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Abstrakt

Mentalni retardace (MR) a poruchy autistického spektra (PAS) tvofi skupinu onemocnéni, ve
které se fenotyp i genotyp pacientl vzajemné prekryvd a tim také ztéZuje interpretaci

genetickych nalez(.

V této praci byla provedena CNV analyza u dvou skupin pacientli (MR = 90 a PAS = 114)
metodami aCGH, SNP aCGH popf. MLPA a MS MLPA. Rovnéz byly sledovany jednotlivé klinické
znaky pacientld (ADHD, epilepsie, mikro/makrocafalie, facialni dysmorfické rysy, rlstova
restrikce, vrozené vyvojové vady mozku, srdce, urogenitalniho traktu, skeletu, hypotonie a
hormonalni poruchy). Vyznam a vztah klinickych a genetickych dat byl studovan pomoci F-

testu, T-testu, Fisherova exaktniho testu a logistickou regresi.

Tato prace potvrdila ¢astéjsi vyskyt PAS u muzll nez u Zen a zaroven vyloucila tento genderovy
rozdil u pacientl s MR (p = 0,00001 vs p > 0,0578). RovnéZ prokazala ¢astéjsi pritomnost
komorbidnich znak( u pacientli s MR neZ u pacient s PAS (p = 0,0003). Byla zjiSténa vyssi
cetnost mikrocefalie, dysmorfie, vyvojovych vad srdce a skeletu u pacientli s MR, zatimco u
pacientl s PAS byla ¢astéjsi pritomnost ADHD. CNV analyza prokdazala vyznamny rozdil cetnosti
patogennich CNV mezi obéma skupinami (p = 0,004). Zbylé varianty byly zastoupeny se
shodnou cetnosti. Facidlni dysmorfické rysy vyznamné zvySovaly pravdépodobnost zachytu
patogenni CNV v obou skupindch (p (MR) = 0,05, p (PAS) = 0,01). Vyznamna byla také epilepsie
u pacientd s PAS (p= 0,01) a mikrocefalie u pacientll s MR (p = 0,01). Makrocefalie byla
vyznamnym pfispévatelem nardstu pravdépodobnosti zachytu patogenni CNV (25,0 %), avsak
pouze v kombinaci s dalSimi klinickymi znaky. U pacient( s PAS bez makrocefalie, dysmorfie a
epilepsie byla pravdépodobnost zachytu patogenni CNV 1 %. Ve skupiné pacient( s PAS se
opakované vyskytovaly CNV v oblastech 9p24.3 (DOCKS8, KANK1), 2937.1 (DIS3L2).

Tato prace prokazala rozdilny vztah nékterych klinickych a genetickych néalez(i u obou skupin
pacientd (MR i PAS) a poukazala na nutnost podrobné klinické stratifikace téchto pacient(.
Dale poukazuje na nizkou uc¢innost CNV analyzy u pacientd s PAS bez makrocefalie, dysmorfie
a epilepsie. Nakonec na zakladé klinické charakteristiky nositell variant 9p24.3 a 2g37.1
odhadujeme, Ze by se mohlo jednat o nové CNV asociované s PAS, které jsou zatiZzeny

neuplnou penetranci a variabilni expresivitou.



Abstract

Intellectual disabilities (ID) and autism spectrum disorders (ASD) are phenotypically and
genotypically overlaped group of diseases. However, thus also complicates interpretation

genetic findings.

In this work, CNV analysis was performed in two groups of patients (ID = 90 and ASD = 114) by
aCGH, SNP and CGH methods, respectively MLPA and MS MLPA. Individual clinical features
were also observed in patients (ADHD, epilepsy, micro / macrocaphaly, facial dysmorphic
features, growth restriction, congenital malformations of the brain, heart, urogenital tract,
skeleton, hypotension and hormonal disorders). The significance and relationship of clinical

and genetic data was analyzed using F-test, T-test, Fisher's exact test and logistic regression.

This work confirmed a more frequent incidence of ASD in men than in women and also ruled
out this gender difference in patients with ID (p = 0.00001 vs p> 0.0578). It also showed in
comorbid features (p = 0.0003). Higher rates of microcephaly, dysmorphia, heart and skeletal
developmental defects were found in patients with ID, while ADHD was more common in
patients with ASD. CNV analysis showed a significant difference in the frequency of pathogenic
CNV between both groups (p = 0.004). The remaining variants were represented with the
same frequency. Facial dysmorphic features significantly increased the pathogenic CNV
detection probability in both groups (p (ID) =0.05, p (ASD) = 0.01). Epilepsy was also significant
in patients with ASD (p = 0,01) and microcephaly in patients with ID (p = 0,01). Macrocephaly
was a significant contributor to the increase in pathogenic CNV detection probability (25,0 %),
but only in combination with other clinical features. In patients with PAS without
macrocephaly, dysmorphia, and epilepsy, the pathogenic CNV detection probability was 1 %.
CNV in 9p24.3 (DOCK8, KANK1), 2937.1 (DIS3L2) were repeatedly occurred in patients with
ASD.

This work demonstrated the different relationship of some clinical and genetic findings in both
groups of patients (ID and ASD) and highlited necesarity of clinical stratification in these
patients. It also points to the low efficacy of CNV analysis in patients with PAS without
macrocephaly, dysmorphia and epilepsy. Finally, we estimate that carriers of CNV 9p24.3 and
2937.1 could be new CNV associated with PAS, which are accompanied by incomplete

penetrance and variable expression based on the clinical characteristics of it.
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1 Uvod

Mentalni retardace (MR) a poruchy autistického spektra (PAS) tvofi skupinu onemocnéni, ve
které se fenotyp i genotyp pacientll vzajemné prekryva (Kruszka et al 2019). Avsak ukazuje se,
Ze se etiologie obou onemocnéni lisi. Zatim co MR muZe vznikat environmentalné i geneticky
zhruba stejné Casto, u PAS se predpokladd, Ze vznikd prevainé na zakladé genetické aberace
(Winnepenninckx et al., 2013, Leblond et al., 2012). U geneticky podminéné MR také
pozorujeme obvykle jednu aberaci vétsiho charakteru, kterd pokryva az nékolik desitek gend,
ale u PAS se predpoklada vliv mnoha genetickych zmén na riznych mistech, jejichZz kombinace
pfispiva k rozvoji abnormalniho fenotypu (Mundhofir F. E. et al., 2012, Leblond et al., 2012,
Costales et al., 2015, Smith et al., 1993). Oba klinické obrazy se navzajem prekryvaji a ovliviuji.
Tim ztéZuji presné klinické vysSetfeni pacient( a tedy i korelaci genotypu a fenotypu pacientt

(Kruszka et al 2019).

2 Poruchy autistického spektra (PAS)

2.1 Klinicka definice PAS

Poruchy autistického spektra (PAS) tvofi fenotypové heterogenni skupinu neurovyvojovych
onemocnéni, ktera naruSuje schopnosti socialni interakce, komunikace a predstavivosti.
Pojem autismus byl poprvé pouzit psychiatrem Bleulerem E. vroce 1911 a oznacoval tak
pacienty, ktefi projevovali odpoutani od reality spolu s relativni nebo absolutni prevahou
vnitfniho Zivota. Tato skupina vSak zahrnovala i pacienty se schizofrenii (Polaskova 2010,
Evans 2013). Poprvé je autismus popisovan jako samostatné onemocnéni az psychiatry
Kannerem L. a Aspergerem H. (Attwood 2005, Thorova 2006, Evans 2013).

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) v desaté revizi Mezinarodni klasifikace nemoci (MKN-
10) zahrnuje autismus a jemu podobnd onemocnéni do skupiny zvané Pervazivni vyvojové
poruchy (Pervasive developmental disorders, PDD) a dale je déli do jednotlivych podskupin
(Polaskova 2010) (Tab. 1). Americka psychiatricka asociace tento model nasleduje a zahrnuje

autisticky syndrom a jeho podskupiny do ¢tvrté verze diagnostického a statistického manualu


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mundhofir%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22191675

(DSM-IV)(Tsai et al 2019). Porovnani jednotlivych podskupin diagnostickych manuald MKN-10
a DSM-IV je zndzornéno v tabulce 1. V roce 2013 je vydana nova verze DSM-V, kterd dfive
oddélené kategorie autismu (autisticka porucha, Aspergertv syndrom, dezintegracni porucha
v détstvi a jinak nespecifikované pervazivni vyvojové poruchy) sloucila do jedné diagndzy -
poruchy autistického spektra (PAS) (https://www.autismspeaks.org/dsm-5-and-autism-

frequently-asked-questions).

Tabulka 1: Porovndni diagnostickych manudld DSM-IV a MKN10

DSM-IV MKN-10
Autisticka porucha Détsky autismus
Asperger(iv syndrom Asperger(iv syndrom
Détska desintegracni porucha Jiné dezintegraéni poruchy

Jinak nespecifikovand pervazivni vyvojova porucha | Atypicky autismus

Rettlv syndrom Rettlv syndrom

Hyperaktivni porucha sdruzena s
mentalni retardaci a stereotypnimi

pohyby

Jiné pervazivni vyvojové poruchy

Pervazivni vyvojova porucha
nespecifikovana

DSM-Diagnosticky a statisticky manudl, MKN-Mezindrodni klasifikace nemoci

2.2 Symptomatologie PAS

LJAutisticky handicap mad svoji podstatou bliZ k slepoté ¢i hluchoté nez

k plachosti nebo uzavienosti.” (Jelinkova 2010)

Pro diagnostiku PAS je nutnd pfitomnost postizeni ve tfech oblastech, a to omezeni
recipro¢nich socialnich interakci, omezeni reciprocni komunikace (verbalni i neverbalni)
a omezeni imaginace, které se projevi omezenym repertodrem chovani. Tyto tfi skupiny
specifickych symptomi, paklize se objevuji spole¢né, jsou oznacovany jako ,Tridda

symptomi“ (Obr. 1) (Barendse et al. 2018, Shattuck et al 2007).




Obrazek 1: Tridada symptom0 (prevzato z Pastierikova 2013)
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Socidlni interakce

U ¢lovéka s PAS je socialni intelekt v hlubokém deficitu ve srovnani s mentalnimi schopnostmi.
Ve vétsiné pripadud jsou socialni vztahy iniciovany prostrednictvim zrakového kontaktu. Déti
s PAS navazuji zrakovy kontakt s druhymi lidmi ve stejné mife jako intaktni ¢ast populace,
nikoli vSak v obvyklych chvilich béhem interakce. Vysledkem této poruchy je neschopnost
reagovat na emoce druhych, porozumét nevhodnému chovani, a tedy i nedostatkem empatie

(Jelinkova 2010, Tsai et al 2019, Thorova 2006).

Komunikace

Poruchy autistického spektra jsou primarné poruchami komunikace. Asi polovina déti s PAS si
nikdy neosvoji fe€ na takové urovni, aby slouzila ke komunikaénim acelim. U déti, které si fec
osvoji, zaznamenavdme napadné odlisSny vyvoj fe¢i s mnoha abnormalitami. Porucha
komunikace se u jednotlivych déti s PAS velmi lisSi. MUZeme pozorovat napf. echolalii,
neologismy, idiosynkrazii, nebo poruchy v oblastech fonologie, sémantiky, syntaxe

i gramatiky. Verbalni komunikace osob s PAS je ovlivnéna neschopnosti pochopit abstrakci



nebo vyznam symboll. Velkou roli také hraje urovern mentdlni retardace (Ben-David et al

2019, Jelinkova 2010, Thorova 2006).

Predstavivost

Naruseni predstavivosti (imaginace) u déti s PAS vede ke stereotypnimu chovani. Pro nékteré
osoby s PAS jsou tyto projevy jedinou mozZnosti, jak ovladat sv(j strach a Uzkost z nezndmé
situace Ci z nezndmého prostiedi. Tato aktivita mlZe casto zpUsobit vyrazné naruseni
normalniho chodu domdcnosti, dlsledkem ¢ehoZz mize byt aZ izolace rodiny od spolecnosti

(Crespi et al. 2016, Jelinkova 2010, Thorova 2006).

Nespecifické symptomy

Nespecifické symptomy milZzeme pozorovat v oblasti motoriky (napf. nesouhra ramen
a nohou pfi chlzi) (Wilson et al 2018). Osoby s PAS byvaji také citlivé na nékteré zvuky, barvy,
dotyky Ci bolest. Pfi¢inou je nedostatek komplexné zamérené pozornosti. Uvadi se, zZe priblizné

40 % déti s autismem je hypersenzitivnich (Nakajima et al 2018).

2.3 Priciny PAS

Konkrétni specifickd pric¢ina autismu neni doposud zndma. Navzdory mnohym vyzkum({m
zabyvajicim se moznymi pfi¢inami jeho vzniku doposud nem(izeme mluvit o jednoznacné
etiologii. Komplexnost a vysoka variabilita symptomU poruch autistického spektra se odrazi ve

velkém mnozstvi poruch s mnoha pfic¢inami (Chaste et al. 2012).

Abnormaini vyvoj mozku

Abnormalni vyvoj mozku byl ve starSich studiich pozorovan zejména u predc¢asné narozenych
déti. Tyto déti castéji vykazovaly poruchy z oblasti PAS nez déti narozené v terminu (Kroupova
2010). Avsak presna povaha abnormalit mozku neni jasna. Studie ukazaly rozdilny vyvoj v
mnoha oblastech mozku, jako jsou Celni a spankové laloky, mozecek a subkortikalni amygdaly
a oblasti hippocampu, u pacientli s PAS (Bernier et al. 2007, Billeci et al. 2019). Nedostatek
dikazl, metodické vyzvy a protichlidna zjisténi dosud neumoznuji vyvodit presné zavéry o

konkrétnich postizenych oblastech mozku nebo o mechanismu vyvoje, ktery vede k



pozorovanym abnormalitam. Jiné studie poukazuji na moZnou nekonektivitu mezi mozkovymi
oblastmi a uvnitf nich nebo se zaméruji na specifické typy neuronl (napf. zrcadlové neurony)

a jejich aktivace (Bernier et al 2007).

