace 15q11.2-q13 byvaji Casto submikroskopické, a proto byvaji fazeny
mezi CNV. Casty vznik deleci ¢i duplikaci v této oblasti je podminén jeji genomovou
strukturou. Syndromy Angelman (AS) a Prader-Willi (PWS) jsou zplsobovany
delecemi praveé v tomto regionu. Vice nez 4 Mb dlouhy PWS/AS kriticky region ma dva
bézné se vyskytujici body zlomu (breakpoints, BP) lezici proximalné¢ na chromozomu
15 (BP1, BP2) a jeden lezici distalné (BP3). Na zdklad¢ toho jsou delece rozdéleny do
ttidy I a tfidy II (Obrazek 3). Tyto body zlomt lezi uvnitt segmentalnich duplikaci [25].

} d Class Il

} { Class |

Obrazek 3: Rozd¢leni do tfid podle bodu zlomu

(http://www.imprinting-disorders.eu/?page_id=276)

Duplikace 15q11.2-q13 vznika ve vétSin€ ptipadl de novo. Dillezitym aspektem
je, zda je duplikovany segment plivodem materndlni ¢i paterndlni. Duplikace 15q
maternalniho piivodu ma za nasledek vyskyt autistickych rysii a rizné stupné opozdéni
vyvoje, zatimco pouze nekolik ptipadid duplikace 15q11.2-q13 paternalniho ptvodu
bylo popsano v souvislosti s autismem.

Hlavni vliv na autisticky fenotyp u pacientii s maternalni duplikaci 15q11.-13 by
mohla mit nadmérnd exprese genu UBE3A, ktery hraje kritickou roli v normalnim
vyvoji nervového systému. Tento gen je v mozku exprimovan pouze z materndlni alely.
V ostatnich tkanich je exprimovan bialelicky. DalSim genem v této oblasti, ktery by se
mohl podilet na rozvoji autismu, je GABRB3, kodujici receptory pro inhibitory
neurotransmiterd. Je exprimovan z materndlni 1 paternalni alely.

Existuje specializované sdruzeni pro pacienty s timto syndromem a jejich rodice,

a to Dup15q Alliance (http://www.dup15q.org).
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1.4.2.2 CNV v oblasti 16p11.2

Mikrodelece v tomto regionu byly popsany zhruba u 0,5 % pacienti s autismem
a u podobného procenta pacientt byly popsany duplikace v této oblasti. Jak delece, tak
duplikace byvaji o rozsahu zhruba 500 kb a jsou obklopeny zhruba 147 kb dlouhymi
segmentalnimi duplikacemi, které jsou navzijem z vice jak 99 % identické. Kriticky
usek obsahuje asi 24 genli a segmentdlni duplikace minimdlné dalsi tfi geny.

Kandidatnimi geny na zakladé exprese v mozkové tkani by mohly byt zejména MAPK3,

MAZ, DOC24 a SEZ6L2. [26]

Tabulka 2. Nejcastéji nalézané CNV u pacientti s PAS [6,12,27]

Region Nazev Poloha CNV | OMIM Geny
1q AUTSI11 1q41-q42 del 610836 MARK1
2q AUTSS 2q31.1 del, dup | 606053 SLC25412
3q AUTS16 3924 del, dup | 613410 SLC949
7q AUTSI 7q922.1 del 209850 RELN
7q AUTS2 7ql1.22 607270 Prozatim nezndmy
7q AUTS9 7q31.2 del, dup | 611015 FOXP2, WNT2
7q AUTSI10 7935-q36 del 611016 EN2, CNTNAP2
11q AUTSI8 | 11q13.3-q13.3 613436 CHDS
11q AUTSI17 | 11q13.3-q13.4 del 613436 SHANK?2
12q AUTSI3 12q14.2 610908 Prozatim neznamy
13q AUTS3 | 13ql14.2-ql14.1 del 608049 5-HTR2A4
15q AUTS4 15q11-q13 dup 608636 | UBE3A,SNRPN,CHRNA7
16p AUTS14A 16pl1.2 del 611913 Prozatim nezndmy
16p AUTS14B 16pl11.2 dup 614671 Prozatim neznamy
17q AUTS6 17q11.2 del 609378 SLC6A44
17q AUTS7 17921.3 del,dup | 610676 ITGB3
21p AUTSI12 21p13-qll 610838 Prozatim neznamy
Xp AUTSX2 Xp22.31 del,dup | 300495 NLGN4
Xq AUTSX1 Xql3.1 del,dup | 300425 NLGN3
Xq AUTSX3 Xq28 del 300496 MECP2
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1.4.3 Znamé monogenni choroby asociované s autismem

Autismus ¢i $irsi autisticky fenotyp se Casto vyskytuje jako jeden ze symptomil
monogennich chorob - nejvice byvd davan do spojitosti se syndromem fragilniho X,
Rettovym syndromem a tuberdzni sklerézou. Autismus byva popisovan iu nékterych
dédi¢nych metabolickych poruch. Naptf. u pacienti se Smith-Lemli-Opitzovym
syndromem je incidence autismu 50 - 86 % a nedavno provedena studie zjistila, Ze 5,7
% pacientli s pozd¢ diagnostikovanou fenylketonurii spliiovalo diagnosticka kritéria pro
PAS na rozdil od 0 % s ¢asné diagnostikovanou a lé¢enou fenylketonurii [ 22]. Podobné

znamé monogenni poruchy vSak objasiiuji pouze 2 - 5 % ptipadi autismu [22].

1.4.3.1 Syndrom fragilniho X
Tento syndrom je zpusobeny genetickym defektem na chromozomu X

a postihuje tedy Castéji chlapce, kteti maji pouze jeden chromozom X. Do urcité miry se
mize projevit 1 u Zen prenasecek. Prevalence syndromu fragilniho X je asi 1:2000,
piicemz ftada starSich postizenych muzi zistava nediagnostikovanych. Jednd se
o nejcastejs$i pricinu MR u muzii. Tato porucha je néasledkem elongace CGG repetic
v genu FMRI. Pokud se triplet CGG opakuje méné nez 50x, nejednd se o patologii.
Jestlize se v genomu nachazi 50-200 opakovani, jedinci nemaji klinické projevy
syndromu, ale vzhledem k tendenci narlistu poctu repetic z generace na generaci jsou
povazovani za prenaSece tzv. premutace [28]. U pacientt s vice nez 200 opakovanimi
dojde ke zmén€ metylace genu FMRI a tim k jeho inaktivaci. Produkt tohoto genu je
mimo jiné¢ velmi aktivni ve vyvoji mozkové tkan€, a proto je jeho dysfunkce patrna
zejména v této oblasti [29]. Expanze repetic je pii vhodné zvolené kultivacni metodé
viditelnd na karyotypu jako fragilni misto, z ¢ehoz je odvozen i1 nazev této poruchy.
Asociace mezi syndromem fragilntho X a autismem je dlouho zndma. Témét 20 %
chlapci trpicich syndromem fragilniho X spliluje diagnosticka kritéria pro autismus
[30]. Nejmén¢ u poloviny postizenych déti se vyskytuji alespont n¢jaké autistické rysy
jako napf.: vyhybani se o¢nimu kontaktu, opozdéni feci, repetitivni chovani a poruchy
spanku. Je doporuceno, aby vSichni chlapci s neobjasnénym autismem byli testovani

praveé na syndrom fragilniho X.
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1.4.3.2 Rettliv syndrom

Syndrom se témét vyhradné vyskytuje u divek. Klasicka forma Rettova
syndromu je charakterizovdna zpocatku normalnim psychomotorickym vyvojem, ktery
se mezi 6. az 18. mésicem Zivota zastavuje a dochazi i k regresi. Pro tento syndrom je
typickd, mikrocefalie, hypotonie a apraxie. Divky s Rettovym syndromem casto
samostatné nechodi, nejsou schopny verbalni komunikace a mohou se u nich vyskytovat
epileptické zachvaty a poruchy spanku. Jednd se o heterogenni onemocnéni, nejcastejsi
genetickou pti¢inou tohoto syndromu jsou mutace v genu pro metyl-CpG vazici protein
2 (MECP?2), ktery je lokalizovan v oblasti Xq28. U divek s diagndézou autismu a mutaci
v genu MECP?2 jsou popisovany dvé prevalentni mutace: R306C a T158M [6]. Postizeni
byvaji rizné zadvazna, jelikoz MECP2 je lokalizovan na chromozomu X a ma zde vliv
proces lyonizace (procento inaktivovanych X chromozomi nesoucich mutovanou
alelu). Bodové mutace v genu MECP2 u chlapct jsou obvykle neslucitelné se zivotem.
Tehotenstvi je bud’ potraceno, nebo dochdzi k umrti velmi ¢asné po narozeni. Vzacné
se vSak mohou vyskytovat 1 chlapci postizeni Rettovym syndromem a to v ptipadé, ze je
u nich pfitomen nadpocetny chromozom X, nebo se jednd o XX muze, ¢i je jejich télo
tvofeno vice bunécnymi liniemi - tzv. somaticky mozaicismus [26]. U chlapcti s PAS
a MR jsou popisovany duplikace genu MECP2. Tento typ mutace nevede k projeviim
klasického Rettova syndromu a neni pro chlapce prenatalné letalni. Rettv syndrom
byva fazen mezi PAS. V Ceské republice se roéné narodi asi 5-6 divek postizenych

timto syndromem.

1.4.3.3 Tuberodzni sklerdza

Tuber6zni sklerdza se vyskytuje u cca 4 % autistl au asi 8 - 14 % autistii se
zachvatovitym onemocnénim. Jedna se o jedno z necastéjSich monogennich onemocnéni
spojenych s PAS. Tuto autozomalné¢ dominantni chorobu zpusobuji mutace funkéné
sptiznénych gentt 7SCI (9q34.13) a 7SC2 (16pl13.3). Choroba je charakterizovana
ptitomnosti hamartomti v mozku, srdci, ledvinach, plicich a na kizi. Tyto zmé&ny mohou
vést k epilepsii, potizim s u¢enim, problémim v chovani a dal§im komplikacim. PAS,
Navic pacienti, ktefi trpi tuber6zni skler6zou, maji velmi vysokeé riziko rozvoje autismu,

pokud jsou u nich ptitomny nadory lokalizované v temporalnim laloku mozku [31].
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1.4.4 Geny mutované u idiopatického autismu

Autismus je komplexni onemocnéni a v jeho vyvoji je pravdépodobné zapojeno
vice minorgent, jejichZ vzdjemnou nevyhodnou kombinaci mize dojit k rozvoji této
poruchy. N¢ekteré z genti uvedenych v Tabulce 3 tedy nebudou pfi¢inou autismu, ale

budou pfispivat k zvySeni pravdépodobnosti jeho vzniku [32].