Vék otce

Jednou ze zvaZovanych pficin PAS je i vék otce v dobé poceti. Podle nékterych studii je vyssi
vék otce rizikovym faktorem pro vznik PAS u potomka (Rodny 2006, Rieske et al. 2019).
Zajimavy nalez pfinesla studie Rieske et al. 2019, ktera vyloucila vék matky jako rizikovy faktor

pro vznik PAS (Rieske et al. 2019).

Dalsi pficiny

mezi né neurotoxiny prostredi (tézké kovy - olovo, rtut, rozpoustédla - toluen), metabolické
poruchy (metabolismus amino-, trikarboxylovych kyselin atd.), endogenni disruptory
(plastifikatory, pesticidy, povrchové aktivni latky, retardéry horeni atd.), naruseni funkce
Stitné Zlazy u matek v prabéhu téhotenstvi, alergie a imunologické aberace (infekce, o¢kovani)

atd. (McCaulley 2019, Orozco et al. 2019, Fini et al. 2019, Ramaekers et al. 2019).

Genetické priciny PAS

Dédi¢nost PAS v rdmci rodin je podloZena nejen mnohymi psychiatrickymi, ale i molekularné
genetickymi studiemi rodin a dvojéat (Waye et al. 2018, Vorstman et al. 2017, Thorova 2006).
Avsak vzhledem ke klinickému prekryvu PAS s dalSimi projevy jako jsou mentalni retardace,
hyperaktivita (ADHD), epilepsie, abnormalni skeletarni struktura, dysmorfické rysy oblic¢eje
a mnohé dalsi zGstava vliv genetickych zmén na rozvoj tohoto onemocnéni neznamy (Ruzzo et
al 2019, Guo et al 2018, Ivanov et al 2015).

V soucasné dobé odbornici soudi, Ze se dédi urcity typ kognitivni neschopnosti nebo socialniho
deficitu, coz za urcitych okolnosti vede k pInému rozvinuti autistickych symptoma (Vorstman

et al. 2017). Podrobné poznatky genetiky z oblasti PAS budou shrnuty v pozdéjsi kapitole ¢. 5.



2.4 Diferencialné diagnostické omyly u PAS

Jeden z fady problému, s nimiz se musime v kontextu PAS vyporadat, predstavuje diagnostika
a stanoveni adekvatni diagndzy. Jen ojedinéle Ize narazit na pacienta bez dalSich poruch, které
zamlZuji primarni diagndzu (nap¥. mentalni retardace). Casto jsou také pacienti s PAS chybné
diagnostikovani jako schizofrenni, s poruchou osobnosti, schizotypni, obsedantné-
kompulzivni, s bludy, mentalni retardaci, se socialnimi fobiemi, poruchami chovani, poruchou
aktivity a pozornosti (lehkd mozkova dysfunkce, DMO) (Thorova 2006). Spravna diagndza je
vychodiskem pro dal$i intervenéni kroky. Mezi nej¢astéji vyuzivané diagnostické metody v CR
patfi Autism Diagnostic Observation Schedule (ADOS), Autism Diagnostic Interview-Revised
(ADI-R), Modified Checklist of Autism in Toddlers (M-CHAT), Autism Quotient (AQ) a Childhood
Autism Rating Scale (CARS)( Sharma et al 2018, Hosozawa et al 2020).

3 Mentalni retardace (MR)

3.1 Definice MR

Mentalni retardace (MR) je trvalé snizeni inteligence v dusledku poskozeni mozku nebo
nedostateéné funkce nervové soustavy (Svarcova-Slabinova, 2011). Pacienti s MR trpi rdiznou
mérou motorické, feCové, socialni a poznavaci nedostatecnosti (Valenta et al., 2012). Mentalni
retardace se mlze vyskytovat jako samostatné postizeni jedince, nebo mize byt kombinovana
s jinymi onemocnénimi a vadami (PAS, schizofrenie, parkinsonismus, ADHD, epilepsie,
kongenitalni malformace aj.) (Winnepenninckx et al., 2013).

Pfi diagnostice MR se v soucasné dobé uzZivd Mezindrodni klasifikace nemoci 10. revize,
zpracovana Svétovou zdravotnickou organizaci. Ta rozdéluje MR do Sesti zakladnich kategorii

na zakladé inteligenéniho kvocientu (IQ, Tab. 2) (Svarcova-Slabinovd, 2011).



Tabulka 2: Kategorie mentalni retardace podle MKN-10

Kéd diagndzy podle
Kategorie mentalni retardace |
& Q MKN-10

Lehkd mentalni retardace 50 do 69 F70
Stredni mentalni retardace 35 do 49 F71
Tézka mentdlni retardace 20-34 F72
Hluboka mentalni retardace nizsich nez 20 F73
Jina mentalni retardace nesnadné ¢i nemozné stanoveni z

dlvodu jiného postizeni F78

neexistuje dostatek informaci k
zarazeni do vySe uvedenych

Nespecificka mentalni retardace kategorii F79

IQ-inteligencni kvocient, MKN-Mezindrodni klasifikace nemoci 10. revize

3.2 Pri¢iny MR

PFi¢ina mentalni retardace je odhalena pouze v poloviné pfipadu. Bylo odhadnuto, Ze vznik
mentalni retardace je v 50 % pripadl zplsoben exogennimi (ziskanymi) vlivy a v 50 % pfipadu

vlivy endogennimi (vrozenymi) (Winnepenninckx et al., 2013).

Teratogenni vlivy v gravidité

Organismus gravidni Zeny mlze byt v prlbéhu téhotenstvi vystaven nezadoucim vlivim
(teratogeniim), které mohou vest k abnormalnimu vyvoji plodu a nasledné i ditéte. Plod
vystaveny nékterym infekcim (bakteridlnim, virovym, parazitickym), nelé¢enym chronickym
onemocnénim (napf. cukrovka typu 1, lupus, fenylketonurie) nebo parazitarnim
onemocnénim, nedostatku nékterych vitamind a dalSich doplikd (drasliku, jodu, kyseliny
listové), chemickym latkam (nékterym lékim, chemikaliim, drogam, alkoholu) nebo fyzikalnim
jevim (ionizujici zareni, teplota nad 38 °C) ma zvySené riziko mentalni retardace casto
doprovdazené dalSimi poruchami chovani, abnormalnim vyvojem lebky a skeletu,
dysmorfickymi rysy obliceje, nizkou porodni hmotnosti, Spatnym prospivanim atd. (Prochazka

M. et al 2018).



Perinatdlni pficina MR

Mezi perinatalni pri¢éiny mentdlni retardace patfi zejména predcasny porod a priduseni
novorozence v porodnich cestach (porodni asfyxie). Pred¢asny porod muzZe nastat vlivem
vicecetného téhotenstvi, nitrodélozni infekce, poruchou funkce placenty nebo anomalii
plodu. Jistou roli vSak hraji i genetické vlohy a také celd fada dalSich dlvodl. U takto
narozenych déti s klesajicim , gestatnim” vékem roste pravdépodobnost vyskytu mentalni
retardace. PredCasny porod mizZe byt také pri¢inou porodni asfyxie. Tento jev vede
k nedostatku okysliceni vétSiny orgdn( plodu (mozek, srdce, plice, jatra, stfeva, ledviny)

(Jasenska 2012).

Vnéjsi priciny MR po narozeni ditéte

Onemocnéni, traumata nebo nedostatecnd vyzZiva ditéte po narozeni mohou vést k MR.
Onemocnéni miZe vznikat na podkladé infekénich onemocnéni zasahujicich mozek, jako jsou
meningitida, encefalitida atd. V pozdéjsim véku miZe byt onemocnéni vyvolano
Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou, alkoholovou a epileptickou demenci nebo
schizofrenii. DalSimi pfi¢inami mohou byt poskozeni mozku zplUsobena traumatem,
nadorovou lézi nebo krvacenim. Mentalni retardace mizZe zejména u déti vzniknout
i nedostatkem nékterych slozek v potravé (napf. nedostatek jédu) (Matulay et al., 1986;

Winnepenninckx et al., 2013).

Genetické priciny MR

Genetické pri¢iny mentalni retardace zahrnuji aberace chromozomalnich, variabilita poctu
kopii genomu (CNV), monogenni, polygenni nebo mitochondridlni (Winnepenninckx et al.,
2013; Aloui et al., 2017). Vzhledem ke klinickému i genetickému prekryvu PAS a MR jsou tyto

poznatky shrnuty v pozdéjsi kapitole €. 5.

4 Vybrané fenotypové znaky doprovazejici MR a PAS

Poruchy autistického spektra a mentalni retardace se ¢asto prekryvaji a sdili nékteré dalsi

fenotypové znaky (komorbidni znaky). Komorbidni znaky mohou byt, stejné jako samotna MR
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a/nebo PAS, pozorovany v populaci izolované bez dalsich klinicky vyznamnych poruch, nebo

soucasné u jednoho pacienta (Kruszka et al 2019). Mezi spolecné komorbidni znaky patfi:

Facidlni dysmorfické rysy

Facialni dysmorfické rysy jsou jednim z nej¢astéjsich znakd u pacientl s MR a/nebo PAS. Do
této skupiny patfi abnormality napf.: ocnich Stérbin, nadocnicovych obloukl, nosu, rtd,
nosoretni ryhy, usi, Celisti, tvaru obli¢eje a vlasové linie. Facialni dysmorfické rysy jsou
popisovany u celé fady genetickych aberaci (chromozomadlnich  aberaci,
mikrodele¢nich/mikroduplika¢nich syndromu, sekvencnich a metylaénich zmén), které byvaji

Casto doprovazeny PAS a/nebo MR (Kruszka et al 2019, Cunningham et al 2007).

Defekt lebky

Defekt lebky je dalezitym klinickym znakem, a to zejména diky svému vlivu na vyvoj mozku
(Cunningham et al 2007). Mikrocefalie (obvod lebky < 2SD) je €asto spojena s pritomnosti MR
u déti a je Casto doprovdzena genetickou aberaci vétSiho rozsahu jako jsou napftiklad CNV
(copy number variant) (Arroyo 2018). Zatimco makrocefalie (obvod lebky > 2SD) je spojovéna
s urcitymi podtypy autismu a za jeji genetickou pfi¢inu je ¢asto povaZovana pouze mala
sekvencni zména v rlznych genech (jako napf. PAK1, PI3K, ZBTB7A atd.) (Albores-Gallo et
al2017).

Vyvojové vady mozku

Vyvoj lidského mozku je slozity a presné regulovany proces. Abnormality téchto vyvojovych
procest mohou vést k zadvaznym malformacim a dysfunkcim mozku. Vyvojové vady mozku
vznikaji prevainé geneticky, avSak vyjimku tvofi nadmérné pozivani alkoholu, drogova
zavislost, vék, zanétlivd onemocnéni a/nebo cukrovka u matky v dobé téhotenstvi (Jiang et al

2019, Martinez-Morga et al 2016).

Hyperaktivita (ADHD) a epilepsie

ADHD a epilepsie jsou znaky vyskytujici se velmi ¢asto u pacientl s MR a/nebo PAS. Avsak
jejich genetickd diagnostika je do velké miry zavisla na dalSich doprovodnych znacich.
V ptipadé izolovaného vyskytu ADHD nebo epilepsie zUstava celd fada pacientl bez odhaleni

pric¢iny vzniku (Badescu et al 2016, Borlot et al 2017).
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Ostatni

Vyvojové vady srdce a urogenitalniho traktu nebo rdstova restrikce jsou u pacientd s MR
a/nebo PAS méné Casté. Na druhou stranu tyto vrozené vady jsou obvykle soucasti popsanych
genetickych syndromd (Downlv syndrom, Di Georglv syndrom, syndrom Fragilniho X,
syndrom Noonanové atd.), které zahrnuji mentalni retardaci a u fady z nich byla prokdzana

vyssi frekvence vyskytu PAS (Bean et al 2017, Richards et al 2015).

5 Genetické priciny MR a PAS a jejich klinicka diagnostika

Oba klinické obrazy (MR i PAS) mohou vznikat na zadkladé genetickych aberaci. S postupné se
vyvijejicimi metodami genetické analyzy jsou u pacientd s MR a/nebo PAS odhalovany
genetické aberace rlizného rozsahu (chromozomalni, monogenni) nebo poruchy epigenetické

kontroly.

5.1 Numerické chromozomalni aberace

Numerické chromozomalni aberace jsou zmény poctu chromozom proti obvyklému stavu
(46, XX, 46, XY) (Prochazka et al., 2018). Zivota schopné jsou pouze pocetni zmény
chromozomu 13, 18, 21, X a Y. Trizomie chromozomu 21 (Downlv syndrom) je jednou
z nejéastéjsich genetickych pfic¢in mentalni retardace, ktera je zaroven doprovazena zvysenym
rizikem wvyskytu PAS (19 %) (Richards et al 2015). Pocetni zmény zbylych autozomu
(chromozom 13 a 18) nelze pokladat za pfi¢inu MR, vzhledem ke kratkému prlimérnému
preziti téchto pacientd (Mundhofir F. E. et al., 2012, Samango-Sprouse C. et al., 2018, Kazemi
M. et al.,, 2016, Aloui M. et al., 2017). Na druhou stranu numerické zmény gonozomu X a Y
mohou doprovazet mirné zmény chovani. V nékterych pripadech Ize pozorovat mirnou formu
pacientd s karyotypem 47, XXY bylo pozorovano az 14% riziko rozvoje PAS (van Rijn et al.,
2015). Avsak ve vétsiné pripadl neni zména poctu chromozom( X a /nebo Y doprovazena MR

ani PAS (Samango-Sprouse C. et al., 2018).
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5.2 Strukturni chromozomalni aberace

Strukturni chromozomalni zmény jsou nejcastéji zpisobeny zlomem na chromozomech, které
jsou nasledovany ztratou/ziskem (delece/amplifikace) nebo presunem (translokaci)
genomického materidlu. Nékteré tyto zmény se jevi jako neSkodné, jiné jsou asociovany
s rozvojem onemocnéni. Klinicky dopad téchto zmén je zavisly na umisténi zlomu a na velikosti
segmentu, ktery byl takto zasazen (Prochdazka et al., 2018).

Strukturni zmény chromozomu velkého rozsahu ( > 5Mb) lze pozorovat pod mikroskopem
metodou konvencniho karyotypu (Prochazka et al.,, 2018). Prikladem jsou syndromy
Cri-du-chat a Wolf-Hirschhorn, u kterych dochazi ke ztraté celého kratkého ramene
chromozomu 5 nebo 4. Oba syndromy jsou pfi¢inou mentdlni retardace a facidlnich
dysmorfickych rys(, avSsak onemocnéni PAS u nich neni popisovano (Espirito et al., 2016,
Battaglia et al., 2015).

Strukturni chromozomalni zmény mensi nez 5 Mb se nazyvaji variabilita poCtu kopii genomu
(copy number variant, CNV). Tyto zmény hraji vyznamnou roli pti vzniku MR a/nebo PAS.
V soucasnosti jsou nékteré CNV asociovany se syndromy, které zahrnuji MR, jako jsou Di
Georglv syndrom (delece 22qg11.2), Williamstv-Baurenlv syndrom (delece 7q11.23),
PhelanGv-McDermidlv syndrom (delece 22q13), Smithlv-Magenisiv syndrom (delece
17p11.2). Tyto syndromy jsou také doprovazeny zvySenym rizikem PAS (Tab. 3) (Richards et
al., 2015, Costales et al., 2015, Smith et al., 1993). Avsak literatura popisuje i mnoho dalSich
CNV v oblastech 1g21.1, 1943q44, 1p36, 1922g23.1, 2p16.1-p15, 4p16.3, 9934.3, 9p, 10926,
16p11.2, Xp11.23-p11.22, Xp11.22-p11.23, Xg28 nebo Xp22.12 (http://autism.mindspec.org,
Obr. 2). Zavazinost klinického dopadu téchto zmén je zatizena jevy neulplné penetrance
a variabilni expresivity. Ackoliv vzniklo mnoho studii zabyvajicich se analyzou CNV u pacient(
s MR a/nebo PAS, nepodafilo se objasnit vyznam vsech nalezenych CNV ani mechanismus

neuplné penetrance a variabilni expresivity (Sanders et al., 2015, Borlot et al., 2017).
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Tabulka 3 Vyskyt PAS u pacientl s vybranymi syndromy podminénymi CNV

Nézev syndomu Incidence # Aberovana oblast Procen'fuélnl'
genomu zastoupeni PAS (%)

WilliamsGv 1:7500 7911.23 7,0-12,0
DiGeorglyv 1:4000 22q11.2 10,0 - 40,0
Phelandv-McDermidgv | 1:8000-15000 22913 75,0

Smithdv-Magenistv 1:25000 17p11.2 50,0-75,0
Praderav-Williho 1:10000 15qg11-13 12,3-25,3
Angelman(iv 1:12000 UBE3A 1,9-34,0

# ghr.nlm.nih.gov (12.5.2020)

Obrazek 2: Diagram rozloZeni nalezenych CNV u pacientd s MR a/nebo PAS (prevzato

a upraveno z http://autism.mindspec.org/autdb/CNV_Stats.do)
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Na vzniku MR a/nebo PAS se rovnéz podili, kromé béznych ztrat a ziski genomického
materialu, i genomicky imprinting (umlcovani gen(). Jedna se o mechanismus regulace genové
exprese. Jednim zhlavnich procesd imprintingu je metylace cytosinu v DNA
(deoxyribonukleova kyselina) (Prochazka et al., 2018). Poruchou mechanismu metylace DNA
nebo zdédénim dvou homolognich alel od jednoho rodice (uniparentalni disomie, UPD) dojde
k umléeni gen(l vimprintované oblasti. Tento stav vyvolava onemocnéni stejné, jako by byla
oblast deletovana (Kubota 2018). Angelmantv (AS), Praderdv-Williho (PWS), BeckwithGv-
Wiedemannuv (BWS) a Silvertv-Russelliv syndrom (SRS) jsou doprovdzeny MR a mohou
vznikat na podkladé prosté delece, UPD i poruchy mechanismu metylace DNA (Baker et al
2018, Kent et al 2008). AS a PWS jsou navic asociovany s rozvojem autismu (Vardi et al 2012,
Wang at al., 2020, Richards et al., 2015, Tab. 3). Neddvné studie povazuji zménu metylace DNA
za moznou pri¢inu vzniku MR a/nebo PAS, ale i za vysvétleni narlstu frekvence téchto

onemocnéni v populaci (Kubota 2018, Weaver et al 2004, McGowan et al 2009).

5.3 Monogenni aberace

Mentalni retardace na rozdil od poruchy autistického spektra muize vznikat zménou jen
jediného genu (monogenni pficina). Avsak i tato onemocnéni maji zvysené riziko vyskytu PAS.
Mezi nejc¢astéjsSi monogenni pficiny MR patti aberace genu FMR1 (Syndrom Fragilniho X) a
MECP2 (Rettliv syndrom) ndsledované PTPN11, SOS1, RAF1, RIT1 (Noonanuv syndrom), NF1
(Neurofibromatéza), TSC1, TSC2 (Tuberdzni skleréza) a CHD7 (CHARGE syndrom), které ¢asto
doprovazi onemocnéni autistického spektra (Richards et al 2015, Tab. 4). VzacnéjSimi
monogenné podminénymi onemocnénimi doprovdzenymi PAS jsou Cornelia de Lange,
Pittv-Hopkinsiv a Cohenlv syndrom (NIPBL, TCF4, COH1) (Richards et al 2015, Watkins et al
2019). Samotna porucha autistického spektra pravdépodobné nevznikd monogenné, ale

souhrou genetickych zmén malého Ucinku (multiple hit model) (Leblond et al., 2012).
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Tabulka 4: Vyskyt PAS u pacientl s vybranymi syndromy podminénymi monogenné

Procentualni
Nazev syndromu Incidence # Gen zastoupeni PAS
(%)

Fragilni X 1:4000** FMR1 22,2 -50,0
Rettliv 1:9000 MECP2 19,0 -61,0*
Noonanové 1:1000 P-II-?il\llzlllFflgl')il 150-30,0
Neurofibromatéza typu 1 1:3000 NF1 13,0 -29,0
Tuberézni skleréza 1:6000 TSC1, TSC2 36,0 -61,0
CHARGE 1:8500 CHD7 9,0-68,0

Cornelie de Langeové 1:10000 NIPBL 43,0 -75,0
Pitt-Hopkins celosvétove 500 TCF4 34,7-91,6
Cohentv celosvétoveé 1000 COH1 48,9 -68,9

*u divek, **u chlapcii, # ghr.nlm.nih.gov (12.5.2020)

5.4 Mozaicismus

Pfitomnost dvou bunécnych linii srlznou genetickou vybavou u jednoho jedince
(mosaicismus) je popisovana jako pfi¢ina zménénych forem znamych syndrom( (Prochazka et
al., 2018). Prikladem je zejména trizomie chromozomu 21, kterd vznika v 1-2 % na podkladé
zarode€¢ného mozaicismu. Pacienti stimto typem zmény maji mirnéjsi projevy Downova
syndromu (Papavassiliou et al., 2015). Navic onemocnéni doprovazend MR s dominantni
dédi¢nosti se mohou u pacientl projevit na zakladé pfitomnosti mozaicistni formy aberace u
nékterého z rodicu, ktery je vsak klinicky bez priznakl. Prikladem je deficit GATAD2B (GATA
zinc finger domain-containing 2B) nebo Wiedemann(v-Steinerlv syndrom, které jsou
doprovazeny MR, facidlnimi dysmorfiemi a dalSimi klinickymi projevy (Kaur et al., 2019, Baer
et al., 2018). Mozaicismus je také asociovan s abnormalnim vyvojem mozku. Ukazuje se, Ze je
jednou z pficin poruchy migrace neurond. Kromé toho pfispivd k neurovyvojovym
onemocnénim bez viditelnych lézi, v€etné epileptickych encefalopatii, mentdlniho postizeni a
poruch autistického spektra a mulze tak pfrispivat k Siroké skale neuropsychiatrickych

onemocnéni (D’Gama at al., 2018).
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5.5 Aberace mitochondrialniho genomu

Aberace mitochondridlni DNA (mtDNA) mohou zménit normalni energeticky metabolismus
v mozku, coZ prispiva k vyvoji onemocnéni doprovazenych MR a/nebo PAS (Cruz et al., 2019).
Mezi mitochondridlni choroby patfi zejména Leighova choroba (LCh), Mitochondrialni
encefalomyopatie s laktdtovou acidézou a iktu podobné epizody (MELAS), MERRF
(myoklonickd epilepsie s potrhanymi cervenymi svalovymi vldkny) a samotna porucha
autistického spektra (PAS) (Altmann et al., 2016, Finsterer et al., 2016, Lake et al., 2016, Wang
et al., 2016). Navic jsou aberace mtDNA pozorovany i u ADHD, Rettova syndromu, bipolarni
poruchy, demence, Pearsonova nebo Wolfranova syndromu a mnoha dalSich asociovanych
MR a/nebo PAS (Cruz et al., 2019). Mezi nejéastéjsi aberace patfi SNP (79 %, Single Nucleotide
Polymorphisms), které se nachdzi zejména v proteinkddujicich regionech mtDNA,

nasledované delecemi, které jsou pozorovany v 15 % pfipad( (Obr. 3. Cruz et al., 2019).

Obrazek 3: RozloZeni aberaci mtDNA (pfevzato z Cruz et al., 2019)
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5.6 Moinosti genetické diagnostiky u pacienttis MR a/nebo PAS

Stanoveni genetickych aberaci u pacientld s MR a/nebo PAS se odviji od principu a rozliSovaci
schopnosti jednotlivych metod (Wayhelova et al., 2019, Prochazka et al., 2018).

Stanoveni karyotypu bézné disponuje rozliSenim aberace vétsi nez 5 Mb. Tato metoda mUze
odhalit chromozomalni zménu az u 6 % pacientl s MR a/nebo PAS (Wayhelova et al., 2019).
Vyhodou této metody je komplexni pohled na strukturu chromozom, ktery umoznuje kromé
nebalancovanych zmén 1 zachyt balancovanych translokaci (Prochazka et al., 2018). Tyto
balancované translokace obvykle nepostihuji své nositele, ale zvySuji pravdépodobnost
chromozomadlni aberace u potomka takového nosice. Pfikladem je t(21;21) u jednoho z rodicu
predstavuje 100% Sanci Downova syndromu u potomka nebo t(14;21) ma 25% Sanci potomka
s trizomii 21 (Yan et al., 2017, Honda et al., 2000). Nevyhodou této metody je jeji malé
rozliSeni, které neumozniuje stanoveni syndromd podminénych mensimi zménami (< 5Mb)
jako napfiklad CNV (copy number variant) nebo sekvencéni zmény genomu (Wayhelova et al.,
2019). Hybridizaci barevné znacenych sond ke specificky uréenym mistim chromozom(
(fluorescencni in situ hybridizace, FISH) Ize stanovit mozaicistni formy aberaci nebo nékteré
znamé dele¢ni syndromy, které maji rozsah fadové v desitkach kilobazi a vétsi (napf. Di
Georglv syndrom). Avsak FISH neposkytuje analyzu celého genomu, nezachyti sekvencni
zmény ani neodlisi tandemové duplikovany usek chromozomu (Prochdzka et al., 2018).
Vétsiho rozliseni (£ 5 Mb) lze dosdhnout s pouzitim molekuldrné genetickych metod.
Nejrozsitenéjsi metodou pro stanoveni CNV je Cipova technologie aCGH (Array comparative
genomic hybridization), ktera sleduje cely genom najednou véetné mozaik. U pacientl s MR
a/nebo PAS je zachytnost duplikaci a deleci 3 —10x vy$si nez u stanoveni konvenénim
karyotypem (Wayhelova et al., 2019). DalsSi casto pouzivanou metodou pfi vySetfovani
pacientd s MR a/nebo PAS je SNP aCGH (Single nucleotide polymorphism aCGH), ktera
umoznuje i stanoveni UPD a polyploidii (Riggs et al., 2020, Adang et al., 2017, Chien et al. 2010,
Bergbaum et al., 2016). Ackoliv CNV analyzu lze provést i metodami MLPA a MS MLPA
(multiplex ligation-dependent probe amplification, methyl specific MLPA), nejsou tyto
techniky vhodné k zachytu mosaicistnich forem aberaci na rozdil od aCGH nebo SNP aCGH.
Navic vySetfovani metodami MLPA a MS MLPA je cilené a neposkytuje informaci o zbylych
oblastech genomu (Capkova et al., 2019, Loghmani et al., 2014). VysSetieni pfitomnosti CNV je

dnes indikovano na zakladé mezinarodnich doporuceni (Ho et al., 2016, Kearney et al., 2011)
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u vSech pacientd s MR a/nebo PAS po vylouceni chromozomalnich aberaci konvencnim
karyotypem a po vylouceni mutaci vgenu FMR1 (syndrom Fragilniho X), které se sleduji
fragmentacni analyzou a sekvenacnimi metodami (Richards et al.,, 2015, Ho et al., 2016,
Kearney et al., 2011). AvSak metody CNV analyzy (aCGH, SNP aCGH, MLPA, MS MLPA) neodhali
balancované translokace a sekvenéni zmény u monogennich onemocnéni (Riggs et al., 2020,
Adang et al., 2017, Chien et al. 2010, Bergbaum et al., 2016). Navic odhaluji i CNV, jejichz
klinicka interpretace je zatizena jevy neuplné penetrance a variabilni expresivity (Sanders et
al., 2015, Borlot et al., 2017).