Tabulka 3. Nékteré geny asociované s autismem

Symbol genu Lokus Nazev proteinu
NLGN3 Xqg28 Neurologin 3
NLGN4 Xp22.33 Neurologin 4
NRXN1 2pl6.3 Neurexin 1
SHANK3 22ql1 SH3 and multiple ankyrin repeat domains
CNTNAP2 7936 Contactin-associated protein-like 2
CNTN4 a CNTN3 | 6p26-p25 Contactin 4 a Contactin 3
PCDHI0 4q28 Protoadherin 10
NRCAM 7q31 Neuronal cell adhesion molekule
MECP2 Xq28 Methyl CpG-binding protein 1
UBE3A4 15q11-q13 Ubiquitin protein ligase E3A
DAIA 3q Deleted in autism
A2BP] 16p13 Ataxin 2-binding protein 1
EN2 7936 Engrailed 2
HOXAI 17p15.3 Homebox Al
HOXBI 17921-q22 Homebox B1
RELN 7q22 Reelin
WNT?2 7931 WENT2
FOXP2 7q31 Forkhead Box Protein P2

1.4.4.1 Geny NLGN3 a NLGN4

Tyto geny koduji neurologiny - proteiny umisténé v tzv. postsynaptické denzité
v misté pienosu nervového signalu. Neurologiny tedy hraji roli ve fungovani synapsi.
Prav€ zmény v synapsich byly popsany jako jedna z moznych pfiin autismu. Po
provedeni expresniho profilovani v mozkoveé tkani dospélych muzii a Zen bylo zjiSténo,
ze se neurologiny vyskytuji ve vSech ¢astech mozku bez vétSich rozdili v jejich
distribuci. Mutace v téchto genech byly popsany u vice pacientl s autismem, potazmo
Aspergerovym syndromem [33]. U jedinct s PAS a mutaci v genech NLGN3 ¢1 NLGN4
nebyvaji typicky popisovany dysmorfické rysy. Analyza téchto geni by méla byt

zvazena u rodin se suspektni X-vazanou dédi¢nosti autismu [22].
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1.4.4.2 Gen SHANK3

Dal$im z gent asociovanych sautismem je SHANK3, ktery je exprimovan
piedev§im v mozkové klife a mozecCku. Protein kddovany timto genem se vaze ptimo na
neurologiny a jeho zdsadni roli je vytvareni funk¢nich synapsi. Podili se téZ na formaci,
maturaci a zvétSeni dendritickych trnti. Byly objeveny delece, inzerce 1 bodové mutace
vgenu SHANK3 u pacienti s PAS. Navic mutace vtomto genu byly nalezeny
1u jedinch trpicich ADHD ¢i potizemi s feci, stejné tak jako u nepostizenych clenti
rodiny, coz svéd¢i o tom, ze se na rozvoji autismu podili v souhfe s ostatnimi

predisponujicimi geny [34].

1.4.43 Gen FOXP2

Jedna se o prvni gen, o némz se zjistilo, Ze je zodpovédny za rozvoj feci u lidi.
Bodova mutace typu missence vtomto genu byla popsdna u jedincii se zavaznou
poruchou feci ve tiech generacich jedné rodiny. Nedostatecné mnoZstvi produktu genu
FOXP2 vklicovém stadiu embryogeneze ma za ndsledek patologicky vyvoj casti
nervove tkané mozku, jez je dilezita pro vyvoj fe€i. Toto zjisténi nasvédcuje tomu, ze

by zde mohla byt souvislost s autismem [35].

1.5 Moznosti laboratorni diagnostiky genetickych pric¢in autismu

1.5.1 Karyotypizace

VysSetteni karyotypu je zékladni cytogenetické vySetieni a byvd metodou prvni
volby pi1 podezieni na geneticky podminéné onemocnéni, a to 1 z divodu financni
dostupnosti. K provedeni této metody je tieba ziskat chromozomy z metafaznich jader
délicich se bunék. Pro rozliSeni jednotlivych chromozomii se pouZivaji pruhovaci
metody, nejCastéji G-pruhovani. Principem této metody je Castecnd degradace
chromozomt (konkrétné proteinovych struktur), které je docileno trypsinem, a nasledné
obarveni Giemsovym roztokem. Jeden pruh na karyotypu odpovida zhruba 5 - 10 Mb.
Pomoci této metody miizeme odhalit vétsi strukturni aberace chromozomu. Nepftetrzité
zlepSovani v cytogenetickych postupech zahrnujici 1 vysokorozliSovaci techniky zvysilo

diagnostickou vytéznost téchto metod u pacientii s PAS téméf na 3% [6].
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1.5.2 MLPA

ZjednoduSenym principem molekularné genetické metody oznacCované touto
zkratkou (odvozenou od anglického nazvu Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification) je navazani oligonukleotidovych sond rozdélenych na dvé cCasti na
cilovou sekvenci DNA a jejich nésledna ligace a amplifikace. Sondy maji z kazdé strany
usek, ktery neni komplementarni s DNA, ale je komplementarni s primery, se kterymi
se dale pracuje. Kazda sonda navic obsahuje tzv. stuffer sekvenci o riizné predem
definované délce. Pokud dojde na zdkladé¢ komplementarity k hybridizaci, ¢asti jsou
spojeny pomoci ligdzy a po denaturaci jsou sondy zmnozeny pomoci PCR. VSechny
sondy jsou navrzeny tak, aby se amplifikovaly shodnym parem primera. V konecné fazi
se produkty odd¢li kapilarni elektroforézou, pii které dojde i1 k odecteni koncentrace
jednotlivych amplifikovanych useka, které se diky stuffer sekvenci 1isi svou délkou.

Tato metoda se ukdzala jako vyhodnd pii rutinnim screeningu znamych
chromozomalnich abnormalit vyskytujicich se u pacientti s MR, kde se jedna predevsim
o zmény Vv subtelomerickych oblastech. Béhem jedné reakce lze vySettit az 40 raznych
usekit DNA. Naptiklad komeréné dostupny kit P245 (MRC-Holland) pro vysSetieni
mikrodele¢nich syndromli zahrnuje celkem 23 oblasti v lidském genomu a lze pomoci
n¢j diagnostikovat napt. Sotosiiv syndrom, PWS/AS, Rettiv syndrom a dal$i. V piipadé
autismu jsou dostupné specialni kity k detekci nejcastéji se vyskytujicich mikrodeleci
a mikroduplikaci, napt. kit P343-C1 (MRC-Holland) obsahuje sondy pro oblast 15q11-
ql3, 16p11.2 a gen SHANKS3.

Jednou z modifikaci této metody je metyl-senzitivni MPLA, kdy dochazi

k rozstépeni DNA restrikénimi endonukleazami, které rozpoznaji metylované useky.

1.5.3 Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

FISH je molekularné cytogeneticka metoda, jejimz principem je hybridizace
fluorescencné znacené sondy, ktera je komplementarni k vySetfovanému tuseku, na
DNA chromozomil. Pro ovéfeni spravnosti hybridizace se pouziva sonda znacena jinym
barvivem, ktera je komplementarni k jinému tUseku na tomtéz chromozomu.
K podbarveni (counterstaining) se nejCastéji pouziva DAPI, ktery zaroven vytvori
pruhovani na chromozomech. Vyhodnoceni probiha za pomoci fluorescenéniho
mikroskopu, ve kterém pozorujeme interfdzni jaddra a chromozomy v mitdze. Navazané

sondy se projevi hybridiza¢nim signalem. RozliSeni FISH je cca 100 kb. Dfive se tato
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metoda pouzivala 1 pro vySetfovani subtelomerickych oblasti chromozomu, coz byva

dnes nahrazovano metodou MLPA.

1.5.4 DNA Cipy

Molekularné cytogenenetické vySetfeni pomoci mikro¢ipii bylo vyvinuto pro
vyhledavani deleci a duplikaci v genomu clovéka a umoziuje béhem jednoho
experimentu analyzovat cely genom. Momentalné jsou vyuzivany v klinickém testovani
dva typy mikroCipl, a to array CGH a SNP array, vyuZzivajici kazdy jinou techniku
hledani 1 odecitani CNV. Jelikoz bylo vice CNV zaznamendno u autistil s ptidruzenymi
nalezy, jako je mikrocefalie, epilepsie, vrozené vyvojové vady, poruchy rastu ci
dysmorfické rysy a dal§i, byla stanovena tzv. De Vriesova indikacni kritéria (Tabulka
4), podle nichz se urCuje, ktefi pacienti by méli byt vySetfeni pomoci DNA ¢ipt.
Provadéni analyzy pouze u osob, u kterych jsou k autismu ptidruzeny dalSi vady,

zvySuje diagnostickou vytéznost témét na 30 % [6].

1.5.4.1 Array CGH

Komparativni genomova hybridizace na ¢ipu (aCGH) je metoda, pti niz dochazi
k navazani kratkych useki DNA pacienta a kontroly na sondy ukotvené na pevném
podkladu, nejcastéji na skle. Jednotlivé Cipy se mezi sebou liSi hustotou a typem
pouzitych sond. RozliSujeme BAC aCGH, kde jsou sondy ziskdvany izolaci z umélych
bakterialnich chromozomi, a oligo aCGH, kde jsou oligonukleotidové sondy
syntetizovany vyrobcem piimo na Cipu. Koncentrace a délka nastépenych usekii obou
vzorkii DNA je stejnd. Kazdy vzorek je vSak oznacen jinou fluorescenéni barvou.
Kontrolni DNA je vétSinou ziskdvana smisenim DNA vice osob, takZze se referen¢ni
DNA jevi jako univerzalni. Pokud se v genomu pacienta nachazi mikrodelece, kontrolni
DNA ma tento usek v nadbytku oproti DNA pacienta a navaze se ve vétSim mnozstvi na
sondu, ktera odpovida danému useku, a u této sondy bude prevladat signal jedné barvy.
Analogicky funguje metoda 1 pro mikroduplikace. Ve findle se Cip vlozi do specidlniho
vysokorozliSovaciho skeneru, ktery detekuje intenzitu signilu fluorescen¢nich sond,
pficemz na mistech, kde se nenachdzi zadna prestavba, je intenzita signali obou barviv
ve zhruba stejném poméru. Software dodany zpravidla firmou poskytujici mikro€ipy
vyhodnoti data na zaklad¢ znalosti rozmisténi sond v lidském genomu, a vysledkem je

graf pro kazdy chromozom s nalezenymi mikrodelecemi a mikroduplikacemi.
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Array CGH nahrazuje vysokorozliSovaci chromozomové analyzy a metodu
FISH ve vySetfovani autistickych déti, ale nedetekuje balancované piestavby.
RozliSovaci schopnost aCGH se pohybuje uz od n¢kolika stovek bazi. Rozsitené uzivani
aCGH v klinické praxi vyznamné urychlilo detekci submikroskopickych deleci
a mikroduplikaci (CNV), ¢imz se zvysil pocet ptipadl autismu s objasnénou genetickou

ptic¢inou.
1.5.4.2 SNP array

Jedna se o novejsi typ Cipt s vysSi rozliSovaci schopnosti diky vétSimu poctu
zahrnutych sond. Odhali jak CNV, tak homozygozitu/heterozygozitu jednotlivych
lokusti. Principem metody je hybridizace rozstépenych denaturovanych usekli DNA na
piipravené¢ sondy, pfiCemz na kazdou sondu dojde zaroveit za pomoci polymerazy
k navazani jednoho znac¢eného nukleotidu (pt. A, T - Cyanine5; C,G - Cyanine3). Misto,
kde mé dojit k navazani nukleotidu je pfedem urceno tak, aby se jednalo o v populaci

bézné se vyskytujici SNP. Vysledkem jsou tedy dva grafy (Obrazek 4).
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Obrazek 4. Schéma vysledkl analyzy SNP array

V ptipadé, ze je deletovana wurcitd oblast na jednom z homolognich
chromozomt, dojde na prvnim grafu k poklesu intenzity signalu a tento nalez je
potvrzen ztratou heterozygozity pravé v postizeném lokusu. Analogicky u duplikaci
dochazi ke zvySeni intenzity signdlu a nalez je potvrzen vyskytem genotypi BBA
a AAB. SNP ¢ipy dokdzou odhalit uniparentalni dizomii na rozdil od klasické aCGH,
kde nelze tento jev pozorovat, jelikoz se nejedna o ztratu ani zmnoZeni genetického

materialu.
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2 CIiLE PRACE

Cilem této prace bylo zanalyzovat klinickd data souboru pacientti s PAS, u
kterych bylo provedeno vysetfeni metodou SNP array.