Aberace genomu mensi nez 10 kb, které doprovazi MR a /nebo PAS, jsou stanovovany pomoci
sekvenacnich technik (Sangerovo sekvenovani a Masivné paralelni sekvenovani / Next
generation sequencing). Sangerovo sekvenovani je v praxi aplikovdano zejména u dobre
popsanych syndromu (Rettliv syndrom, tuberdzni sklerdza, neurofibromatéza typu 1) (Lallar
et al., 2018, Suspitsin et al., 2018, Zhang et al., 2015). Avsak tato metoda neni schopna odhalit
minoritni mozaicistni formy aberaci. Masivné paralelni sekvenovani/ Next generation
sequencing (MPS / NGS) je diky své kapacité schopno vysetfit vice vybranych gen( v jediném
experimentu (panelové sekvenovani) vcetné stanoveni mosaicistnich forem aberaci,
pfikladem je syndrom Noonanové (PTPN11, SOS1, RAF1, RIT1) nebo vybrané série gend
asociovanych s rozvojem MR (Tafazoli et al., 2018, Erger et al., 2019). U pacientd s autismem
bez dalSich klinickych znakd (MR, epilepsie, facidlni dysmorficé rysy aj.) je vzhledem k
nedostatku rigordznich dat panelové sekvenovani provddéno jen na vyzkumné drovni
(Sanders et al., 2017).

MPS lze také vyuzZit k analyze vsech kddujicich regiont DNA (celoexomové sekvenovani/whole
exome sequencing, WES) nebo i celého lidského genomu (celogenomové sekvenovani/whole
genome sequencing, WGS) (LaDuca et al. 2017, Voelkerding et al., 2009). Avsak zachytnost
téchto pristupl je omezena na soucasnou znalost nalezenych nukleotidovych zmén a genl, ve
kterych se nachdzi (LaDuca et al. 2017, Sanders et al., 2017). WES a WGS vyZaduji dalSi nastroje
k objasnéni klinické interpretace nalezd (analyza TRIO, expresni a funkéni studie, CRISPR atd.)
a v klinické praxi se bézné neprovadi (Hu et al., 2009, Menashe et al., 2013, Yu et al., 2020).
Vedle zmén DNA a chromozom0 predpokladaji soucasné studie velky vliv epigenetickych
mechanismd (modifikace histond, metylace DNA a mikroRNA) na vznik MR a/nebo PAS.
Klinicky se analyzuje pouze metylace DNA metodami SNP aCGH popf. lokus specifickymi

metodami (MS MLPA, metylacné senzitivni PCR, restrikéni Stépeni). Stanovovany jsou zejména
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Prader(v-Williho nebo Angelmaniv syndrom a UPD. Zbylé mechanismy epigenetické regulace
exprese genl jsou zaloZeny na rlznych principech a vzhledem k nedostatku klinickych dat se
v praxi zatim nepouzivaji (napf. imunoprecipitacni Cipové technologie, ChIP-on-chip). (Fazzari
et al., 2010). Obdobnou situace je i u mtDNA. Klinicky jsou analyzovany pouze dobie popsané
syndromy jako jsou Leighova choroba LCh, MELAS a MERRF (Finsterer et al., 2016, Lake et al.,
2016, Wang et al., 2016).
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VI.

VII.

VIII.

Cile prace

Analyza klinickych dat pacienttd s mentalni retardaci (MR) a poruchou autistického spektra
(PAS).

CNV analyza pacientl s mentalni retardaci (MR) a poruchou autistického spektra (PAS).
CNV analyza u pacienti s MR a PAS metodami MLPA, MS MLPA, aCGH a SNP aCGH.
Vyhodnoceni dat ziskanych CNV analyzou.

Porovnani dosazenych vysledk( CNV analyzy mezi MR a PAS.

Korelace klinickych a genetickych dat u pacientd s mentalni retardaci (MR) a poruchou
autistického spektra (PAS).

Stanoveni vyznamu vybranych klinickych znak( na vysledky CNV pro skupiny pacient
s PAS a MR.

Analyza klinického obrazu pacientd s opakujicimi se variantami neznamého vyznamu.
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7 Material a metodika

7.1 Biologicky materidl a charakteristika pacientu

Tato prace se vénuje klinické a genetické analyze pacientd s MR a/nebo PAS, ktefi byli
konzultovani klinickymi genetiky na Ustavu |ékaFské genetiky ve Fakultni nemocnici
v Olomouci v letech 2012-2018. Diagnéza MR a/nebo PAS u pacientl byla provedena
psychiatricky, pedo-psychyatricky, psychologicky, neurologicky a pediatry, ktefi pfi jejim
stanovovani postupovali podle platnych doporuceni svych odbornych spole¢nosti. U pacientd
s MR byla navic vylouc¢ena nejcastéjsi metabolickd onemocnéni. Na zakladé diagndzy byli
pacienti doporuceni ke genetickému testovani. Dle platnych doporuceni Spolecnosti Iékarské
genetiky a genomiky byl u pacienti s MR a/nebo PAS stanoven karyotyp a provedena analyza
syndromu Fragilniho X. Bylo vybrano celkem 204 pacientli s MR a/nebo PAS, u kterych byla
obé vysetfeni negativni. U téchto pacientl byla retrospektivné provedena analyza CNV
metodami MLPA, MS MLPA, aCGH, a SNP aCGH z uskladnéné izolované DNA za informovaného
souhlasu zakonnych zastupcl pacientl (IS, Priloha ¢. 1) a souhlasu Etické komise Univerzity
Palackého Olomouc a Fakultni nemocnice v Olomouci (IRB ¢islo 96/17). Vysledna skupina
pacientl (204) zahrnovala 90 pacientli s MR (51 muzd, 39 Zen) ve véku 5-35 let a 114 pacient(
s PAS (78 muzl, 36 zen) ve véku 3-18 let. Skupina pacientld s PAS zahrnovala 96 pacientu

s mentalni retardaci.

7.2 Priprava MLPA

Pro analyzu MLPA bylo pouZito 5 pl izolované DNA o koncentraci 15 ng/ul, ktera byla
denaturovéana 5 min pfi 98 °C a nasledné ochlazena na 25 °C. Pii této teploté byly ptidany 3 ul
smési probe mixu (Tab. 5) a MLPA Salsa Pufru (1:1). Vysledny mix byl opét kratce
denaturovan (1 min, 95 °C) a ptiveden k hybridiza¢ni teploté 60 °C. Hybridizace probihala ptes
noc (16-20 hod.). Hybridizovana smés byla nasledné ochlazena na 54 °C a bylo k ni pfidano 32
ul Ligacniho mixu (Tab. 6). Vysledna smés byla ponechéna pfi teploté 54 °C 15 min a nasledné
byla aktivita ligdzy ukoncena denaturaci pfi teploté 98 °C po dobu 5 min. Po ochlazeni smési
na 20 °C bylo pfidano 10 ul PCR mixu (Tab. 7). PCR reakce byla provedena dle teplotniho

schématu v tabulce 8. Vysledné produkty byly separovany pomoci kapilarni elektroforézy v
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piistroji ABI 3130 s filtrem G5, kapilarami o délce 36 cm a plnéné polymerem POP7™ (Tab.

9). Vysledky byly analyzovany softwarem Coffalyser (dostupny z Coffalyser.Net).

Tabulka 5: Seznam pouzitych MLPA SALSA probemix(

Nazev probemixu Cislo produktu Poznamka
Subtelomery 1 P0O36 Ptiloha ¢. 2
Subtelomery 2B PO70 Pfiloha €. 3
Mentalni retardace, X vazana P106 Priloha ¢. 4
Mikrodele¢ni syndromy 1A P245 Ptiloha ¢. 5
Mikrodele¢ni syndromy 2 P297 Pfiloha €. 6
Autismus 1 P343 Ptiloha ¢. 7
Tabulka 6: SloZeni Ligacniho mixu na pfipravu jedné reakce
Reagencie Objem
H20 (v PCR cistot¢) 25 ul
Ligase pufr A 3ul
Ligase pufr B 3ul
Ligase-65 enzym 1 ul
Celkem 30 ul
Tabulka 7: SloZeni PCR mixu na pfipravu jedné reakce
Reagencie Objem
H>O (v PCR ¢istot¢) 7,5 Wl
SALSA PCR primer mix 2,0 ul
SALSA polymeraza 0,5 ul
Celkem 10,0 pl

Tabulka 8: Teplotni profil PCR reakce

Teplota Cas Pocet cyklh
95 °C 30s
60 °C 30s 35x
72°C 60 s
72 °C 20 min 1x
15°C neomezeno 1x
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Tabulka 9: Nastaveni separacnich podminek v pfistroji ABI 3130

Parametr Hodnota
Teplota pii separaci vzorku 60 °C
Elektrické napéti pfi néstfiku vzorku 1,2 kV
Doba nastiiku vzorku 12s
Elektrické napéti separace vzorku 15 kV
Cas separace vzorku 1000s

7.3 Priprava aCGH a SNP aCGH

Analyza aCGH a SNP aCGH byla provedena u 175 vzorkd uskladnéné DNA. Vzorky byly
analyzovany za pomoci aCGH a SNP aCGH technologii od tfi vyrobcli (Agilent Technologies,
Illumina, Affymetrix). Platforma od spole¢nosti Illumina byla pouZita v laboratofich spole¢nosti
Gennet, s.r.o. (Praha) s pristrojem CytoSNP-12 (lllumina, San Diego, CA, USA), Affymetrix byl
pouzit na pracovisti Ustavu molekuldrni a translaéni mediciny Univerzity Palackého
v Olomouci (UMTM) za pouziti Cytoscan HD (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) a Agilent
Oligonucleotide Array-Based CGH for Genomic DNA Analysis (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
byl pouZit na pracovisti Ustavu lékaFské genetiky Fakultni nemocnice Olomouc (ULG). Externi
pracovisté UMTM a Gennet, s.r.o. postupovali podle pokynd vyrobce (dostupné z
www.affymetrix.com, www.illumina.com) a k vyvolani CNV byly pouzity programy Illumina

KaryoStudio 1.3 (Genome Studio v2011.1) a CHAS v1.2.2 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).

Priprava Agilent Oligonucleotide Array-Based CGH for Genomic DNA Analysis

1) Precisténi DNA

25 g vyizolované DNA bylo doplnéno fosfatovym pufrem (PBS, pH 7,4) na celkovy objem 220
ul v 1,5ml zkumavce. Ke smési bylo pridano 20 pl proteinasy K a 4 pl RNasy A (100 mg/ml).
Smés byla promichana a inkubovéana 2 min pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo pridano 200

pl AL pufru a opét byla smés inkubovana 10 min pfi 56 °C. Po inkubaci byl pfidan 100% EtOH
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o objemu 200 pl. Obsah zkumavky byl pfenesen do DNeasy Mini Spin Column a centrifugovan
1 min pfi 6000 g. DNA zadrZend na kolonce byla promyta 500 pl AW1 pufru a 500 pl AW?2.
Precisténa DNA byla eluovdna 400 pul AE pufru do cisté 1,5ml zkumavky 1 min pfi 6000 g.

2) Kontrola mnozZstvi a kvality gDNA

Mnozstvi gDNA bylo méreno pomoci Qubit BR assay. Celd assay byla inkubovana na pokojovou
teplotu 1 hod. pred poZitim. Pracovni roztok byl pfipraven v poméru 1:199 (Qubit dsDNA BR
reagent : Qubit dsDNA BR buffer) pro kazdy vzorek a pro dva kalibraéni standardy. Do 0,5ml
zkumavek (Mikrozkumavky na Qubit 0,5ml) bylo pfiddno 190 ul pracovniho roztoku a 10 pl
vzorku gDNA (popf. kalibra¢niho standardu). Smés byla promichdna, kratce stocena
a ponechana ve tmé 2 min pfi laboratorni teploté. Po kalibraci méficiho pristroje (Qubit)
pomoci dvou kalibrac¢nich standardi byly vzorky zmérené a koncentrace byla zapsana. Kvalita

gDNA byla ovérena pomoci UV-VIS Spektrofotometrie. gDNA splfiovala minimalni poZzadavky

na gistotu (tj. Azg0/A2g0 = 1,8-2, Aze0/A230 1) (Agilent).

3) Znaceni gDNA

Znaceni gDNA bylo pfipraveno na mnozstvi 8 vzorkl (8-pack). Vzorky byly doplnény PCR clear
vodou na vysledny objem 13 pl s maximalné 500 ng gDNA. Do kazdého vzorku byly pfidany
Random primery o objemu 2,5 pl. Smés s random primery byla denaturovana pfi 98 °C po
dobu 10 min a nasledné byla ochlazena na 4 °C. K denaturovanym vzorkim bylo nasledné
pfidano 9,5 ul Labeling Master Mix pro Cy-5 (Tab. 10). Komerc¢né doddvané gDNA byly pouzity
jako negativni reference, ke kterym byl po pridani random primer( a denaturaci pridan
Labeling Master Mix pro Cy-3 (Tab. 11). Vzorky i negativni reference doplnéné o Labeling
Master Mix byly inkubovany 20 hod pfi 37° C a nasledné 10 min pfi 65 °C. Vysledné produkty
byly ochlazeny na 4 °C.
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Tabulka 10: Priprava Labeling Master Mix pro Cy-5 pro vzorky

Reagencie pro 8-pack
1 reakce () 8 reakci (pl)
5x Reakeni pufr 5 425
10x dNTPs 2,5 2125
Cyanine 5-dUTP 1,5 12,75
Exo (-) Klenow 0,5 2.25
Celkem 9,5 20,75

Tabulka 11: Ptiprava Labeling Master Mix pro Cy-3 pro negativni reference

Reagencie pro 8-pack
1 reakce (ul) 8 reakci (pl)
5x Reakéni pufr 5,0 42,50
10x dNTPs 2,5 21,25
Cyanine 3-dUTP 1,5 12,75
Exo (-) Klenow 0,5 4,25
Celkem 9,5 80,75
4) Precisténi znacené gDNA

Kazda znacena gDNA vzorku a negativni kontroly byla pfeciSténa pomoci kolonky, na kterou
byla ptenesena spolecné s 430 ul 1xTE o pH 8. Nasledn¢ byla kolonka sto¢ena 10 min 14 000 g
V nové zkumavce o objemu 2ml. Znacena gDNA zachycena na kolonce byla promyta dvakrat
480 ul 1xTE o pH 8. Promyvani bylo provedeno za centrifugace o 14 000 g po dobu 30 min.
Piecisténa znacena gDNA byla eluovana pietocenim kolonky a stoc¢enim (1 min, 1 000 g ) do

¢isté zkumavky. Eluovany objem se pohyboval v rozmezi 15-17 pl.