Cilem prvni ¢asti prace byla analyza vybranych klinickych parametrii celého
souboru pacientll. Sledované klinické parametry byly voleny jednak s ohledem na
znamou ¢astou asociaci s PAS a jednak s ohledem na indikac¢ni kritéria k vySetteni SNP
array (De Vriesova kritéria, viz Tabulka 4). Vzhledem k tomu, Ze se nejedna o ndhodny
vybér pacientt s PAS, ale o selektovany soubor, bylo zjiStovano, jak (a zda viibec) se
pacienti v jednotlivych parametrech 1i8i od bézn¢ udavanych hodnot.

Cilem druhé c¢asti byla komplexni statisticka analyza ziskanych dat s cilem
zjistit, zda nékteré parametry nebudou vykazovat asociaci, dale korelace vybranych
sledovanych parametrti, u kterych jiz v minulosti byla néjaké zavislost publikovana,
nebo ji bylo lze ocekavat, a zejména porovnani skupiny pacientli s pozitivnim a
negativnim vysledkem SNP array.

Cilem tfeti casti byl podrobnéjs$i popis vybranych pacientli, u nichz byla
metodou SNP array identifikovdna kauzalni aberace, popis jejich klinické

symptomatologie a porovndni s doposud publikovanymi piipady se stejnou aberaci.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

Studie byla provedena na souboru c¢itajicim celkem 98 pacientli, ktefi byli
vySetfovani na Oddéleni klinické genetiky Ustavu biologie a 1ékai'ské genetiky 2. LF
UK a FN Motol a na Détské psychiatrické klinice 2. LF UK a FN Motol z divodu
podezieni na poruchu autistického spektra v letech 2000 - 2013, a u kterych bylo
provedeno vySetfeni metodou SNP array. U vSech téchto pacienti byly predchozimi
vySetfenimi vylouCeny casté zndmé genetické pfi¢iny PAS, tedy cytogeneticky
detekovatelné¢ chromozomalni aberace, syndrom fragilniho chromozomu X a Rettlv
syndrom (posledni pouze u divek, u €asti z nich pouze klinicky). VSichni pacienti méli
zaroven negativni screening metabolickych vad.

Vékové rozpéti pacientii bylo 1 - 20 let a v souboru bylo 74 chlapci a 24 dévcat.
Primérny vEk, kdy se pacienti poprvé dostavili ke genetickému vySetteni, byl 7 let,
median 6 let, modus 4 roky.

VSsichni pacienti prosli psychologickym vySetfenim a diagn6za PAS u nich byla
potvrzovana pomoci diagnostickych Skal CARS a ADI-R. Psychologickym a
psychiatrickym vySetfenim byl rovnéz uptesiiovan typ autistické poruchy. Timto
postupem byla diagndza PAS potvrzena u 84 pacientli a jeden pacient byl zafazen jako
jind pervazivni vyvojova porucha. V souboru bylo ponechano 1 13 pacienti, u kterych
nebyla formalné potvrzena diagndza pervazivni vyvojové poruchy, ale kteti vykazovali
zjevné autistické rysy a dal$i fenotypové znaky, které vedly k indikaci vySetfeni
metodou SNP array. Indikace vychazely z De Vriesovych indikac¢nich kritérii (Tabulka

4), jednotlivé ptipady vSak byly posuzovany individualné a v Sir§im kontextu.

Tabulka 4. Indika¢ni kritéria podle De Vriese [36] Pacient je indikovan pti skére 3 a vice.

Znak: Body:
Rodinnd anamnéza s mentélni retardaci:
- kompatibilni s Mendelovskou dédi¢nosti (1) 1-2
- nekompatibilni s Mendelovskou dédi¢nosti (2)
Prenataln€ zapocata rlistova retardace 2
Postnatélni ristové abnormality:
- mikrocefalie (1)
- mala postava (1) max 2
- makrocefalie (1)
- vysoké postava (1)
Facialni stigmatizace 2
Jiné nez facidlni dysmorfie a kongenitdlni abnormality 1-2
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Klinické parametry, které byly hodnoceny v naSem souboru pacientli, jsou vypsany
v Tabulce 5.

Tabulka 5: Hodnocené a porovnavané klinické parametry

Pohlavi pacienta

Prubéh gravidity a perinatalni anamnéza

Psychomotoricky vyvoj (PMV)

Regres ve vyvoji feci a/nebo motorice

Autoagresivita/Heteroagresivita

Poruchy spanku

Typ autismu s nasledujicimi podkategoriemi:

o Détsky autismus (viz kap. 1.1.1)

o Atypicky autismus (viz kap. 1.1.2)

o Aspergertiv syndrom (viz kap 1.1.3)

o Jina neur¢ena pervazivni vyvojova porucha — pacienti s pervazivni vyvojovou
poruchou nespadajici do piedchozich tii kategorii

o Non F84 — pacienti s autistickymi rysy, u kterych nebyla pervazivni vyvojova
porucha potvrzena

Pritomnost a tiroven MR s nasledujicimi podkategoriemi:
o Lehka MR
o Stfedn¢ tézka MR
o Tézka MR
o Tize MR neurcena (pacienti s MR nejasné tize)

Pritomnost dysmorfickych rysi a vrozenych vyvojovych vad

Poruchy ristu s nasledujicimi podkategoriemi:

o Maly vzrust

0 Makrosomie
o Nadvaha

o Mikrocefalie absolutni (obvod hlavy pod 3. percentilem) ¢i relativni (obvod hlavy
neodpovidajici ostatnim ristovym parametriim)

0 Makrocefalie absolutni (obvod hlavy nad 97. percentilem) ¢i relativni (obvod hlavy
neodpovidajici ostatnim ristovym parametriim)

Epilepsie
Vysledek MRI CNS

Rodinna anamnéza s nasledujicimi podkategoriemi:

o Postizeni u sourozence

o PAS v §ir§i rodiné

o Sirsi autisticky fenotyp v roding

o Psychiatrické onemocnéni v rodiné

Kategorie nalezu na SNP array
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3.2 Metody

Hodnocené parametry byly zjiStovany ptisluSnymi odborniky a autorka spisu
byla u nékterych vySetfeni nebo stanoveni ptitomna.

Udaje o pribéhu gravidity, perinatdlni anamnéze, psychomotorickém vyvoiji,
regresu, autoagresivité nebo heteroagresivit¢ a poruchach spanku byly ziskavany
pohovorem srodi¢i. Diagnoza PAS a typ autismu byly zjiStény psychologickym
a psychiatrickym vySetfenim za pouziti Skal CARS a ADI-R. Tize MR byla zjiStovana
psychologickym vySetfenim. Dysmorfické rysy byly posuzovany pii klinicko-
genetickém vySetfeni porovnanim fenotypu pacienta s fenotypem jeho piimych
piibuznych, obvykle spolu se zhodnocenim fotodokumentace zrodiny. Vyskyt
vrozenych vyvojovych vad byl zjistén klinickym vySetienim ¢i1 studiem zdznamu
piredchozich vySetfeni s vyuzitim zobrazovacich metod, nejCastéji ultrazvuku,
z dostupnych lékatskych zprav. Rlstové parametry pacientii byly ziskdvany méfenim
provadénym sestrou z Oddéleni klinické genetiky za pouziti standardnich kalibrovanych
meétidel. Pfitomnost epilepsie byla zjiStovana pohovorem s rodi¢i, neurologickym
vySetfenim a vySetfenim EEG. MRI CNS bylo provadéno za standardnich podminek
a vyhodnoceni snimki bylo provedeno radiologem s piislusnou erudici. Udaje o rodinné
anamnéze byly ziskany od rodi€l pacienta prostfednictvim komplexniho
rodokmenového dotazniku. Analyza metodou SNP array byla provadéna na cipech
HumanCytoSNP-12 od firmy Illumina, které obsahuji asi 300 tisic oligonukleotidii
analyzujicich SNPs a vybrané CNV. Vyhodnoceni bylo provedeno algoritmy
obsazenymi v programech GenomeStudio a QuantiSNP. Nalezené aberace byly ovéfeny
pomoci jiné nezavislé metody (FISH, MLPA, array CGH na ¢ipech SurePrint G3 human
CGH array 2x400K firmy Agilent).

Data byla zadana do tabulkového procesoru Microsoft Excel od firmy Microsoft
a z vyhotovené tabulky byla zpracovavana analyza souboru pacientii. Statisticka analyza
byla provedena pod vedenim zkuSeného statistika metodami uvedenymi niZze volenymi
s ohledem na pocet porovnavanych kategorii a po€et pozorovani. Vzhledem k tomu, ze
proménné jsou kategoridlni, byla k ozfejméni, zda v souboru existuje asociace mezi
jednotlivymi dvojicemi sledovanych proménnych, pouzita kontingen¢ni analyza. Pro
kazdou dvojici proménnych byla sestavena kontingencni tabulka a spocteny

kontingen¢ni koeficienty. Statistickd vyznamnost asociace pak byla testovana (pokud to
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pocet pozorovani umozioval) Fischerovym testem. Dale byla provedena shlukova
(clusterovd) analyza celého souboru.

Porovnani skupiny pacientti s kauzalnim nebo pravdépodobné kauzalnim
nalezem na SNP array se skupinou pacienti bez nalezu bylo provedeno pomoci
logistické regresni analyzy. Logisticky regresni model je specidlnim ptfipadem
zobecnéného linedrntho modelu, ktery lze (mimo jiné) wvyuzit 1 k predikci
pravdépodobnosti ¢1 pomérta Sanci nastdni néjakych jevii v zévislosti na sledovanych
znacich. V této praci byla snaha sestavit logisticky model pro predikci poméru Sanci
indikace skupiny A (pacienti s ndlezem) a B (pacienti bez nalezu) popsanych v kapitole
4.2.7 na zakladé vhodné€ zvolené podmnoziny ostatnich sledovanych proménnych (viz

seznam Vv kapitole 3.1)
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4 VYSLEDKY

4.1 Analyza klinickych parametri celého souboru pacientii

4.1.1 Pohlavi pacienti

Ze souboru 98 pacientti bylo 74 (75,5 %) chlapcii a 24 (24,5 %) divek, jak je

znazornéno na Obrazku 5.

o Chlapci

mDivky

Obrazek 5. Zastoupeni chlapct a divek v souboru pacientti

4.1.2 Prubéh gravidity a perinatdalni anamnéza

U 34 pacientt (34,7 %) byla pozitivni prenatalni anamnéza (tj. nefyziologicky
prubéh gravidity). Jednalo se zejména o gestacni diabetes mellitus, virové infekty
s hyperpyrexii, hypertenzi a preeklamspii s nutnosti 1€cby, ptipadné abortus imminens.
(2,0 %) nebyla data o pribéhu gravidity k dispozici, protoze se jednalo o adoptované
déti. Procentudlni zastoupeni pacientl s rizikovym prenatalnim obdobim je znazornéno

na Obrazku 6.

O Pozitivni prenatalni anamnéza
B Téhotenstvibez komplikaci
ONedostupna data

Obrazek 6. Prib¢h gravidity

Dal$im sledovanym parametrem byla perinatalni anamnéza. VéEtSina pacientl

(64, tj. 65,3 %) byla donosend, resp. hranicn¢ donoSena (porod mezi 36 - 40 tydnem)
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a méla nekomplikovanou poporodni adaptaci. Pozitivni perinatalni anamnéza byla
zjisténa v 31 piipadech (31,6 %). U tii pacientii (3,1 %) nebyla tato data dostupna. Data

jsou shrnuta v Obrazku 7 a dale diskutovana v kapitole 4.2.1.

O Pozitivni
BNegativni

ONeznamo

Obrazek 7. Perinatalni anamnéza

U dvou pacientt (2,0 %) s pozitivni perinatalni anamnézou se jednalo o tézkou
prematuritu (porod ve 25. resp. 28. tydnu gravidity), u 11 pacientti (11,2 %) se jednalo
o stiedné¢ tézkou nezralost (porod mezi 29. — 34. tydnem). DalSich 17 pacientti (17,4 %)
s pozitivni perinatalni anamnézou bylo donoSenych resp. pouze lehce nezralych, méli
v8ak ztizenou poporodni adaptaci a byla u nich nutné intenzivni péce. Tyden porodu a

pomér pacientl s pozitivni perinatdlni anamnézou je zndzornén na Obrazku 8.

80

70+

60

50

% 40

O Celkem pacient

30

B Poztivni perinatalnianamnéza

20+

10

0 T T
24-28 29-34 35-37 38-42 NA

Tyden porodu

Obrazek 8. Vztah pozitivni perinatalni anamnézy s tydnem porodu
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4.1.3 Psychomotoricky vyvoj a regres ve vyvoji

Sledovan byl také psychomotoricky vyvoj pacientli. Fyziologicky vyvoj
motoriky 1 feci byl zaznamenan u 17 pacientt (17,4 %). Opozdéni motoriky a zaroven
normalni vyvoj fect byl zjistén u 10 pacienttt (10,2 %), u 3 z nich pozd¢ji doslo
k regresu ve vyvoji fe¢i. Normalni motoricky vyvoj ale opozdény vyvoj feci melo 30
pacientll (30,6 %). Opozdéni motorickych dovednosti 1 vyvoje feci bylo zjisténo u 40
pacientl (40,8 %). U jednoho pacienta (1,0 %) nebyly udaje o ¢asném vyvoji zndmy
(adoptovan¢ dit€). Rozdé€leni pacientii podle psychomotorického vyvoje ukazuje

Obrazek 9.

O Bez opoZdéni
| OpoZdéna motorika
OOpoZdénared

O OpoZdéna motorika i fed

mNMNeznamo

Obrazek 9. Psychomotoricky vyvoj pacientd

Regres ve vyvoji teci byl zaznamenan u 30 pacientti (30,6 %), u 20 z nich byl
zaroven vyvoj fe€i od pocatku opozdén a u zbyvajicich 10 byl Casny vyvoj feci
fyziologicky. K regresu v feci 1 v motorickych dovednostech doslo u 6 pacientli (6,1 %),
u 3 znich byl od pocatku opozdén jak vyvoj motoriky, tak 1 vyvoj fe¢i, u 2 z nich byl
opozdén pouze vyvoj fe€i, u jednoho pacienta byl asny vyvoj motoriky 1 fecCi bez
opozdéni. Samostatny regres v motorickych dovednostech nebyl popsdn u zadného
pacienta. Regres ve vyvoji nebyl pozorovan u 61 pacientt (62,2 %), ptficemz 9 z nich
vykazovalo zcela fysiologicky vyvoj, 7 bylo opozdéno ve slozce motorické, 17 mélo
opozdénou fe¢ a 28 vykazovalo opozdéni jak vyvoje fec¢i, tak 1 motoriky. Pfitomnost

regresu je schematicky znazornéna na Obrazku 10.

ORegresv fedi
B Regresv ifedi i motorice
OBezregresu

OMNeznamo

Obrazek 10. Podil pacientl s popsanym regresem ve vyvoji
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4.1.4 Agresivita

Dal$im sledovanym parametrem bylo agresivni chovani a sebeposkozovani.
Heteroagresivita byla zjiSténa u 19 pacientt (19,4 %), autoagresivita u 8 pacientl
(8,2 %), 20 pacienti (20,4 %) bylo agresivnich vici okoli a zaroven u nich bylo
popsano sebeposkozovani. U 48 pacienti (49,0 %) nebylo agresivni chovani
pozorovano, u 3 (3,1 %) pacienti byla data nedostupna. Podil pacientli s agresivnim

chovanim je znazornén na Obrazku 11.

OAutoagresivita
mHeteroagresivita
O Oboji

OBez agresivity

B Neznamo

Obrazek 11. Podil pacientil s agresivnim chovanim

4.1.5 Poruchy spanku

Poruchy spanku byly popsany u 17 pacienti (17,4 %), jednalo se zejména
o prevraceny spankovy rezim, zasadni obtize pfi usinani, pfipadné o velmi malou
potiebu spanku ¢i o napadné Casté (obvykle vice nez 10 x) no¢ni buzeni. U 79 pacientl
(80,6 %) rodi¢e neudavali zadné vyrazné obtize se spankem, u 2 pacientit (2,0 %)
nebyly tdaje o spankovém rezimu k dispozici. Procentualni zastoupeni ukazuje Obrazek

12.

OPritomny
B Nepritomny
ONeznamo

Obrazek 12. Poruchy spanku u pacientti
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4.1.6 Typ autismu

Détsky autismus byl diagnostikovan u 63 pacienti (64,3 %), Aspergeriv
syndrom u 8 (8,1 %) a atypicky autismus u 13 (13,3%). U jednoho pacienta (1,0 %) byla
diagnéza uzaviena jako jina pervazivni vyvojova porucha a u 13 pacientt (13,3 %) byla
diagndza uzaviena jako non-F84. Procentudlni zastoupeni jednotlivych typd autismu

v souboru je znazornéno na Obrazku 13.

BDEtsky autismus

BAspergriv syndrom

DAtypicky autismus

OJina pervazivni vyvojova porucha
BNan FB4

Obrazek 13. Zastoupeni jednotlivych typti autismu u pacientti

4.1.7 Uroveit mentdlni retardace

Komorbidni MR byla diagnostikovana u 74 pacientt (75,5 %), 23 pacientt
(23,5 %) melo intelekt v mezich normy, u jednoho pacienta (1,0 %) nebyla ptitomnost
MR dosud uréena. Tize MR se pohybovala od horniho pasma lehké MR az po MR

tézkou. Zastoupeni jednotlivych typi MR v souboru je zobrazeno na Obrazku 14.

OBezMR

@Lehka MR

O Stfednétézka MR
OTézka MR

EMNeuréena pfitomnost MR

Obrazek 14. Mentalni retardace u pacientdl s poruchou autistického spektra
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4.1.8 Piitomnost dysmorfickych rysit a vrozenych vyvojovych vad

Pritomnost dysmorfickych rysi (facialni stigmatizace) byla popsana u 72
pacientt (73,5 %) Ve vétsin¢ ptipadii se jednalo o nespecifickou facidlni stigmatizaci,
ktera neupominala na zadny z popsanych genetickych syndromi. Fenotyp typicky pro
znamy syndrom vykazoval pouze jeden pacient (1,0 %), u kterého vSak vSechny
dosavadni pokusy potvrdit tento syndrom selhaly (viz kap. 4.3.1).

Naprostd vétSina pacientit (85, tj. 86,7 %) neméla diagnostikovanu zadnou
pridruzenou vrozenou vyvojovou vadu. Ty se vyskytovaly pouze u 12 pacientd
(12,2 %). Jednalo se naptiklad o orofacialni rozstép, cystickou degeneraci ledviny,
hydronefrozu, transpozici velkych tepen, Fallotovu tetralogii, foramen ovale apertum,
defekt septa sini, stendzu plicnice, atrézii zvukovodu, syndaktylie. U jednoho pacienta
(1,0 %) nebyla ptitomnost vrozenych vad v dobé vysetieni oziejmena.

Percentudlni zastoupeni pritomnosti dysmorfickych rysi a pfitomnosti

vrozenych vyvojovych vad ukazuje Obrazek 15.

Stigmatizace Vrozené vyvojové vady

@Ano
mNe
ONezndmo

Obrazek 15. Stigmatizace a pfitomnost vrozenych vyvojovych vad

4.1.9 Poruchy ristu

4.1.9.1 Télesna vyska

Udaje o t&lesné vyice byly dostupné u 88 pacientti. Télesnd vyska v mezich
normy (5. — 95. percentil) byla zjiSténa u 69 pacientt (78,4 %). Signifikantni porucha
rustu (5. percentil a méné nebo 95. percentil a vice) se vyskytovala u 19 pacientd
(21,6 %). U 11 pacientti (12,5 %) byl zjistén maly vzrist, u 8 pacientti (9,1 %) vysoky

vzrust resp. makrosomie. Zastoupeni pacientli s poruchou ristu znazornuje Obrazek 16.
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OVyska v mezich normy
EMaly vzriist
OVysoky variist

ONezmeéieno

Obrazek 16. Té¢lesna vyska pacienti s PAS

4.1.9.2 Télesna hmotnost

Udaje o hmotnosti byly dostupné u 87 pacientd. Nadvaha aZ obezita byla
zjisténa u 16 z nich (18,4 %). U dalSich 7 pacientd (8,0 %) byla hmotnost nad
95. percentilem, nicméné pomér hmotnosti ktélesné vySce byl odpovidajici.

Procentudlni zastoupeni vahy pacientli zndzoriuje Obrazek 17.

OPacientis nadvahou az obezitou

B Pacientis vahou v normé

ONeznamo

Obrazek 17. Télesna hmotnost pacientti

4.1.9.3 Obvod hlavy

Obvod hlavy (OHL) byl zméfen u 75 pacientt (76,5 %). U 43 (43,9 %) pacientd
byl OHL v normé a zdroven v souladu s ostatnimi télesnymi proporcemi. U 5 pacientl
(5,1 %) byla zjisténa izolovand mikrocefalie (obvod hlavy pod 3. percentilem pfti
normalni télesné vysce), u 3 pacienti (3,1 %) byla sice zjiSténa mikrocefalie (u vSech
byl OHL pod 3. percentilem) ale zaroven maly vzrist (rovnéz pod 3. percentilem).
Obvod hlavy u nich tedy odpovidal ostatnim rastovym parametrim. U 13 pacientl
(13,3 %) byla zjisténa mikrocefalie relativni (obvod hlavy byl sice v mezich normy, ale
byl vyznamné niz8i nez by odpovidalo ostatnim rtistovym parametriim)

Izolovana makrocefalie byla zjisténa u 3 pacientit (3,1 %), dalsi dva (2,0 %)

pacienti méli obvod hlavy nad 97. percentilem, nicméné ostatni ristové parametry byly
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rovnéz nad 97. percentilem. Relativni makrocefalie byla zjisténa u 6 pacientti (6,1 %).
Procentualni zastoupeni jednotlivych typi makrocefalie resp. mikrocefalie znazornuje

Obrazek 18.

ONormalni OHL
Blviakrocefalie
ORelativni makrocefalie
OMikrocefalie

B Relativni mikrocefalie

ENezméreno

Obrazek 18. Obvod hlavy

4.1.10 Epilepsie

Epilepsie byla diagnostikovana u 19 pacient (19,3 %). Ostatnich 79 pacienti
(80,6 %) epilepsii netrpélo (Obrazek 19). U ¢asti téchto pacientl byl popsan abnormalni
EEG z4dznam ovSem bez klinického korelatu, u fady pacienti vSak byl EEG zdznam

nehodnotitelny pro nespolupraci, a proto nebylo hodnoceni EEG zatazeno do vysledkd.

=@ ANno
mNe

Obrazek 19. Vyskyt epilepsie u pacientti

4.1.11 Vysledek MRI CNS

Vysledek magnetické rezonance mozku byl dostupny u 80 pacienta (81,6 %).
U 18 pacientt (18,4 %) vysledek dostupny nebyl anebo MRI vySetteni nebylo nikdy
provedeno. U 53 pacientil (66,3 %) byl vysledek MRI vyhodnocen jako fyziologicky.
Zcela fyziologicky nalez CNS na MRI nemélo 27 pacientti (27,5 %), v naprosté vétSiné
piipadli se vSak jednalo o zmény nespecifické (opozdéna myelinizace, nespecifické

signalové zmény v bilé hmoté, loziska gliozy, mirnd korova atrofie, ptitomnost
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subarachnoidalnich cyst, Arnold Chiariho malformace typ 1, ageneze corpus callosum).