5) Meéfeni specifické aktivity a vypocet vytézku

K méfeni specifické aktivity znacené gDNA vzorkli a kontrol bylo provedeno pfiistrojem
Nanodrop a méticim modulem MicroArray Measurement. Jako blank slouzil roztok 1xTE o pH
8. Vypocet vytézku byl proveden podle rovnic 1, 2 a 3. Do nové zkumavky bylo pfidano po 8
pl znacené gDNA vzorku a negativni kontroly s podobnym vytéZkem jako konkrétni vzorek,

ke kterému byla ptidéna.

26



Rovnice 1: Vypocet stupné znaceni

340 * Koncentrace znacené gDNA[pmol/pl] 100
*
1000 * Koncentrace gDNA[ng/ul]

Stupen znaceni[%] =

Rovnice 2: Vypocet specifické aktivity

Stupeii znaceni[%]
0.034

Specificka aktivita|pmol/pg| =

Rovnice 3: Vypocet vytézku znaceni

Koncentrace gDNA[ng/ul] * Objem eluatu po piecisténi[ul]
1000

Vytézek[ug] =

6) Hybridizace znacené gDNA

gDNA byly denaturovany s 29 ul hybridizaéniho master mixu (Tab. 12) po dobu 3 min a teploté
98 °C a po dobu 30 min pfi teploté 37 °C. Denaturovany produkt byl pfi teploté 37 °C
napipetovan do gasketu a ptiklopen sklickem SurePrint G3 Human CGH Microarray 8x60K.
Hybridizace znacené gDNA na sklicko se sondami probihala 18 hod. pfi otackach 20 rpm,

teploté 67 °C.

Tabulka 12: Priprava hybridiza¢niho mixu

Reagencie 8-pack (ul)
Cot-1 DNA 17,00
10xaCGH Blocking Agent 38,25
2x HI-RPM Hybridization Buffer 191,25
Celkem na 8 reakci 246,5

7) Promyti hybridizovaného sklicka

K promyti hybridizovaného sklicka byly pouzity Promyvaci pufr 1 o pokojové teploté
a Promyvaci pufr 2 vyhiaty na 37 °C. Kazdy pufr byl umistén na magnetickou michacku. Kazdy
pufr promyval hybridizované sklicko po dobu 5 min. Na konec bylo sklicko okapano do

bunic¢iny a uschovano do tmy pii pokojové teplote.
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8) Scan hybridizoaného sklicka a jeho digitalni zpracovani

Signaly z hybridizovaného skli¢ka byly scanovany pfistrojem Agilent G2565CA Microarray

Scanner System. a digitalizovany softwarem CytoGenomics (Agilent Technologies).

UloZeni dat z aCGH a SNP aCGH analyz

Vysledna data ze vSech tfi pracovist byla na zakladé mezinarodnich doporuceni umisténa do
verejné pristupného ulozisté Gene Expression Omnibus (GEO) v anonymni podobé pod
znactkou GSE132453 spole¢né s MIAME (Minimum Information about a Microarray

Experiment).

7.4 Klinicka interpretace nalezenych CNV

Klinickd interpretace nalezenych CNV byla provedena podle mezinarodnich doporuceni
(Kearney et al., 2011, Schaefer & Mendelsohn, 2013) za pouZiti nejvyznamnéjsich genetickych
databazi: The International Standards for Cytogenomic Arrays (ISCA), Database of genomic
varlation and Phenotype in Humans using Ensembl Resources (DECIPHER), Simons Foundation
Autism Research Initiative (SFARI), Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), Database
of genomic variants (DGV) a ClinVar databaze zpravované Mezindrodnim centrem pro

biotechnologicka data (National Center for Biotechnology Information, NCBI).

7.5 Statisticka analyza klinickych a genetickych nalezl

Ke stanoveni rozdild Cetnosti u pozorovanych klinickych znakd, které se v celém souboru
vyskytovaly s ¢etnosti vyssi nez 4, mezi obéma skupinami pacientd bylo vyuZito Fisherova
exaktniho testu. Ke stanoveni rozdil( distribuce nalezenych CNV mezi skupinami pacient(
s MR a PAS byl pouzit F-test a Studentlv T-test (na hladiné vyznamnosti a=.05). Ke stanoveni
vyznamu komorbidnich znakd (ADHD, epilepsie, mikro/makrocefalie, facialni dysmorfické
rysy, rlstova restrikce, VVV srdce, mozku a urogenitalniho traktu) na pravdépodobnost

zachyceni patogenni varianty byl pouZit Fisherlv exaktni test. Vliv nejvyznamnéjsich
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komorbidnich znak( na pravdépodobnost zachytu patogenni varianty byl analyzovdn pomoci
logistické regrese pro jednotlivé skupiny pacient( zvlast. Logisticka regrese byla zpracovana

analytickou spole¢nosti ACREA (Praha).

8 Vysledky

8.1 Vysledky analyzy klinickych dat pacientti s MR a/nebo PAS

V této studii bylo analyzovano 204 pacientli s MR (90) a PAS (114). Pomér 51 muzd a 39 Zen
ve skupiné pacientd s MR nevykazoval statisticky vyznamny rozdil mezi pohlavimi (p > 0,05).
Avsak ve skupiné pacient(l s PAS bylo signifikantné vice muzi nez Zen (p = 0,00001, 78 muz{i
vs 36 Zen). U celého souboru pacientl byly pozorovany komorbidni znaky: ADHD (60),
epilepsie (22), mikro/makrocafalie (11/23), facialni dysmorfické rysy (43), rdstova restrikce
(16), vrozené vyvojové vady (VVV) mozku (10), srdce (9), urogenitalniho traktu (4), skeletu
(10), hypotonie (8) a hormonalni poruchy (5). Dale se v souboru vyskytovaly s ¢etnosti mensi
nez 4: kozni defekty, slepota, hluchota (nebo nedoslychavost) a hyper/hypo sensitivita. Ve
skupiné MR byl vyznamné nizsi pocet pacientl bez komorbidit nez u pacient(i s PAS (p =
0,0003, 17 vs 49). Pri analyze jednotlivych komorbidnich znakl byla prokazana vyssi cetnost
mikrocefalie, dysmorfickych rysu obli¢eje, vyvojovych vad srdce a skeletu u pacientl s MR,
zatimco u pacientl s PAS byla castéjsi pritomnost ADHD. Pocet pacientl s ostatnimi
komorbiditami se mezi obéma skupinami vyznamné nelisil. Vysledky analyzy klinickych obrazt

pacientl s MR a PAS shrnuje tabulka 13.
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Tabulka 13: Vysledky analyzy klinickych obraz(i pacientl s MR a PAS a jejich porovnani
metodou Fisherova exaktniho testu

Pocet pacientdi ze | Pocat pacientl DosaZend p
Komorbidni znak skupiny MR (N = | ze skupiny PAS hodnota
90) (N =114)

ADHD 17 (18,9 %) 43 (37,7 %) p =0,003
Epilepsie 14 (15,6 %) 8(7,0%) ns

Mikrocefalie 18 (20,0 %) 5(4,4 %) p =0,001
Makrocefalie 7 (7,8 %) 4 (3,5 %) ns

Dysmorfie obli¢eje 29 (32,0 %) 14 (12,3 %) p =0,001
VVV mozku 7 (7,8 %) 3(2,6%) ns

VVV srdce 8 (8,9 %) 1(0,9 %) p=0,011
VVV urogenitalniho traktu 3(3,3%) 1 (0,9 %) ns

VVV skeletu 9 (0,1 %) 1(0,9 %) p = 0,005
Hypotonie 4 (4,4 %) 4 (3,5 %) ns
Rastova restrikce 10 (11,1 %) 6 (5,3 %) ns
Hormonalni defekty 3(3,3%) 2(1,8%) ns

ADHD-hyperaktivita, VVV-vrozené vyvojové vady, MR-pacienti s mentdlini retardaci, PAS-
pacienti s poruchou autistického spektra, ns-not significant

8.2 Vysledky CNV analyzy pacient s MR a/nebo PAS

CNV analyza byla provedena na souboru 204 vyizolovanych DNA od pacientll s MR a PAS.
Metoda MLPA byla provedena u vSech vzork( k rychlému screeningu vybranych oblasti
genomu asociovanych se vznikem MR a PAS. Metody aCGH a SNP aCGH byly provedeny u 108
pacientl s PAS a u 67 pacientd s MR. Celkem bylo 26 pacientl nositelt patogenni CNV (MR =
18, PAS = 8), 4 pacienti byli nositeli pravdépodobné patogenni CNV (MR = 1, PAS = 3) a 25
pacientd neslo CNV s neznamym vyznamem (MR = 12, PAS = 13). V celém souboru bylo
zachyceno celkem 150 benignich a pravdépodobné benignich CNV, avsak pouze u 106
pacientd (MR = 35, PAS = 71) bylo zachyceno 96 benignich a pravdépodobné benignich CNV
(MR = 45, PAS = 51) bez koincidence dalSich CNV zbylych kategorii. U 23 pacientl (MR = 23,
PAS = 6) byla vyloucena pfitomnost patogenni CNV metodou MLPA. Pocet nalezenych CNV
metodami aCGH a SNP aCGH pro jednotlivé skupiny a kategorie je znazornén v tabulce 14

a obrazku 3.
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Tabulka 14: Pocet zachycenych CNV u 175 pacientd metodami aCGH a SNP aCGH

Kategorie CNV Typ CNV Pocet CNV u PAS | Pocet CNV u MR
Patogenni CNV dup. 4 6
del. 4 14
dup. 4 1
Pravdépodobné patogenni up
del. 0 0
Nezndama CNV dup. 6 10
del. 7 0
Pravdépodobné benigni a benigni dup. a del. 81 66

CNV-copy number variant, PAS-pacienti s poruchou autistického spektra, MR-pacienti
s mentdini retardaci, dup.-duplikace, del.-delece

Obrazek 4: Distribuce jednotlivych typl a kategorii CNV mezi skupinami pacient( s PAS a
MR

16

14
® delece

duplikace
12 *

10

Pocet jednotlivych typld nalezenych CNV

2

Patogenni dup. Patogenni del. Pst. patogenni Pst. patogenni Meznamé dup. Meznamé del.
dup. del.

Kategorie CNV

\ Pacienti s poruchou autistického spektra (PAS) [llPacienti s mentélni retardaci (MR)

Pst.-pravdépodobné, dup.-duplikace, del.-delece, CNV- copy number variant
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Patogenni CNV

Metodami MLPA, MS MLPA, aCGH a SNP aCGH bylo zachyceno 28 patogennich variant (MR =

20, PAS = 8) u 26 pacientd (MR = 18, PAS = 8). U skupiny MR je vyznamné vyssi zastoupeni

pacientl s patogenni CNV neZ u skupiny PAS (p = 0,004). Celkem bylo zachyceno 10 duplikaci

(MR =6, PAS =4) a 18 deleci (MR = 14, PAS = 4). U dvou pacientll ze skupiny MR se vyskytovaly

dvé patogenni varianty najednou; duplikace 1q21.1 a delece 79q11.23, duplikace 14g31.3 a

delece 12p13.33. T test prokdzal rozdilnou distribuci patogennich CNV mezi skupinami

pacientd s PAS a MR (t=0,014). Pfehled zachycenych patogennich CNV je zndzornén v tabulce

15 a obrazku 4.