Grafické znazornéni vysledki MRI CNS ukazuje Obrazek 20.

OMRI s nalezem

mBMRIbez nalezu

OZadna data o MRI

Obrazek 20. Vysledky vySetieni MRI CNS

4.1.12 Rodinna anamnéza

Dal§im parametrem byla rodinnd anamnéza. Pro snadnéjSi hodnoceni byly
jednotlivym faktoram ptidéleny body. Udaje tykajici se rodinné anamnézy nebyly
k dispozici u 7 pacientit (7,1 %). Ostatni pacienti spadali do jedné ze sedmi skupin
zévaznosti rodinné anamnézy ohodnocené 0-10 body: vyskyt autismu u sourozence 10
bodli, niz8i pocet bodl pak rizné kombinace autismu u vzdalen&jSiho ptibuzného
a pritomnosti SirSiho autistického fenotypu a jinych psychiatrickych onemocnéni
v rodin€. Pacienti, u kterych nebylo popsano zadné psychiatrické onemocnéni v roding,
maji 0 bodid (Tabulka 6). Zastoupeni pacienti na zakladé¢ bodového ohodnoceni

znazorhuje Obrazek 21.

Tabulka 6. Bodové ohodnoceni podle rodinné anamnézy

Pocet bodii Rodinna anamnéza Pocet pacientii
10 Postizeny sourozenec 16
9 Autismus v rodin¢ + psychiatrické onemocnéni )

v roding + $ir$i autisticky fenotyp v rodiné
2 Autismus v rodin¢ + psychiatrické onemocnéni 3
v roding
5 Psychiatrické onemocnéni v roding + Sirsi 5
autisticky fenotyp v rodiné
3 Sirsi autisticky fenotyp v rodiné 9
2 Psychiatrické onemocnéni v rodiné 24
0 Zcela negativni rodinna anamnéza 32
- Chybé¢jici rodinnd anamnéza 7
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B 10 bodu
@9 bodi

08 bodi

05 bodi

B3 body

02 body

B0 bodi
OChybidata

Obrazek 21. Rozdéleni pacienti na zakladé bodového ohodnoceni rodinné anamnézy

4.1.13 Kategorie nalezu na SNP array

Po vySetfeni metodou SNP array byli pacienti rozdéleni do 5 kategorii.
V kategorii 1 byli pacienti, u kterych byla prokazana aberace, kterd ma témét jisté
prokéazanou spojitost s PAS (9 pacientt, tj. 9,2 %). Tti ilustrativni piiklady takovych
nalezii jsou prezentovany v kapitole 4.3. V kategorii 2 byli pacienti, u kterych byly
nalezeny aberace, které by velmi pravdépodobné mohly mit podil na vzniku autismu (3,
tj. 3,0 %). Do kategorie 3 byli zatfazeni pacienti s nejasnym nalezem, o jehoz kauzalité
se nelze v soucasné dobé vyjadrit, ale jehoz souvislost s PAS nebylo mozno vyloucit
(13, t3. 13,3 %). V kategorii 4 byli zafazeni pacienti, u kterych se s velkou
pravdépodobnosti nejednalo o CNV s vlivem na rozvoj autistického fenotypu (36, tj.
36,7 %). Kategorie 5 zahrnovala jedince, u kterych bylo vylouc¢eno, Ze by nalezené
aberace v genomu zpusobovaly PAS, jelikoz se ve vSech ptipadech jednalo pouze o
bézné se vyskytujici CNV ve zdravé populaci (37, tj. 37,8 %). Na Obrazku 22 je

zobrazeno procentudlni zastoupeni jednotlivych kategorii v souboru.

OKategorie 1

mKategorie 2
OKategorie 3
OKategorie 4
mKategorie 5

Obrazek 22. Zastoupeni pacientti s PAS v kategoriich podle nalezu na SNP array
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4.2 Korelace vybranych klinickych parametri a porovnani
pacientt dle vysledka SNP array

V této kapitole jsou popsany vztahy vybranych klinickych parametra, u kterych
byla jiz v minulosti popsana zavislost, a dale vzajemné porovndni klinickych parametri

u jednotlivych kategorii pacientll podle vysledki SNP array.

4.2.1 Asociace jednotlivych parametrit v celém souboru

Kontingen¢ni analyza, ktera byla provedena k oziejméni, zda v souboru existuje
asociace mezi jednotlivymi dvojicemi sledovanych proménnych, nepoukazala na
zadnou vyznamnou asociaci mezi dvojicemi relevantnimi pro naSe zkoumani (viz
Ptiloha 2). Dale byla provedena shlukova (clusterova) analyza celého souboru s cilem
zjistit, zda v souboru neexistuje skupina pacientl s podobnou charakteristikou, ktera by
po dalSim podrobné&jSim zhodnoceni mohla napt. poukazovat na vyssi pravdépodobnost
pozitivniho vysledku SNP array. Zadna takova skupina pacientll viak touto analyzou

odhalena nebyla (viz Ptiloha 3, kompletni data dostupnd na vyzadani).

4.2.2 TiZe MR u jednotlivych typui autismu

Z celkem 63 pacientl s détskym autismem jich 14 (22,2 %) trpélo lehkou MR,
27 (42,9 %) stiedné t€zkou MR, 9 (14,3 %) té¢Zkou MR, 12 (19 %) MR netrpélo viibec
au jednoho (1,6 %) nebyla prozatim urcena tize MR. Z 8 pacienti, u nichz byl
diagnostikovan Aspergerav syndrom, trpél 1 (12,5 %) lehkou MR a zbytek, tedy 7
pacientl (87,5 %), melo intelekt v mezich normy. Ze 13 pacientli s atypickym autismem
3 netrpéli MR, u 6 (46,2 %) byla diagnostikovana lehkd MR, u 2 (15,4 %) sttedné tézka
MR, u 1 (7,7 %) tézka MR au 1 (7,7 %) pacienta nebyla stanovena tize MR. Co se tyce
13 pacientii, u kterych byla diagn6za uzaviena jako non F84, dva (15,4 %) méli lehkou
MR, 7 (53,8 %) stiedné tézkou MR, 3 (23,1 %) tézkou MR a jeden (7,7 %) MR netrpél.

Tizi MR u jednotlivych typl autismu zndzoriiuje Obrazek 23.
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Détsky autismus Aspergeriv syndrom
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mLehka MR

O Stredné téZka MR

OTézka MR NOH F84

mNeurCend MR

Obrazek 23. Tize MR u jednotlivych typt autismu

K ozfejméni zda v naSem souboru existuje vyznamna korelace mezi typem
autismu a tizi MR byl pouzit Fischeriiv test. Zjisténd byla hodnota p= 0,2358, coz

nesvédci pro vyznamnou asociaci tize MR a typu autismu v naSem souboru.

4.2.3 Vztah pohlavi a tiZe mentdlni retardace

Z 19 divek, u nichz byla pfitomna MR, jich 7 (36,8 %) mélo lehkou MR, 8
(42,1 %) stfedné téZkou MR, 3 (15,8 %) t€Zkou MR a u jedné (5,3 %) nebyla tize MR
prozatim stanovena. Z 55 chlapcti s diagnostikovanou MR se u 16 (29,1 %) vyskytovala
lehkd MR, u 29 (52,7 %) stfedné tézka MR a u 10 (18,2 %) tézkd MR. Tizi MR

v souvislosti s pohlavim zndzoriiuje Obrazek 24.

Divky

@mlLehka MR

m Stredné tézka MR
OTézka MR
ONeuréena MR

Obrazek 24. Porovnani procentualniho zastoupeni tize MR u chlapcti a u divek

K ozfejméni, zda v nasem souboru existuje vyznamna korelace mezi tizi MR a
pohlavim, byl pouzit Fischertiv test. ZjiSténa byla hodnota p = 0,793. Ve vzorku se tedy

nepodaftilo prokédzat vyznamnou zavislost mezi tiZzi MR a pohlavim.
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4.2.4 Vztah pohlavi a typu autismu

Z 24 divek byl u 14 (58,3 %) diagnostikovan détsky autismus, u jedné (4,2 %)
Aspergerav syndrom, u 3 (12,5 %) atypicky autismus a u 6 (25,0 %) byla diagnoza
uzaviena jako non F84. Co se tyCe 74 chlapct, 49 (66,2 %) mélo détsky autismus, 7
(9,5 %) Aspergeriv syndrom, 10 (13,5 %) atypicky autismus, jeden (1,4 %) jinou
pervazivni vyvojovou poruchu a u 7 (9,4 %) byla diagnéza uzaviena jako non F84.

Procentudlni zastoupeni jednotlivych typt autismu u chlapcti a divek je na Obrazku 25.

Chlapci

@ Détsky autismus

mAspergertiv syndrom \
OAtypicky autismus N
ONon Fg4 )

mJina pervazivnivyvojova porucha| .

Obrazek 25. Porovnani typt autismu u chlapct a divek

K ozfejméni, zda v nasem souboru existuje vyznamna korelace mezi typem
autismu a pohlavim, byl pouzit Fischeriiv test. ZjiSténa byla hodnota p = 0,3936. Ve

vzorku se tedy nepodafilo prokazat vyznamnou zavislost mezi tizi MR a pohlavim.

4.2.5 Vztah opoidéni asného psychomotorického vyvoje a MR

Ze 17 pacientt s fyziologickym psychomotorickym vyvojem byla u 12 (70,6 %)
pozdéji diagnostikovana MR riizné tize a pouze u 5 pacientd (29,4 %) byl zjistén
normalni intelekt. Ze 40 pacientli, ktefi byli opozdéni v obou slozkach vyvoje, byl
normalni intelekt zaznamenan u 5 ptipadd (12,5 %) a u 35 (87,5 %) byla pozdé&i
diagnostikovdna MR rizné tize. Z 30 pacientli, ktefi méli opozdénou fe¢, mélo 9
(30,0 %) normalni inteligenci a MR byla diagnostikovana u 21 z nich (70,0 %). Z 10
pacientt, kteti meli opozdény ¢asny motoricky vyvoj, byla MR pozdéji diagnostikovana
u 6 (60,0 %) a 4 pacienti (40,0 %) meli normalni inteligenci. Procentuélni zastoupeni

pacientll zndzoriuje Obrazek 26.
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PMY bez opoZdéni OpoZdénaiecimotorika
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.Obrazek 26. Vztah prubéhu psychomotorického vyvoje a pritomnosti MR

K ozfejméni vztahu mezi MR a opozdénim ¢asného psychomotorického vyvoje
byl rovnéz pouzit Fischertiv test. Hodnota p = 0,2347 nesvéd¢i pro zavislost mezi

¢asnym psychomotorickym vyvojem a ptitomnosti MR.

4.2.6 Vyskyt epilepsie a ndlez na MRI

Magneticka rezonance byla provedena u 80 pacientt (81,6 %). Z tohoto poctu
mélo zachvatovité onemocnéni a zaroven pozitivni nalez na MRI 10 pacientt (12,5 %).
Dale 7 pacientt (8,8%) trpélo epilepsii, ale nebyl u nich prokdzan pozitivni nalez na
MRI. U 17 pacientti (21,3 %) byl pozitivni nalez na MRI, ale nevyskytovalo se u nich
zachvatovité onemocnéni a 46 pacientt (57,5 %) nemélo pozitivni nalez na MRI ani

u nich nebyla popsana epilepsie (Obrazek 27).

Pacienti s epilepsii Pacienti bez epilepsie

O Pozitivni nalez na MRI

B Bez nalezu na MRI

Obrazek 27. Vyskyt epilepsie a nalez na MRI
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K ozfejméni, zda existuje vyznamna korelace mezi vyskytem epilepsie a
nalezem na MRI byl pouzit Fischerv test. Hodnota p = 0,03755 poukazuje na urcitou

asociaci mezi vysledkem MRI a vyskytem epilepsie.

4.2.7 Asociace klinickych parametru s vysledky SNP array

Korelace klinickych parametrii s ndlezy na SNP array se zaméfila hlavné na
rozdily mezi skupinou A (pacienti z kategorie 1 a 2, celkem 12 pacientt), u které byla
s velkou pravdépodobnosti objasnéna genetickd podstata autismu a skupinou B (pacienti
z kategorie 4 a 5, celkem 73 pacientll), u kterych naopak genetickd pticina autismu
pomoci SNP array objasnéna nebyla (Tabulka 7). U pacientti z kategorie 3 se jednalo
o nejasné nebo dnes neinterpretovatelné nalezy, a proto byla tato kategorie z korelace
vytazena. Pro uplnost je v poslednim sloupci uvedena 1 skupina C (pacienti z kategorie

3, celkem 13 pacienti).

Ke zjisténi zda existuje vyznamny rozdil mezi skupinami A a B, resp. zda Ize pti
n¢jaké kombinaci sledovanych parametrii o¢ekavat vyssi pravdépodobnost pozitivniho
vysledku SNP array, byla pouzita logisticka regresni analyza. Vysledky analyzy vedly
k zavéru, ze zadna ze sledovanych proménnych nema prokazatelny vliv na pomér Sanci
zafazeni pacienta do skupiny A vici skupin€ B. Vysledek analyzy je v Ptiloze 1.
Ackoliv zatazeni nékterych proménnych do modelu pouze s konstantou vedlo k
mirnému sniZzeni Akaikeho kritéria (AIC), zatfazeni Zadné z nich nevedlo ke statisticky

vyznamnému sniZzeni deviance modelu ani na 10% hladiné vyznamnosti.
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Tabulka 7. Porovnani klinickych parametr( u pacientli s vyznamnou aberaci nalezenou

pomoci metody SNP array s pacienty bez nalezu

Parametr Skupina A | Skupina B | Skupina C

Zastoupeni divek 33,3% 21,9% 30,8%

Pozitivni prenatalni anamnéza 45,5% 31,9% 46,2%
Pozitivni perinatalni anamnéza 63,6% 28.,2% 30,8%
Opozdéna pouze motorika 2500,0% 6,9% 15,4%

PMV Opozdéna pouze fec 16,7% 36,1% 15,4%
Opozdéna fe¢ i motorika 50,0% 41,7% 30,8%

Regres i Ret 16,7% 34,7% 23,1%
Rec 1 motorika 0,0% 8,3% 0,0%

Heteroagresivita 27,3% 18,1% 25,0%

Agresivita Autoagresivita 9,1% 8,3% 8,3%
Auto i heteroagresivita 0,0% 25,0% 16,7%

Poruchy spanku 0,0% 19,4% 25,0%

Détsky autismus 66,7% 68,5% 38,5%

Aspergertv syndrom 16,7% 2,7% 30,8%

Typ autismu Atypicky autismus 8,3% 15,1% 7,7%
Non F84 8,3% 12,3% 23,1%

Jina pervazivni vyvojova porucha 0,0% 1,4% 0,0%

Celkem 83,3% 77,8% 61,5%
Lehka MR 30,0% 32,1% 25,0%
MR Stfedné tézka MR 40,0% 51,8% 50,0%
Tézka MR 20,0% 16,1% 25,0%

Neur¢en typ MR 10,0% 0,0% 0,0%
Pritomnost dysmorfickych ryst 83,3% 74,0% 69,2%
Vrozené vyvojové vady 8,3% 15,3% 0,0%
Maly vzrust 0,3% 9,4% 15,4%

Makrosomie 18,2% 10,9% 0,0%
Nadvaha 18,2% 17,7% 23,1%
HoLEy Absolutni mikrocefalic 12,5% 9,6% 16,7%
Relativni mikrocefalie 25,0% 19,2% 8,3%

Absolutni makrocefalie 12,5% 7,7% 0,0%
Relativni makrocefalie 12,5% 5,8% 16,7%
Ptitomnost epilepsie 41,7% 12,3% 38,5%
Pozitivni nalez na MRI 45,5% 32,8% 25,0%
Postizeny sourozenec 0,0% 16,2% 41,7%

Rodinna Autismus v rodiné 10,0% 7,1% 7,7%
anamnéza Psychiatrické onemocnéni v rodiné 30,0% 54,3% 15,4%
Sirsi autisticky fenotyp v rodiné 10,0% 23,2% 23,1%
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4.3 Kazuistiky vybranych pacientii s kauzalni aberaci

4.3.1 Pacient 1 (aut012p)

Chlapec byl doporucen ke genetickému vySetfeni v 7 letech véku z diivodu
opozdéni psychomotorického vyvoje a opozdéni vyvoje fe€i. Klinickym vySetienim byl
diagnostikovan détsky autismus a stfedné¢ tézka MR. Chlapec navstévuje specidlni
zékladni Skolu a je hodnocen slovné. V 5 letech prodélal pacient epilepticky zachvat, od
té doby je medikovan a k dal§imu paroxysmu jiz nedoSlo. V dobé¢ vySetteni byl chlapec
asthenick€ého habitu, vysokého vzrlstu s makrocefalii. Fenotyp chlapce vykazoval
dysmorfické rysy - hruby, dlouhy obli¢ej, antimongoloidni sklon oc¢nich S§térbin,
prominujici brada. Na zaklad¢ antropometrického a endokrinologického vySetieni byla
u pacienta zjiSténa pubetas praecox centralis a urychleni sexudlni maturace i kostniho
véku o 3 az 3,5 roku. Genealogicka data jsou nedostatecna, matka pochazi z détského
domova a udaje o otci zcela chybi. Vzhledem k fenotypu a rstovym parametriim bylo
u chlapce od pocatku pomySleno na Sotostiv syndrom, ktery je zpiisoben mutacemi
genu NSDI.

U pacienta bylo provedeno vySetteni karyotypu, vySetieni syndromu fragilniho
X, molekularn¢é genetické vySetteni genu NSDI a CGH array (Cytochip BlueGnome,
detekce mikrodeleci ¢i mikroduplikacé vétSich nez 1 Mb). VSechna provedena vySetteni
byla negativni. Vzhledem k velmi suspektnimu fenotypu byl chlapec indikovan
k vySetfeni metodou SNP array, které odhalilo 115 kb dlouhou deleci chromozomu 5 v
oblasti 5q35.2-q35.3 (Obrazek 28). Jedna se o deleci postihujici podstatnou ¢ast genu

NSD1 a vzhledem k fenotypu chlapce ji Ize povazovat za kauzalni.

q143

T 211 B G213 W G231 TR ok WX 32

15¢ Position| 173,572,601 174,388 451 175,204,301 176,020,151 176,836,001 177,651,851 178,467,701 179,263,551 180,099,401 80.9]

Obrazek 28. Vysledky SNP array, delece na 5q chromozomu
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4.3.2 Pacientka 2 (aut038p)

Pacientka je dit¢ zIIl. gravidity po IVF. Gravidita byla dvojCetna, bez
komplikaci. Porod byl proveden elektivni sekci v 39. tydnu gravidity, porodni hmotnost
pacientky byla 3650 g, porodni délka 48 cm. Poporodni adaptace byla bez komplikaci.
Ve 3 mésicich v€ku byla pacientka odeslana k neurologickému vySetteni pro hypotonii
a equinovardzni postaveni nozek. Z téchto divodii byla doporucena rehabilitace, Casny
motoricky vyvoj byl vnormé, celkovy interni zdravotni stav pacientky rovnéz
nevybocoval z normy. Pacientka byla na Oddéleni klinické genetiky poprvé vysetiena
ve véku 5 let z divodu opozdéni vyvoje feci. Prvni jednoducha slova pronesla az v roce
a pul Zivota a kolem 22. mésice veéku se u ni zastavil vyvoj feci Upln€. Pohovorem
s matkou bylo dale zjisténo, ze po 2. roce Zivota se u do té doby klidné pacientky zacala
rozvijet hyperaktivita. Psychologickym vySetfenim u ni byl diagnostikovan détsky
autismus a MR, zatim bez bliZsi specifikace. Pti klinickém vySetieni byla u pacientky
popsana pouze nespecifickd stigmatizace zahrnujici podprimérny vzrist, vyrazné oci
a nos, plné tvafe a niZe posazené uSni boltce s mirnou dorsalni rotaci. U pacientky byla
dale pozorovéana chtize po Spickach, syndaktylie 2. a 3. prstu na dolni koncetin¢ a
skvrna café au lait na pravém boku. V rodin€ nebyl popsan zadny ptipad autismu ¢i
Sirsiho autistického fenotypu, v $ir$i rodiné byl zaznamenan vyskyt suicidia. Sestra -
dizygotni dvojce je zdrava, jeji psychomotoricky vyvoj odpovidd v€ku, starsi setra je
rovnéZ zcela zdrava.

Cytogenetické vySetfeni karyotypu neodhalilo zidnou abnormalitu. Byl
vyloucen i syndrom fragilniho X chromozomu. VysSetfenim na SNP array byla zjisténa
duplikace v oblasti 15ql1-q12 zahrnujici kriticky region PWS-AS (Obrazek 29).
Duplikace se objevila u divky de novo, nenese ji ani jeden z rodici. Metodou MLPA
(kit P343-C1) byl tento nalez konfirmovan. Nakonec byla u pacientky provedena metyl-

senzitivni MLPA, pomoci niZ se zjistilo, Ze se duplikace nachdzi na maternalni alele.

Obrazek 29. Vysledky SNP array, duplikace na 15q chromozomu
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4.3.3 Pacient 3 (aut070p)

Pacient je dit¢ z 1. gravidity, v5 mésici byla matka vySetfena pro krvéaceni
a suspektni abortus imminens, jinak probihalo téhotenstvi bez komplikaci. Porod byl
spontanni ve 38. tydnu gravidity, porodni hmotnost 2990 g, poporodni adaptace byla
bez komplikaci. Pacient prodélal ve 2,5 mésicich cytomegalovirovou infekci
s myokarditidou, poté se zacal jeho psychomotoricky vyvoj opoZzdovat. Motoricky
vyvoj pacienta byl v mezich §ir§i normy, vyvoj fe¢i byl vyznamné opozdén. Pacient
dodnes nemluvi, vydava pouze neartikulované zvuky. Z divodu opozdéni vyvoje feci
byl pacient ve 3 letech vySetfen psychiatrem v misté bydlisté a bylo vyloveno podezieni
na PAS, které bylo néasledné potvrzeno. U pacienta byla dale diagnostikovana stfedné
tézkd MR. Ve 4 letech chlapec prodélal jeden epilepticky zachvat. Bylo provedeno EEG
vySetteni, kde byly popsany epileptiformni grafoelementy a nasledné¢ byla nasazena
antiepileptickd 1é¢ba. Zachvaty od té doby nebyly pozorovany. Na Odd¢leni klinické
genetiky byl chlapec poprvé vySetien ve véku 8 let. U pacienta byly popsany
dysmorfické rysy - Siroké Celo, hluboko posazené oc¢i, epikanty, dlouhé vyrazné filtrum,
velké antvertované uSni boltce, naznak sandalové ryhy a piechodna cCtyfprstd ryha
v pravé dlani. Matka udavala ndpadné vysokou nemocnost. Organové vady u pacienta
zjistény nebyly. Chlapec je celkové neklidny, v noci se n¢kolikrat budi. V rodinné
anamnéze byl zaznamenan vyskyt Sir§iho autistického fenotypu.