Tabulka 15: Pfehled zachycenych patogennich CNV 1. ¢ast

Cytoband glzlfl Pavod | Skupina Koordinata Ve(II:I;c)Jst Klinicky obraz
de PAS 146476526 | 147825662 1300 . .
1921.1 dup. | novo epilepsie
nz MR 146501348 | 147752568 1251
ADHD, dysmorfie
obliceje, VVV
1921.1 del. pat MR 145372549 | 145888926 516 srdce a
urogenitalniho
traktu
dysmorfie
7933936 del. nz MR 136289656 | 148069342 | 11780 obliceje, growth
defects
7q11.23 | del. | nz PAS | 72701018 | 74143060 | 1442 dysmorfie
obliceje
7q11.23 del. nz MR 72722981 | 74138121 1415
9q del. | nz* | MR |140623027 | 140838033 | 215 epilepsie,
mikrocefalie
dysmorfie
12p13.33 | del. nz MR obliceje,
1 5168849 5169 mikrocefalie
dysmorfie
14931.3 dup. nz MR obliceje,
86991381 | 107283504 | 20292 mikrocefalie
9 | MR | 87390203 | 92177983 | 4788 dysmorfie
14931.3- novo obliceje
q32.12 del. de dysmorfie
MR 87390293 | 92177983 4788 .
novo obliceje
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Tabulka 16: Prehled zachycenych patogennich CNV 2. ¢ast

Typ o . - Velikost e
Cytoband CNV Pivod | Skupina Koordinata (kb) Klinicky obraz
149313- | 4o | nz MR | 91474831 | 107282437 | 15808 | V'V Mozky,
q32.12 rastova restrikce
mat MR 30955149 | 32515681 1561
15q13.3 | del. dysmorfie
nz MR 30954726 | 32899558 1945 obliceje,
mikrocefalie
16p11.2-
012.2 del. pat PAS 29600878 | 30177240 576 ADHD
16pl1.2 mat PAS 29673954 | 30332581 659 epilepsie
dup. i
16p11.2 P-| pat | PAs | 29600878 | 30177240 | 576 | ADHD: dysmorfie
obliceje
ADHD, epilepsie,
17q12 del. nz PAS 34437481 | 36244332 1807 dysmorfie
obliceje
i
17p13.3 dup. nz MR 880450 1610585 730 dysr’r'1v0r' '¢
obliceje
de epilepsie,
17921.31 del. noVo MR 43675458 | 44212416 537 dysmorfie
obliceje
Krocefal
17q11.2q12 | dup. | nz MR | 26807734 | 29840418 | 3033 | | ocetale,
rdstova restrikce
dysmorfie
20q13.33 del. nz MR 61323418 | 62909908 1586 obliceje,
mikrocefalie
ADHD, epilepsie,
nz MR 18844632 | 21068659 2224 dysmorfie
22911 del. obliceje
de PAS | 20733667 | 21460220 | 727 dysmorfie
novo obliceje
Xq21.1-
q21.31%* del. mat MR 81324685 | 86231162 4906 ADHD
Xp22.11 dup. nz MR 23034085 | 28429500 751
Xp21.2-
0211 | del | MR | 29698622 | 34735336 | 5036 mikrocefalie
de ADHD
k% ’
Xp11.22%* Tdup- | oo | PAS | 53440448 | 53450046 | %8 makrocefalie

*vylou¢en materndlni plvod, **muZské pohlavi, pat-paterndlni, mat-materndlni, nz-neznamy,
dup.-duplikace, del.-delece, CNV-copy number variant, PAS-pacienti s poruchou autistického
spektre, MR-pacienti s mentdlini retardaci, ADHD-hyperaktivita, VVV-vrozend vyvojovd vada
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Obrazek 5: Distribuce patogennich CNV na jednotlivych chromozomech pro jednotlivé
skupiny pacientt

3

Pocet patogennich CNV
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Chromozom

CNV-copy number variant

Pravdépodobné patogenni CNV

Metodami MLPA, MS MLPA, aCGH a SNP aCGH bylo zachyceno 5 pravdépodobné patogennich
variant (MR =1, PAS =4) u 4 pacientld (MR =1, PAS = 2). V této kategorii byly zachyceny pouze
duplikace. Ve skupiné PAS byly duplikovany oblasti chromozom( 3, 20 a X a u pacientky s MR
se duplikace nachazela na chromozomu 3 (3p26.3). Duplikace oblasti chromozomu 3, 20 a X
se vyskytovaly spole¢né u jednoho pacienta s PAS (3924, 20913.32, Xq27.1-g27.3), druhd
pacientka byla nositelem pouze jedné duplikace na X chromozomu (Xp11.4) (Tab. 16).
Duplikace zasahly 24 OMIM protein kddujicich gen(. 2 z téchto genl byly popsany v databazi
SFARI a zdroven bylo jejich skére <3 (CNTN4 a CNTN6). Dva geny jsou popisovany v databazi
OMIM jako pfi¢ina onemocnéni s klinickym obrazem, ktery zahrnuje poruchy chovani a/nebo
poskozeni centrdlni nervové soustavy (CNS) a zdroven se jedna o dédi¢nost autozomalné
dominantni (GNAS, ZIC1). Gen TSPAN7 je popisovan jako pfic¢ina mentalni retardace, X-vazané
(MIM:300210) s X vazanou recesivni dédi¢nosti. Duplikace TSPAN7 byla zachycena u pacientky

s PAS (Tab. 17). U 5 gen( jsou popsany patogenni a/nebo pravdépodobné patogenni zménou
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mensiho rozsahu (< 50 pb) dle databaze ClinVar. Tyto zmény jsou zaroven asociovany

s autistickym chovanim, mentalini retardaci a/nebo malformaci mozku (CNTN6, GNAS, SOX3,

TSPAN7 a ZIC1) (Tab. 18). Geny ATP11C a F9 mohou byt poskozeny patogennimi a

pravdépodobné patogennimi zménami, které jsou mensi nez 50 pb, avSak tyto zmény nejsou

asociovany s poruchou chovani a/nebo poruchou CNS (Pfiloha €. 8).

Tabulka 17: Prehled klinickych obraz( pacientl s pravdépodobné patogennimi CNV

OMIM ¢islo
. asociovaného P
Skupina | Cytoband Zasazen¢ onemocnéni* | Pohlavi | Pivod Klinicky
OMIM geny obraz
(typ
dédicnosti)
CNTN4 -
MR 26. F mat. ikrocefali
3p26.3 CNTNG - at mikrocefalie
ZIc1 616602 (AD)
3924
ZIC4 -
103580 (AD),
20q13.32 GNAS 612462 (AD),
612463 (AD)
ATP11C -
CDR1 -
F9 - de makrocefalie,
PAS LDOC1 - M novo ADHD
MAGECI, -2, -3 -
Xq27.1- I
g27.3 -
SLITRK4 -
SOX3 300123 (-)
SPANXAL, -A2,
-B1, -B2, -C, -D, -
-N3, -N
PAS Xpll.4 TSPAN7 300210 (XLR) F nz. -

* onemocnéni asociované s genem a zahrnujici se zménami chovani, vyvojovym poskozenim
nervove soustavy a/nebo mozku, OMIM-Online Mendelian Inheritance in Man databacze,
SFARI-Simons Foundation Autism Research Initiative, AD-autozomainé dominantni, XLR-X
vazana recesivni, nz.-neznamy, F-zZena, M-muz, MR-pacienti s mentalni retardace, PAS-

pacienti s poruchou autistického spektra
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Tabulka 18: Prehled pravdépodobné patogennich CNV a jejich nejvyznamnéjsich genl(

OMIM cislo
Skupina | Cytoband Koordinata O%/Ials :\l/lz Zréily iiﬁrzl 3;(;310(:::11;1;2
(typ dédi¢nosti)
CNTN4 2 -
MR 3p26.3 1356628 2231148 CNTNG 3 -
3q24 147104045 | 147134057 21 - 616602 (AD)
ZIC4 - -
103580 (AD),
20913.32 | 57424434 | 57427372 GNAS 4 612462 (AD),
612463 (AD)
ATP11C - -
CDR1 - -
F9 4 -
PAS LDOC1 - -
MAGEC], -2, - ) )
Xq27.1- 138614319 | 143156110 3
q27.3 MCF2 - -
SLITRK4 - -
SOX3 - 300123 (-)
SPANXA1L, -
A2, -B1,-B2, - - -
C -D, -N3, -N
PAS Xpll.4 | 38486618 | 38634614 TSPAN7 4 300210 (XLR)

* onemocnéni asociované s genem a zahrnujici se zmenami chovani, vyvojovym poskozenim
nervove soustavy a/nebo mozku, OMIM-Online Mendelian Inheritance in Man databaze,
SFARI-Simons Foundation Autism Research Initiative, AD-autozomdlné dominantni, XLR-X
vazand, MR-pacienti s mentalni retardsace, PAS- pacienti s poruchou autistického spektra

recesivni
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Tabulka 19: Prehled popsany patogennich a pravdépodobné patogennich zmén mensich nez
50 pb v databazi CVlinVar v genech zasazenych pravdépodobné patogenni CNV

RPKM Popsané zmény < 50pb **
: ZasaZené primér * (chr:koordinata dle GRCh37)
Skupina | Cytoband OMIM geny smérodatna
odchylka** Patogenni Pst. patogenni
CNTN4 2,036 + 0,909 - -
MR 3p26.3 : :
P CNTNG 0,934 + 0,273 i 3: 1337396
3: 147131157,
3: 147131159,
+ .
3924 ZIC1 3,107 + 1,685 3- 147131192 3:147130414
3: 147131198
ZIC4 0,770 + 0,555 - -
137,233 +
20q13.32 GNAS 12,670 Ad. 1 Ad. 2
ATP11C 1,062 + 0,318 - Ad. 3
CDR1 - - -
PAS F9 0 Ad. 4 Ad.5
LDOC1 - - -
MAGEC1, -2, -3 - -
Xq27.1- 0
q27.3 MCF2 2,063 + 0,423 - -
SLITRK4 4,300 + 2,537 - -
SOX3 - - X: 139586777
SPANXAL, -A2,
-B1, -B2, -C, -D, 0 - -
-N3, -N
306,560 + .
PAS Xpll.4 TSPAN7 91,345 X: 38540512

**dle databaze ClinVar, Ad. 1-5- zmény genii mensi nez 50 pb shrnuté v Priloze ¢. 8, RPKM-
normalizovand jednotka exprese transkriptu, OMIM-Online Mendelian Inheritance in Man

databdze, MR-pacienti s mentdlni retardsace, PAS- pacienti s poruchou autistického spektra
recesivni, pb- par bazi, Pst.- pravdépodobné

Nezndmé CNV

CNV analyza zachytila 23 variant s klinicky nejasnym vyznamem. 11 pacienttd s MR bylo nositeli

10 duplikaci na chromozomech 1, 3, 6, 7, 10, 13 a X. U 16 pacientl s PAS bylo zachyceno 13

neznamych CNV (6 duplikaci, 7 deleci) na chromozomech 2, 6, 9, 10, 11, 16, 20 a 22. Distribuce

neznamych variant byla mezi jednotlivymi skupinami shodna (t = 0,64) (Obr. 5).
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Obrazek 6: Distribuce CNV s nezndmym vyznamem pro jednotlivé skupiny pacient(

[EEN

o

Pocet zachycenych CNV s nezndmym vyznamem
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B Pacienti s poruchou autistického spektra (PAS) ® Pacienti s mentdlni retardaci (MR)

CNV- copy number variant

Nezndamé varianty ve skupiné MR byly v 46 % (5/11) pfipadech doprovazeny dalsi genetickou
aberaci, kterd caste¢né nebo zcela vysvétlovala klinicky obraz pacientl. Nezndmé varianty
zasahujici geny FH aTWIST1 asociované s onemocnénim doprovazenym mentalni retardaci
(MIM 606812, 617746) byly u pacientd doprovazeny patogenni deleci 15q13.3 (Tab. 19). Ve
zbylych 6 pripadech neznamé CNV zasahovaly do 9 OMIM protein kddujicich gent, z nichz je
pouze gen SHOX evidovan v databazi SFARI (skdre 2) (Tab. 20).
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Tabulka 20: Prehled zachycenych CNV s nezndmym vyznamem a klinické obrazy ve skupiné

MR
- . Velik Dalsi
Chr. | Cytoband | Dédi¢nost | Koordinaty (GRCh37) e(llb())St na’?eily Klinicky obraz
delece Hormonalini
*
1 q43 nz. 241458102 | 241706533 248 15q13.2 defekt
Facialni
3 | q122 nz. | 100340054 | 100442497 | 102 ; dysr:;z:/fmke
mikrocefalie
ADHD, VVV
srdce, VVV
skeletu,
6 q26 nz. 162722510 | 162912832 190 - mikrocefalie,
rastova
restrikce,
nedoslychavost
Facialni
delece dysmorfické
7 p21.1 nz. 19156027 | 19218229 62 15q13.2 sy,
mikrocefalie
10 qli.21 nz. 42826698 | 43377068 550 - -
q31.1- mutace v
13 031.3 nz. 84554714 | 91748060 7193 COL4A4 ADHD
p22.2 pat. 13969904 | 14167680 198 - Makrocefalie
nz. | 112944254 | 113080119 | 136 | CuPlikace Rustova
17q11.2q12 restrikce
23
y nz. | 115408912 | 116197910 | 789 - rzl;i:i\;ae
02233 nz. 422642 | 613567 191 . Rustova
restrikce
mutace v Epilepsie,
q26.2 nz. 130817312 | 130980665 163 hormonalni
BTD genu defekt

*matka vyloucena, pat.- paterndlné kb- kilobdze, ADHD- hyperaktivita, VVV- vrozend vyvojovd

vada
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Tabulka 21: Pfehled gent zasazenych neznamymi CNV variantami u skupiny MR

OMIM cislo
vr 2 Zasazené . asociovaného
Cytoband Dalsi nalezy OMIM geny SFARI skdre onemocnéni* (typ
dédicnosti)
. delece FH, KMO,
duplikace 1943 15q13.2 RGS7 RGS7 (4) FH (606812, AR)
duplikace 3912.2 - GPR128, TFG - -
duplikace 6926 - PARK2 - -
. delece FERD3L,
duplikace 7p21.1 15q13.2 TWIST1 - TWIST1 (617746, AD)
duplikace i BMS1, i i
10ql1.21 ZNF33B
duplikace mutace v SLITRKS,
13g31.1931.3 COL4A4 SLITRK6 SLITRKS () )
duplikace Xp22.2 - GEMIN8 - -
duplikace i i ]
17911.2q12
duplikace Xq23
) CT83, i i
SLC6A14
duplikace Xp22.33 - SHOX SHOX (2) -
. mutace v
duplikace Xq26.2 BTD genu - - -

* onemocnéni asociované s genem a zahrnujici se zménami chovdni, vyvojovym poskozenim
nervové soustavy a/nebo mozku, OMIM-Online Mendelian Inheritance in Man databdze,
SFARI-Simons Foundation Autism Research Initiative, AR-autozomadlné recesivni, AD-
autozomdlné dominantni