Bylo indikovano vySetfeni karyotypu, DNA analyza syndromu fragilniho
chromozomu X a vySetieni nejCastéjSich mikrodele¢nich/mikroduplika¢nich syndromii
a subtelomerickych prestaveb metodou MLPA. Zadna odchylka nebyla t&mito
metodami nalezena. Analyza metodou SNP array odhalila 500 kb dlouhou duplikaci na

chromozomu Xq28 (Obrazek 30).

T T2k T s e Tstefr i Eras = Hskais i e =7

Obrazek 30. Vysledky SNP array, duplikace na Xq chromozomu

51




Bakalarska prace

5 DISKUZE

5.1 Analyza klinickych parametra celého souboru

5.1.1 Asociace jednotlivych parametrii v celém souboru

Cilem statistického zhodnoceni celého souboru pacienti bylo odhaleni
piipadnych asociaci mezi sledovanymi parametry. V naSem souboru nebyla zadna
vyznamna asociace nalezena. Vzhledem k tomu, Ze soubor Cital pouze 98 pacientli a
sledovanych parametra bylo 13 (plus podkategorie), nebyl pro jednotlivé asociace Ci
kombinace dostate¢ny pocet pozorovani. Perspektivné by bylo mozné zopakovat

analyzu na rozséahlej$Sim souboru pacientd.

5.1.2 Pomér pohlavi

V naSem souboru byli chlapci a divky zastoupeni v poméru 3,5:1. V literatuie je
bézn¢ udavan pomér 3-5:1.[5] Vtomto ohledu se tedy nase data shoduji
s publikovanymi poznatky. Pomér blizici se spiSe dolni hranici uddvaného rozmezi lze
vysvétlit tim, ze vybér do souboru byl provadén s ptihlédnutim k De Vriesovym
kritériim, coz zpusobilo vys§i zastoupeni pacientii se stigmatizaci a vrozenymi
vyvojovymi vadami a niz$i zastoupeni autistll bez téchto pfidruzenych symptomd,

u kterych je pomér pohlavi vice vychylen smérem k vy$§imu zastoupeni chlapcti.

5.1.3 Prubéh gravidity a perinatdlni anamnéza

Nefyziologicky prubéh gravidity byl uveden u 34,7 % pacientli, pozitivni
perinatalni anamnéza u 31,6 % pacientii. Vyznamné procento (17,3 %) novorozenct
s pozitivni perinatdlni anamnézou bylo donoSenych. Relativné vysoky podil pacientti
s pozitivni pre- a/nebo perinatalni anamnézou v celém souboru mize byt dan jednak
tim, Ze autismus neni zptisoben vyhradné genetickymi faktory a u ¢asti pacientti mohla
komplikovana poporodni adaptace ¢i nefyziologicky pribéh téhotenstvi (zejména
gestacéni diabetes, virové infekce) piispét k rozvoji PAS, a jednak tim, ze matky
pacientll s PAS mohou mit tendenci agravovat jinak bézné obtize v pre- ¢i perinatalnim
obdobi ve snaze najit pfi¢inu obtizi u svého ditéte (u vétSiny pacientii nebyl napf.

dostupny porodopis a data byla ziskdvana vyhradn¢ pohovorem s matkou).
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5.1.4 Psychomotoricky vyvoj a regres ve vyvoji

Opozdéni vyvoje feci je signalni ptiznak, ktery Casto vede k vysloveni podezieni
na PAS. V literatuie je popisovan az u 70 % pacienti s PAS [37]. V nasem souboru byl
opozdény vyvoj fe¢i zaznamenan u 71,4 % ptipadl (u 30,6 % se jednalo o izolovany
opozdény vyvoj te€i, u 40,8 bylo ptfitomno i opozdéni motorického vyvoje). Tento
vysledek je tedy v souladu s dosavadnimi poznatky.

Regres ve vyvoji, zejména feCi, je v literatufe popisovan u tfetiny pacientli
s PAS [12]. V nasem souboru byl regres ve vyvoji feci zjistén u 36 (36,7 %) pacienttl.
V tomto ohledu se tedy naSe vysledky shoduji s publikovanymi daty. Regres
v motorickych dovednostech nebyva u pacienti s PAS tolik frekventni. V nasem
souboru bylo pouze 6 (6,1 %) pacientl s regresem v motorickych dovednostech (vSichni

m¢éli zadroven 1 regres ve vyvoji feci).

5.1.5 Autoagresivita/heteroagresivita

V souboru naSich pacientti bylo izolované sebeposkozovani popsano u 8,0 %
pacientll, heteroagresivita u 19,4 % a oboji u 20,4 %. Autoagresivita byla pfitomna tedy
u 28,4 %, zatimco v jiném souboru pacientii se vyskytovala u 50 % [38]. Shoda mezi
témito dvéma skupinami neni dostatecnd a bylo by tfeba srovndni mezi vice studiemi,

které nejsou bohuzel dohledatelné.

5.1.6 Poruchy spanku

Problémy se spankem jsou v literatufe udavany u 44 — 83 % pacienti s PAS
[39]. Naproti tomu, v naSem souboru byla porucha spanku zjiSténa pouze u 17 %
pacientll. Poruchy spanku byly v naSem souboru pfif¢eny pouze pacientiim, u nichz se
jednalo o zjevny a zadvazny problém. Prevalence by ve skutec¢nosti mohla byt mnohem
vys$i. Velmi zaleZi na stanoveni hranice mezi tim, co je povazovano za bézné a co jiz
ne. Tato specifikace neni v odborné literatufe nikde uvedena a mohl by to byt jeden

z dvodi, pro€ je zde takovy rozdil.
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5.1.7 Typ autismu

Nejcastéji byl v nasem souboru popisovan détsky autismus, stejné tomu je i
v populaci autistli, kde tato podjednotka poruch autistického spektra téz prevazuje nad
ostatnimi [8]. Aspergertiv syndrom se v 90 % ptipadi vyskytuje u chlapci a pouze
v 10 % u divek [14], rozdil je v naSem souboru pacientll tedy témét stejné markantni

(87,5 % pacientti jsou chlapci a 12,5 % divky).

5.1.8 Tiie mentalni retardace

Mentalni retardace byla popsana u 67 % naSich pacientii. Byva udavano, ze se
vyskytuje u 75 % pacienttl s autismem [8] a data se v tomto piipad¢ tedy také velmi

dobte shoduji.

5.1.9 Poruchy ristu

Mezi autisty nebyvaji obecné popisovany abnormality ve vySce ¢i vaze, nejinak
tomu bylo vnaSem souboru, kde byl mimo 5. - 95. percentil zanedbatelny pocet
pacientll. Jedinym parametrem télesnych proporci,,u kterého je zifejm¢ asociace
s autismem, je makrocefalie, kterd byva popisovana u 16,7 % pacientli s autismem a
mikrocefalie, ktery byva popisovana u 15,1% [40]. V naSem souboru byla absolutni
makrocefalie popsdna pouze u 1,2 % pacientll. Vice pacientii v naSem souboru (5,1 %)
mélo naopak obvod hlavy mensi, nez by umérné odpovidal velikosti jejich téla. Tato
diskrepance miize byt zplUsobena tim, ze u velkého poctu naSich pacientd nebyla

dostupna prislusna data.

5.1.10 Epilepsie

Vyskyt epilepsie je v literatufe popisovan u piiblizné jedné tfetiny autista [15].
V naSem souboru byla epilepsie diagnostikovana u 19,3 % pacientii. Tento rozdil maze
byt dan tim, Ze epilepsie nepattila mezi prioritni indikac¢ni kritéria k vySetfeni metodou
SNP array. Dale je mozné, Ze fada pacientil sledovanych ve FNM, u kterych je epilepsie
hlavnim zdravotnim problémem, ale ktefi maji zaroven diagnostikovan PAS,
nepodstoupila standardni vySetfovaci schéma pacienti s PAS, ale byli vySetfeni dle

jiného schématu, které zahrnuje 1 jiné metodiky a jiny typ array CGH analyzy. V¢&k fady
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pacientl pfi prvnim vySetieni se pohyboval v rozmezi 3 — 5 let (modus v celém souboru
byl 4 roky), u nékterych pacientii se tedy epilepsie mohla manifestovat az v pozdéjSim

veéku a proto o ni chybél zaznam v dokumentaci.

5.1.11 Vysledek MRI CNS

Pozitivni nalez na MRI byl zjistén u 27,5 % naSich pacientd. Jednalo se vSak
pievazné o zmény nespecifické. V literatute ¢asto udavand ageneze corpus callosum [9]
byla zjiSténa pouze u jednoho naSeho pacienta. Je otazkou do jaké miry se tyto
nespecifické nalezy na MRI podileji na vzniku PAS, a nebo zda jsou pouze projevem,
ktery souvisi s doposud neobjasnénymi, moznd i genetickymi pii¢inami PAS. Rovnéz
zde chybi porovnani se zdravymi kontrolami, a neni tedy jasné, zda se stejné zmény

nevyskytuji 1 v populaci bez PAS.

5.1.12 Rodinna anamnéza

Tento parametr je dilezity z hlediska podilu genetickych faktorti na rozvoji
autismu. V naSem souboru bylo 10 rodin s vice neZ jednim postizenym ditétem, u
dalSich 4 rodin bylo u sourozence vysloveno podezieni na PAS, které nebylo doposud
verifikovano s ohledem na nizky v€k sourozence. PostiZzeni sourozence se tedy v naSem
souboru vyskytovalo v 10,2 % ptipadi a u dalSich 4,1 % rodin neni postizeni
sourozence vylouceno. V literatufe se udava, Ze pouze 2 - 3 % rodin maji vice nez jedno
postizené dité [2]. Tento rozdil 1ze jednoduSe vysvétlit cilenym vybérem pacientli na
mikro¢ipovou analyzu, kdy je vé&tSi pravdépodobnost odhaleni kauzalni aberace

v rodinach, kde je vice podobné postizenych sourozenct.

5.1.13 Kategorie ndlezu na SNP array

V literatuie je udavano, ze asi 10 % pacientli s PAS ma na array nalez aberace,
ktera je asociovana s PAS [6]. V naSem souboru byla kauzalni ¢i vysoce pravdépodobné

kauzalni aberace nalezena u 12,2 %, coz je tedy v souladu s bézn¢ publikovanymi daty.
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5.2 Korelace vybranych klinickych parametri v souboru a

porovnani pacienti dle vysledkii SNP array

5.3 Asociace jednotlivych parametri v celém souboru

Cilem statistického zhodnoceni celého souboru pacienti bylo odhaleni
piipadnych asociaci mezi sledovanymi parametry. V naSem souboru nebyla zjiSténa
z4dna asociace mezi dvojicemi relevantnimi pro nase zkoumani.

Vzhledem k tomu, Ze soubor &ital pouze 98 pacientil a sledovanych proménnych
bylo 13 (nékteré dalsi z nich byly rozloZeny, ne u vSech pacientli se podafilo hodnotu
jednotlivych proménnych zjistit), nebyl pro nékteré kombinace kategorii dostatecny
pocet pozorovani. Perspektivné by bylo mozné zopakovat analyzu na rozséhlejSim

souboru pacientt.

5.3.1 TiZe MR u jednotlivych typii autismu

Nejveétsi procento pacientl s té¢zkou MR mélo diagn6zu non F84. Mohl by to byt
1 jeden u divodi, pro¢ pravé tito pacienti nebyli zafazeni do nékter¢ho ze subtypti
autismu, jelikoZ pacienti s téZkou MR obtiZzné€ spolupracuji pti vySetfeni. U atypického
autismu, kdy byva u pacientli ¢asto diagnostikovana t€zka MR [13], se v naSem souboru
vyskytovala témét u poloviny pouze lehkd MR. Atypicky autismus byl vSak popsan
pouze u 13 pacienti a tudiz se muze jednat o chybu malych cisel.. Pfestoze by
Aspergertv syndrom by nemél byt diagnostikovan u pacientd s IQ niz§im nez 70, meli
jsme v naSem souboru vyjimku, kdy byl u jednoho pacienta diagnostikovan Aspergertiv

syndrom a soucasn€ komorbidni lehka MR. Jednalo se nejspiSe o vyjimku.