Neznamé varianty ve skupiné PAS nebyly doprovazeny variantami s pravdépodobné
patogennim nebo patogennim vyznamem (Tab. 21). Ve skupiné PAS byly zachyceny neznamé
varianty, které se v souboru opakovaly: dva pacienti byli nositeli duplikace 2q37.1 zasahujici
gen DIS3L2, tti pacienti byli nositeli duplikace genu DOCK8 (9p24.3). V souboru PAS varianty
s neznamym vyznamem celkem zasahly 33 OMIM protein kodujicich gen(, z nichZz 6 bylo
popsano v databazi SFARI se skore < 3 (CTNNA3, DOCK8, MACROD2, PLCB1, PRODH a RBFOX1)
a 7 bylo asociovano s onemocnénim doprovazejicim poruchu chovani a/nebo malformace
mozku s autozomalné recesivni dédi¢nosti (CCDC115, DIS3L2, NPHP1, ORC6, PLCB1, PRODH,
UQCRC2) (Tab. 22).
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Tabulka 22: Prehled zachycenych CNV s nezndmym vyznamem a klinické obrazy ve skupiné
pacientl s PAS

Chr. | Cytoband Typ Dédic¢nost | Koordinaty (GRCh37) Velikost Klinicky obraz
CNV (kb)
pat. | 233195538 | 233318065 | 123 mikrocefalie,
q37.1 dup. dymorfie
2 nz. 233195538 | 233311912 116 dysmorfie
p21.1 dup. nz. 130190035 | 131440471 1250
ql3 del. mat. 110874326 | 111365996 492
6 q26 del. pat. 162631070 | 162982289 351 hypotonie
203861 398865
ne. 516412 | 664333 195 ADHD
9 | p243 | dup. nz. 1 271132 271
pat. 271533 440683 170 makrocefalie
10 q21.3 del. nz. 68312378 | 68445989 134 ADHD
11 ql3.3 dup. nz. 68414037 | 68734892 321 epilepsie
qll.2 dup. nz. 46600773 | 46830637 230 ADHD
16 | p12.2 | del. | nz 21761404 | 22710614 | 949 mikrocefalie,
epilepsie
pl13.3 del. nz. 7212403 7459701 247
p12.3 | del. | nz 8089954 | 8586513 | 497 mikrocefalie,
20 epilepsie
pl2.1 del. nz. 14806577 | 15042599 236 makrocefalie
22 g11.21 | dup. pat. 18916842 | 19024659 108

pat.-paterndiné, mat.-materndiné, dup.-duplikace, del.-delece, kb-kilobdze, ADHD-
hyperaktivita
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Tabulka 23: Prehled gent zasazenych neznamymi CNV variantami u skupiny PAS

OMIM ¢islo asociovaného

Cytoband Zasaiené OMIM geny SFARI skore onemocnéni* (typ
dédicnosti)
Duplikace 2g37.1 ALPP, ALPPL2, DIS3L2 - DIS3L2 (267000, AR)

CCDC115, CFC1, IMP4,

Duplikace 2p21.1 MZT2B, PTPN18, - CCDC115 (616828, AR)
RAB6C, SMPD4
Delece 2q13 NPHP1, RGPD6 - NPHP1 (609583, AR)

Delece 6926 PARK2 - -
DOCK8 -
Duplikace 9p24.3 DOCK8 DOCKS8 (2) -
DOCK8 -
Delece 10g21.3 CTNNA3 CTNNA3 (3) -

. CPT1A, GAL, IGHMBP2,
Duplikace 11q13.3 MRPL21, MTL5 - ]

MYLK3, ORC6, SHCBP1,

Duplikace 16q11.2 VPS35 - ORC6 (613803, AR)
CDR2, EEF2K, OTOA,
Delece 16p12.2 POLR3E - UQCRC2 (615160, AR)
Delece 16p13.3 RBFOX1 RBFOX1 (2) -
Delece 20p12.3 PLCB1 PLCB1 (2) PLCB1 (613722, AR)
Delece 20p12.1 MACROD2 MACROD?2 (2) -
Duplikace
2201121 DGCR2, PRODH PRODH (2,5) PRODH (239500, AR)

* onemocnéni asociované s genem a zahrnujici se zménami chovdni, vyvojovym poskozenim
nervové soustavy a/nebo mozku, OMIM-Online Mendelian Inheritance in Man databdze,
SFARI-Simons Foundation Autism Research Initiative, AR-autozomdlné recesivni

Neznamé varianty také postihly geny, které jsou vdatabazi OMIM asociovany
s parkinsonismem, schizofrenii, epilepsii, zachvaty a poruchami motoriky (CPT1A, GAL,

IGHMBP2, PARK2, PRODH, TFG, VPS35).

Benigni a pravdépodobné benigni CNV

Celkem bylo zachyceno 150 benignich a pravdépodobné benignich variant (MR = 66, PAS = 84)

u 175 pacientl (MR = 67, PAS = 108). Tyto varianty se nachazely na vsech chromozomech
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s vyjimkou chromozomu 18 (Obr. 6). Jejich distribuce byla mezi skupinami MR a PAS stejna (t=

0,30).

Obrazek 7: Distribuce CNV s pravdépodobné benignim a benignim vyznamem pro jednotlivé
skupiny pacientt
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Pacienti s poruchou autistického spektre (PAS) M Pacienti s mentalni retardaci (MR)

CNV- copy number variant

8.3 Vysledky korelace klinickych a genetickych dat u pacienti s MR
a PAS

Stanoveni vyznamu vybranych komorbidnich znaki na zdchyt patogenni CNV pro skupiny

pacientt s PAS a MR

CNV analyza ukazala vyznamny rozdil v éetnosti i distribuci patogennich variant mezi
skupinami MR a PAS (p = 0,004, t = 0,014). Metodami Fisherova exaktniho testu a logistickou
regresi byl analyzovan vliv komorbidnich znak( (ADHD, epilepsie, mikro/makrocefalie, facialni
dysmorfické rysy, VVV srdce, mozku, urogenitdlniho traktu) na pravdépodobnost nalezu
patogennivarianty pro obé skupiny pacient(l. Facidlni dysmorfické rysy byly vyznamné pro obé

skupiny (p (MR)= 0,05; p (PAS) = 0,01 (Obr. 7, 8), avSak pravdépodobnost zachytu patogenni
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varianty byla u pacientl s dysmorfii a s MR témér dvojnasobna nez u pacientll s dysmorfii a
PAS (MR=44,4 %, PAS=23,7 %). Pacienti ze skupiny MR, u kterych byla pozorovana
mikrocefalie, méli nejvyssi pravdépodobnost zachytu patogenni varianty (p = 0,01). Ve skupiné
pacientl s PAS byla pro pravdépodobnost zachytu patogenni varianty vyznamna epilepsie (p
= 0,01) (Obr. 8). Pacienti s PAS a epilepsii maji dvojnasobné vyssi pravdépodobnost vyskytu
patogenni varianty neZ pacienti s MR a epilepsii (29,6 % vs 14,0 %) (Obr. 9). PAS pacienti s
makrocefalii méli zvySené procento patogennich CNV, které nedosahlo statistické
vyznamnosti (p = 0,26). Pfesto byla makrocefalie zafazena do modelu logistické regrese, ve
kterém byla dosazené pravdépodobnost vyskytu patogenni CNV u pacientd s PAS 25 %.
Pacienti s PAS, ktefi nemaji makrocefalii, facidlni dysmorfické rysy nebo epilepsii, maji
pravdépodobnost zachytu patogenni CNV 1 % (Obr. 10). Zbylé komorbidni znaky (ADHD, VVV

srdce, mozku, urogenitdiniho traktu a rlstova restrikce) nebyly vyznamné.

Obrazek 8: Zavislost pritomnosti/nepritomnosti ADHD, epilepsie, mikro/makrocefalie,
facialnich dysmorfickych ryst a patogenni CNV ve skupiné pacientli s MR
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Obrazek 9: Zavislost pritomnosti/nepfitomnosti ADHD, epilepsie, mikro/makrocefalie,
facialnich dysmorfickych ryst a patogenni CNV ve skupiné pacientl s PAS
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Obrazek 10: Porovnani pfitomnosti patogennich CNV u pacient( s epilepsii mezi skupinami
MR a PAS
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mentalni retardaci (MR} poruchou autistickeho spektra (PAS)

Obrazek 11: Pravdépodobnost zachytu patogenni CNV ve skupiné pacientli s PASas
facialnimi dysmorfickymi rysy, epilepsii, makrocefalii nebo jejich kombinaci

1%

Facialni dysmorficke rysy

Makrocefalie Epilepsie

46



Analyza klinického obrazu pacientt s opakujicimi se variantami nezndmého vyznamu

Ve skupiné PAS byly zachyceny nezndmé varianty, které se v souboru opakovaly
u nepfibuznych pacientl: dva pacienti byli nositeli duplikace 2q37.1 zasahujici gen DIS3L2, tfi
pacienti byli nositeli duplikace genu DOCK8 a KANK1 (9p24.3).

Pacienti s duplikaci 2q37.1

Proband 1

Pacientka 1 s duplikaci 2gq37.1 byla narozena z druhé gravidity neptibuznych rodicl ve véku 28
let (matka i otec). Jeji porod byl indukovan ve 42. tydnu téhotenstvi. BEhem porodu doslo k
peripartalni asfyxii. Pacientka nebyla kfiSena. Jeji porodni vaha byla 2300 g a poporodni
adaptace probéhla zvykle. Kolem 1 roku jejiho Zivota nezvladala chiizi a nemluvila, avsak dle
praktického Iékare pro déti a dorost byl jeji psychmotoricky vyvoj v pasmu normy. Divka byla
ve 3 letech odesldna k psychologickému vysetteni, kde byl jeji stav uzavien jako symetrické
opozdéni psychického i motorického vyvoje. V deviti letech byla u divky détskym psychiatrem
diagnostikovana porucha autistického spektra. Ve véku 11 let a 3 mésict byla divka 129 cm
vysoka (< 3 %), vézila 25 kg (< 3 %, BMI=15,02) a méla obvod hlavy 47 cm (< 3 %). Jeji hlava
byla plagiocefalicka, obli¢ej vykazoval mirnou dysmorfii (SirSi kofen nosu, vétsi odstaté usi) av
dutiné Ustni byla vétSi mezera mezi hornimi fezaky a gotické patro. Divka byla vySetfena
metodami EEG, CT, MRI s negativnim vysledkem. Dale u ni byly vylouceny poruchy
v metabolismu aminokyselin a mastnych kyselin a organické acidurie. Od 6 let je divka

dispenzarizovana na oc¢ni klinice pro strabismus convergens concomitans.

Proband 2

Pacient 2 pochazel z druhé gravidity nepfibuznych rodi¢a ve véku 34 let (matka) a 32 let
(otec). Porod probéhl planované cisafskym fezem ve 39. tydnu téhotenstvi. Jeho porodni
hmotnost 4475 g a dalka 50 cm. Adaptace po porodu probihala normalné. Ve dvou letech byl
na zadost praktického lékarfe pro déti a dorost vysSetfen pedopsychiatrem pro mentalni
retardaci a zndmky chovani typické pro autismus (automatismy, nemluvil). Ve véku dvou let
dosahl pacient vysky 88 cm (40 %), vazil 12 kg (23 %, BMI = 15,5) a mél obvod hlavy 49 cm

(34 %). Tvar hlavy pacienta byl normalni, oblicej vSak vykazoval mirnou dysmorfii (Sirsi koren
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nosu). VySetfenim na ORL se vyloucila sluchovd vada. Dale byly vylouceny poruchy

metabolismu aminokyselin a mastnych kyselin a organické acidurie.

Souhrn klinickych a genetickych ndlezi u pacientu s duplikaci 2937.1

Pacienti 1, 2 byli nositeli duplikace 2937.1, ktera nebyla doprovazena dalSimi patogennimi
a/nebo pravdépodobné patogennimi CNV. U obou pacientd byla vyloucena pfitomnost
chromozomadlnich aberaci metodou G-pruhovani a expanze trinukleotidd CCG v promotoru
FMR1 (Syndrom Fragilniho X). Podrobné porovnani jejich klinickych a genetickych nalezl je
shrnuto v tabulce 21 a zndzornéno na obrazku 12. Pacientka 1 zdédili duplikaci 2937.1 od otce,

zatim co u druhého pacienta byl plvod varianty neznamy.

Tabulka 24: Porovnani klinickych a genetickych nalezl pacientl s duplikaci 9p24.3

Sledovany parametr Proband 1 Proband 2
Vyska <3% 40%
Obvod hlavy <3% 34%
Hmotnost <3% 23%
BMI 15,02 15,5
PFitomnost mentalni
insuficience ano ano
Komorbidni znaky mikrocefalie, dysmorfie dysmorfie

Koordinata

233195538-233318065

233195538-233311912

Velikost

123 kb

116 kb

Duplikované kédujici geny

ALPP, ALPPL2, DIS3L2

ALPP, ALPPL2, DIS3L2

BMI-body mass index

Obrazek 12: Grafické znazornéni duplikace 2937.1 u probanda 1 a probanda 2
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Pacienti s duplikaci 9p24.3
Proband 3

Proband 3 byl prvnim ditétem (treti téhotenstvi matky) nepfibuznych rodic¢i ve véku 34 let
(matka) a 31 let (otec). Matka byla IéCena pro epilepsii. Téhotenstvi probihalo bez komplikaci;
porod byl spontanni v 36. tydnu téhotenstvi; porodni hmotnost 2500 g, délka 48 cm. Vyvojové
milniky byly dosazeny normdlné az do 18. mésice, kdy bylo pozorovano zpozidéni feci,
hyperaktivita a porucha spanku. Poruchy sluchu a ADHD byly diagnostikovany ve véku 3 let.
Ve 4 letech byl podroben genetickému testovani pro poskozeni sluchu, ADHD a obezitu.
Diagndza PAS s mirnym mentdlnim poskozenim byla potvrzena psychiatrem ve véku 5 let.
Parametry rlistu ve véku 7 let byly nasledujici: vyska 116 cm (vzhledem k véku 3 %), hmotnost
38,6 kg (> 97 % vzhledem k véku), BMI 28,7 (obezita), obvod hlavy 54 cm (88 % vzhledem k
véku) (Obr. 13). Kromé sluchového postizeni byl chlapec lé¢en na astma bronchiale a

orchiektomie byla provedena ve véku 1 roku. Chlapec byl bez dysmorfickych rysa.