5.3.2 Vztah pohlavi a tize mentdlni retardace

Udéava se, ze divky postizené autismem maji v pruméru téz§i MR nez chlapci.
Zhodnoceni v naSem souboru nepoukazalo na vyznamny rozdil a vliv pohlavi na tizi
MR nebyl v nasem souboru potvrzen. Vzhledem k tomu, Ze divek bylo v celém souboru
pouze 24 a jednotlivd pozorovani nebyla dostatecné Cetna, miize se jednat o chybu

malych ¢isel.
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5.3.3 Vztah pohlavi a typu autismu

Chlapci byvaji Castéji postizeni Aspergerovym syndromem, jak tomu je 1
v nasem souboru pacientl. Divky mivaji Castéji diagnostikovany atypicky autismus.
V tomto piipad¢ se tedy nase data s publikovanymi neshoduji. Diivodem muiize opét byt

nedostate¢na velikost souboru.

5.3.4 Vyskyt opoZdéni casného psychomotorického vyvoje a pritomnosti MR
Pti porovnani vyskytu MR u pacientii s opozdénym psychomotorickym vyvojem

a bez opozdéni nebyly ptili§ velké rozdily. Nejvétsi procento pacientii bez MR mélo

opozdény pouze motoricky vyvoj. Vzhledem k tomu, ze izolovany opozdény motoricky

vyvoj byl popsan pouze u 10 pacientii, nelze ani toto povazovat za vyznamné zjisténi.

5.3.5 Vyskyt epilepsie ve vitahu k ndalezu na MRI

Nalezy na MRI CNS v naSem souboru zahrnovaly pfevazné nespecifické zmény.
Zavislost mezi pozitivnim vysledkem MRI a vyskytem epilepsie byla zkoumana pro
piipadné odhaleni asociace 1 mezi témito nespecifickymi zménami a epilepsii. Vysledek
statistické analyzy na urcitou, byt nijak silnou asociaci poukazuje. V tivahu vSak nebyly
brany dal$i ovliviiujici faktory jako pozitivni perinatadlni anamnéza, kterad mtize riziko
vzniku epilepsie zvySovat. Relevantni data se v literatufe nepodafilo dohledat. Zde by
opét bylo perspektivné vhodné zopakovat analyzu na rozsahlejSim souboru pacientd,
kde by mohly byt statisticky zhodnoceny 1 dal§i potencialn€ ovliviujici faktory. Na
nasem souboru nedostatecny pocet pozorovani jednotlivych kombinaci vice parametri

takto precisni analyzu nedovoluje.

5.3.6 Asociace klinickych parametrii s vysledky SNP array

Pti porovnani klinickych parametrii skupiny pacientli s pravdépodobné
objasnénou genetickou podstatou autismu (skupina A) se skupinou pacientl
s neobjasnénou genetickou podstatou autismu (skupina B) bylo cilem zjistit, zda
neexistuji néjaka kritéria, ktera by mohla zvySovat pravdépodobnost, ze pacient bude
mit kauzdlni nalez na SNP array. Pfestoze byli do souboru zafazeni vSichni pacienti

s PAS, ktefi byli vySetfeni metodou SNP array, nebyl soubor ptili§ rozsédhly. Dale je
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nutno vzit v avahu nepomér v poctu pacienti v jednotlivych skupindch. Skupina B
(s neobjasnénou podstatou) ¢itala 73 pacientii, zatimco ve skupiné A bylo pouze 12
pacientli (skupina B tedy c¢itala ptiblizné 6x vice pacientl nez skupina A). Tento
nepomér tak zpiisobuje, ze nékteré kategorie byly pozorovany jen velmi ziidka a prosté
procentudlni (empirické) porovnani jednotlivych parametri mezi skupinou A a B je
velice nerobustni. Nékteré rozdily se mohou jevit jako vyznamné, protoze jeden pacient
muze zpusobit rozdil né€kolika desitek procent (napiiklad vysoky podil pacientt
s pozitivni perinatalni anamnézou ve skupiné A zaujme, ve skutecnosti se vSak jednalo
pouze o 3 déti). Jedna se tedy s vysokou pravdépodobnosti o chybu malych cisel.
Podrobnéjsi statistickd analyza nezjistila mezi obéma skupinami zaddny vyznamny
rozdil. Perspektivn¢ by bylo vhodné zopakovat stejny postup na vetSim souboru
pacienti. Dale je tfeba vzit do iivahy, ze u pacienti ve skupiné A byly nalezeny rtizné

aberace v genomu, a jejich klinické ptiznaky se tedy mohou vyrazné lisit.
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5.4 Porovnani klinickych parametri vybranych pacienti

s publikovanymi adaji

5.4.1 Pacient 1 (aut012p) - Sotosuiv syndrom

Sotostiv syndrom, ktery byl klinicky diagnostikovan u tohoto pacienta a nakonec
potvrzen pomoci SNP array je charakterizovan gigantismem v détském obdobi a
problémy s uc¢enim nebo opozdénym vyvojem [26]. Tyto defekty byly u naseho chlapce
popsany. Facialni stigmatizace u tohoto syndromu zahrnuje rysy jako dlouhy uzky
oblicej, vysoko posazenou vlasovou hranici, makrocefalii, hypertelorismus a
prominujici bradu. U naSeho pacienta je ziejma makrocefalie, hruby dlouhy oblicej,
velké dysplastické odstavajici usni boltce a protuberantni brada, coz zcela koreluje
s typickym profilem. Jiz od pocatku bylo u pacienta kviili jeho stigmatizaci podezieni
pravé na Sotosliv syndrom, které ale dlouho zlstavalo nepotvrzeno diky negativnimu
vysledku sekvenace genu NSDI i negativnimu vysledku vySetfeni aCGH na ¢ipu s
niz8im rozliSenim. Pacient ma téZ problémy s vidénim a vyskytl se u néj epilepticky
zachvat, coZz byvaji dal$i pfiznaky tohoto syndromu. Dalsi frekvencné zastoupené
behaviordlni odchylky jako ADHD, fobie, zachvaty vzteku a vznétlivost u pacienta
popsany nebyly. Pacient splituje kritéria pro autismus, u kterého se Sotostv syndrom

vyskytuje u cca 0,5 % postizenych [31].

5.4.2 Pacientka 2 (aut038p) -maternalni duplikace 15q11-q12

Pacienti s duplikaci 15q maji ve véts$iné pripadii (71%) specificky nalez na EEG
[21]. EEG vySetfeni u nasi pacientky bylo sice provedeno, ale nebylo vyhodnoceno pro
nedostate¢nou diferenciaci a organizaci zdznamu. Co se tyc¢e fenotypu, byva u pacientt
s timto syndromem popisovano dlouhé filtrum, kratky nos s buldzni Spi€kou a plné tvaie
[21]. U nas$i pacientky byl popsan vyraznéjsi nos, plné tvare a nize posazené usni boltce.
Pacientka na zdklad¢ genti spadajicich do duplikovaného useku patii do tfidy 1. Rozdily
ve fenotypu u jednotlivych tfid vSak popsany nebyly.
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5.4.3 Pacient 3 (aut070p) - duplikace genu MECP2

V roce 2013 bylo popsano pouze 11 chlapct s autistickym fenotypem, u nichz
byla nalezena duplikace genu MECP2 [6]. B&€zné rysy vyskytujici se u pacientil s touto
aberaci zahrnuji neonatdlni hypotonii, opakujici se respiracni infekce, tézkou MR,
omezené¢ az za&dné teCové schopnosti, kifeCové stavy a problémy s motilitou
v gastrointestindlnim traktu [41]. N&§ pacient dodnes nemluvi, vyskytovaly se u n¢j
casté infekce hornich cest dychacich, spadd do pasma tézké MR a bylo u néj popsano
zachvatovité onemocnéni, €ili ptiznaky koreluji s popisovanymi symptomy u duplikace
genu MECP2. Co se tyCe facidlniho fenotypu, jsou u pacientli popisovany hluboko
posazené o€l, $iroky nos, prominujici brada a velké usi. VSechny tyto dysmorfické rysy

byly u naseho pacienta pfitomny.
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6 ZAVER

Préace byla zamétena na podrobnou analyzu souboru pacientli s PAS vySetfenych
metodou SNP array. Cilem bylo zjistit, zda se nas soubor v nékterych parametrech nelisi
od dosud publikovanych dat, zda neexistuji néjaké asociace mezi dvojicemi
jednotlivych parametrii a zda existuje vyrazny rozdil mezi pacienty s kauzalnim
nalezem na SNP array v porovnani s pacienty bez nalezu.

Rozbor jednotlivych sledovanych parametra ukézal, Zze vétSina zjisténych dat se
shoduje s daty publikovanymi v literatufe. V nékterych ptipadech vSak byly zjistény
rozdily oproti dosud publikovanym datlim. Naptiklad vyznamné zvySena prevalence
epilepsie u pacientii s autismem se u naSeho souboru pacientti zcela nepotvrdila. Oproti
incidenci v celé populaci byla sice vyrazné vyssi, nedosahovala v§ak hodnot, jaké byvaji
udavany u pacientli s PAS. U nékterych parametri nebylo mozno data porovnat, nebot’
se nepodafilo dohledat studie, které by se podrobnym rozborem téchto parametra
zabyvaly.

V dalsi ¢asti jsem se vénovala rozboru nékterych pacientl s kauzalnimi nalezy a
porovnani jejich fenotypu s ostatnimi publikovanymi piipady. Fenotypy vybranych
pacientll s kauzalni aberaci odpovidaly témét uplné fenotyplim pacientli se stejnou
aberaci.

Analyzou SNP array byla kauzilni nebo pravdépodobné kauzalni aberace
detekovana u 12 pacientt. Tyto vysledky potvrzuji, Z2 DNA mikroCipy jsou G€innym
nastrojem pro objasiiovani genetickych pficin autismu. Vys$s§i diagnostickou vytéznost
lze pticist 1 cilenému vybéru pacienti podle De Vriesovych kritérii, kdy byli vybrani
jedinci, u kterych byla vyssi pravdépodobnost nalezu patologie.

Dalsim cilem bylo zjistit, zda neexistuji néjaké klinické projevy (i mimo De
Vriesova kritéria) ¢i jejich kombinace, které by zvySovaly pravdépodobnost kauzalniho
nalezu na SNP array. Toto se na nasem souboru pacienti prokdzat nepodatilo. Tato
prace vSak muze slouzit jako vychozi bod pro dal$i analyzy na rozséhlejSich souborech

pacienttl.
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Pti korelaci jednotlivych parametrti byly urcité rozdily mezi vysledky u pacientt
v nasem souboru a daty uvadénymi v literatufe. Jednalo se zejména o porovnani tize
MR u divek a chlapct a dale vyskytu jednotlivych podtypii autismu u chlapci a divek.
Pii porovnavani skupin pacientli s nalezenou kauzdlni aberaci s pacienty bez nalezu
nebyla zjiSténa pomoci logistické regresni analyzy Zzadnad spojitost s klinickymi
parametry.

Fenotypy vybranych pacientii s kauzalni aberaci odpovidaly témét Uplné

fenotypiim pacientii se stejnou aberaci.
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Priloha €. 3: VysledKky clusterovy analyzy
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Agglomerative Coefficient = 0.51