Obrazek 13: Fotografie probanda 3
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Sourozenec probanda 3

Chlapec ma dvé starsi sestry. Nejstarsi sestra (jiny otec) je zdrava (22 let). Na zakladé jejiho
dobrého zdravi a jiného otce nebyla geneticky analyzovéna. Druhd sestra (stejného otce jako
proband 1) se narodila se ve 38. tydnu téhotenstvi, jeji porodni hmotnost byla 2300 g, délka
byla 50 cm a byla kojena do 2 mésicl. Kromé dyslalie byl jeji psychomotoricky vyvoj az 4 let
normalni. Porucha pozornosti, hyperaktivita a kompulzivni chovani byly diagnostikovany
psychiatrem ve véku 4 let. Ve svych 11 letech md ndsledujici parametry: 136 cm vyska (4 %
vzhledem k véku), 45,5 kg hmotnost (> 97% vzhledem k véku), BMI 25 (s nadvahou) a obvod
hlavy 53 cm (50% vzhledem k véku) (Obr. 5).

Obrazek 14: Fotografie sestry probanda 3
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Proband 4

Chlapec byl prvnim ditétem (druhé téhotenstvi matky) nepfibuznych rodi¢l ve véku 29 let
(matka) a 38 let (otec). Matka ma latentni tetanii, nemedikuje. Otec byl Ié¢en pro Crohnovu
poruchu. Matka zaZila synkopu a ¢ichovou auru béhem lll. trimestru téhotenstvi, zvazovdna
epilepsie (Cichova aura, synkopa bez kreci). Porod byl v 37. tydnu téhotenstvi proveden
cisafskym fezem (indikace matky); porodni hmotnost 2950 g, délka 50 cm. AZ do 15 mésicu se
vyvijel normalné. Nasledné bylo pozorovano zpozdéni feci, stereotypni pohyby, negativistické
a agresivni chovani a hyperaktivita. Diagndza PAS s ADHD byla potvrzena psychiatrem ve véku
3 let a byl postoupen ke genetickému poradenstvi. Parametry rlstu ve véku 3,5 roku byly
nasledujici: vyska 102 cm (50 %), hmotnost 16 kg (50 %), BMI 15,4 (normalni hmotnost), obvod
hlavy 53 cm (> 97%).

Proband 5

Proband 5 je z prvni gravidity nepfibuznych rodic¢li ve véku 30 let (matka) a 31 let (otec).
Chlapec se narodil z nasobné gravidity jako "gemeli B". Gemeli A spontdnné odumfielo
v déloze. Porod byl spontanni, bez komplikaci. Adaptace novorozence byla v normé. Ve 13.
mésici byl chlapec predan do péce neurologa pro opozdéni ve vsech vyvojovych slozkach.
Jeho vyvoj odpovidal pocatku Ill. trimenonu ve 13. mésici. Ve 4 letech a 6 mésicich bylo
pozorovano vyznamné harmonické opozdéni vyvoje pfi mentalni retardaci, lehka
paleocerebelarni afazie a inkontinence lll. stupné. Dale byly pozorovany autistické rysy, jako
jsou absence teci, porozuméni sdéleni a socidlniho kontaktu. Chlapec mél v tomto véku
hmotnost 14 kg (3 %) a obvod Ibi 50 cm (25 %). U probanda 5 nebyly pozorovany dysmorfické
rysy obli¢eje ani dalsi komorbidni znaky. Ddale byl dispenzarizovan na urologii pro operaci

retence varlete a na ortopedii pro plochou nohu.

Souhrn klinickych a genetickych ndlez( u pacient( s duplikaci 9p24.3

Pacienti 3, 4 a 5 byli nositeli duplikace 9p24.3, ktera nebyla doprovazena dalSimi patogennimi
a/nebo pravdépodobné patogennimi CNV. U vSech tfi pacient byla vylou¢ena pritomnost
chromozomadlnich aberaci metodou G-pruhovani a expanze trinukleotidd CGG v promotoru
FMR1 genu (Syndrom Fragilniho X). U pacienta 3 a jeho sestry a u pacienta 4 byl dale vyloucen

Prader-Willy syndrom metodou metyl-specifickd MLPA (MEO28, C1). Podrobné porovnani
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jejich klinickych a genetickych ndlez( je shrnuto v tabulce 24 a graficky zndzornéno na obrazku

15. Proband 3 a jeho sestra zdédili duplikaci DOCK8 od otce u probandd 4 a 5 byl ptvod

varianty neznamy. U pacienta 4 byla zachycena kromé duplikace DOCK8 i mozaika duplikace

chromozom 9:203861-1735677 o velikosti 1532 kb. Tato mozaika zahrnuje protein kddujici

geny DOCK8, DMRT1, DMRT2, DMRT3 a KANK1 a nekodujici geny C9orf66, RN75L412P, RNU6-
1327P, RNU6-1073P, RPS27AP14, RNA5SP279.

Tabulka 25: Porovnani klinickych a genetickych nalez( pacient( s duplikaci 9p24.3

genu DOCKS8

, Sest
Sledovany parametr Proband 3 estra Proband 4 Proband 5
probanda 3
Vyska 3% 4% 50% -
Obvod hlavy 88% 50% >97% 25%
Hmotnost >97% >97% 50% 3%
BMI 28,7 25,0 15,4 -
Pritomnost mentalni
. - ano ano ano ano
insuficience
ADHD
! ADHD
Komorbidni znaky sluchové ADHD - ne
. makrocefalie
postizeni
203861-
. 271533- 271533- 398865
Koordinata (GRCh37) 440683 440683 516412- 1-271132
664333
Velikost 169 kb 169 kb 195, 148 kb 271 kb
Duplikované kédujici DOCKS,
P o J DOCK8 DOCK8 DOCK8, KANK1 |  CBWD1,
geny FOXD4
Duplikované exony 543 543 126 19

BMI-body mass index, ADHD-hyperaktivita, - udaj neni k dispozici
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Obrazek 15: Grafické znazornéni duplikace 9p24.3 u probanda 3, sestry probanda 3,
probanda 4 a probanda 5
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9 Diskuze

Poruchy autistického spektra (PAS) a mentalni retardace (MR) jsou geneticky podminéna
neurovyvojova onemocnéni, kterd jsou casto doprovazena dysmorfiemi obliceje, mikro /
makrocefalii, epilepsii, ADHD, vyvojovymi a/nebo ristovymi defekty aj. Obé onemocnéni jsou
klinicky variabilni a navzajem se fenotypové i genotypoveé prekryvaji. Tato onemocnéni mohou
vznikat i na zdkladé genomickych aberaci, které Ize zachytit pomoci nastroja klinické genetiky.
Avsak ucinnost téchto metod je zavisla na jejich designu i na konkrétnim fenotypu pacient(.
(Whittington et al., 2018; Li a kol., 2018; Mulle a kol., 2014, Bourgeron, 2016; Schaefer, 2016;
Quintela a kol., 2017). Cilem této prace byla CNV analyza u pacientd s MR a/nebo PAS a

nasledna korelace vysledku s konkrétnim fenotypem pacient(.

Analyza klinickych dat ziskanych od pacientii s MR a/nebo PAS

V této préci bylo zahrnuto 204 pacientl s MR a/nebo PAS, u kterych byla vyloucena aberace
vetsi nez 5 Mb a syndrom Fragilniho X. Cetnost dysmorfie obli¢eje, mikro / makrocefalie,
ADHD, epilepsie, vyvojovych vad, ristovych restrikci, hormonalnich defektl a hypotonie byla
porovndvana mezi pacienty s MR a PAS. Tato analyza u nékterych znak{ prokazala rozdilné
zastoupeni. Jednim ztéchto znak(li byly dysmorfie obliceje. Tento znak je popisovan
u geneticky podminénych syndromu doprovazenych intelektualnim opozdénim jako napft.:
Alstrom(lv, Cri-du-Chat, Sotostiv nebo Williamsdv syndrom (Greydanus et al 2005). Cetnost
dysmorfie obliceje v heterogennich skupinach pacientld s MR a PAS se mezi studiemi rlizni (20
- 50 %)(Alazami et al 2015, Chaves et al 2019). V této praci byla dysmorfie obliceje pozorovana
v32,0% u MR a 12,3 % u PAS. Tato frekvence potvrzuje asociaci facialni dysmorfie s mentalni
retardaci nikoliv vsak s autismem (32 % vs 12 %, p = 0,001). U pacient( s autismem a bez
intelektualniho opozdéni nebyl tento znak pozorovan. Aldridge a spol. uvadi, Ze dysmorfie
obliceje u pacientd s PAS mlze naznacovat odliSnou etiologii onemocnéni (Aldridge et al
2011).

V této prdci byly pozorovany i kranidlni malformace, jmenovité mikrocefalie a makrocefalie.
Mikrocefalie se vyskytovala u 18 pacientl s MR (20,0 %) a 5 pacient( s PAS (4,4 %) (p = 0,001).
Celosvétoveé se mikrocefalie vyskytuje u 1 - 3 % populace, 0,02 % u Evropant (Maver et al 2019,

Pirozzi et al 2018). U pacient( s neurovyvojovymi onemocnénimi je mikrocefalie pozorovana
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v 15 % ptipadl (Pirozzi et al 2018). Starsi studie uvadi, Ze se mikrocefalie vyskytuje se stejnou
Cetnosti u pacientd s PAS i MR, avSak novéjsi studie potvrzuji pfitomnost mikrocefalie u 15 %
pacientd s MR zatim, co u pacientl s PAS je to jen okolo 3 %, srovnatelné s celosvétovou
frekvenci (Stevenson 1997, Fombonne ert al 1999, Watemberg et al 2002, Surén et al 213).
Opacna situace je v pripadé makrocefalie. Jiz dfive byla prokdzdna asociace tohoto znaku
s rozvojem PAS (Guo et al 2018, Abghari et al 2019). Makrocefalie se mlZe vyskytovat i u
pacientld s MR, avsak tito pacienti ¢asto vykazuji i autistické rysy (Horn et al 2019, Yasin 2019),
Ackoliv byla v této praci makrocefalie ¢astéjsi u pacient(i s PAS neZ u pacientll s MR, tento
rozdil nedosahl statistické vyznamnosti (8,7 % vs 3,5 %, p = ns).

Rozdilné zastoupenym klinickym znakem mezi skupinami byla i ADHD (18,9 % vs 37,7 %, p =
0,003). V populaci pacientll s mentalni retardaci se zastoupeni ADHD pohybuje do 5 %, coz
odpovida i celosvétovému vyskytu (3 - 4 %) (Alazami et al 2015, Srinivas 2018). Zatim co
u pacientl s autismem se tento znak vyskytuje ve 27 % (Lai et al 2019).

V této praci byl také pozorovan castéjsi vyskyt VVV srdce a skeletu u pacientlis MR (p = 0,011,
p = 0,005). Oba znaky jsou asociovany s mentdlni retardaci zejména u jiz dfive popsanych
syndromu jako jsou syndrom Cornelie de Langeové, Noonanové, Downlv syndrom aj.
(Pagnamenta et al. 2019, Boyle et al 2015, Antonarakis 2017).

V souboru se ddle vyskytovaly kozni defekty, slepota, hluchota (nebo nedoslychavost)
a hyper/hypo sensitivita, které nebyly vzhledem k celkové nizké Cetnosti (mensi nez 4)
porovnavany. Také nebyl prokazan rozdilny vyskyt epilepsie, VVV mozku VVV urogenitalniho

traktu, rdstové restrikce, hormonalnich defektl a hypotonie.

Korelace klinickych a genetickych dat ziskanych od pacient(i s MR a PAS

Drivéjsi genetické studie identifikovaly variabilitu poctu kopii genomu (CNV) jako jednu
z moznych pfri¢in mentalni retardace a/nebo autismu. U téchto pacientld je CNV analyza
doporucena jako metoda prvni volby, i prestoZze reportované studie vztahovaly genetické
vysledky k jedné heterogenni skupiné pacientl s PAS, MR a dalSimi doprovodnymi klinickymi
znaky (Miller et al. 2010, Battaglia et al., 2013, de la Torre-Ubieta et al. 2016; Schaefer 2016;
Merikangas et al. 2015). CNV analyza dokaze odhalit pfi¢cinu onemocnéni u 8,7 % - 14,7 %

pacientl s MR a u pfiblizné 7 % u pacientll s PAS, avsak vytéZnost tohoto testu je zavisla na
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fenotypu pacientl (Xu et al. 2018; Peycheva et al. 2018, Miller et al. 2010). Reportované CNV
analyzy u pacientl s autismem obvykle zahrnuji i mentalni retardaci. V pfitomnosti dalSich
klinickych rys (napf. mikro / makrocefalie, dysmorfismus, vyvojové a rlistové defekty) se
ucinnost CNV analyzy zvySuje az na 15 % - 20 %, 46 % v pripadé dysmorfie a/nebo mikrocefalie
(Beaudet 2013, Miller et al. 2010, Jacquemont et al. 2006, Chan et al. 2018). Tato prace se
zabyvala CNV analyzou v kaZzdé skupiné pacientt zvlast (MR, PAS) a prokazala vyznamny rozdil
v distribuci i Cetnosti patogennich CNV mezi skupinami MR a PAS (t=,014, p = ,004). Ve
skupiné pacientl s autismem bylo pouze 14 % pacient( bez intelektudiniho postiZeni. Po
oddéleni této podskupiny ze souboru pacientll s autismem klesla vyslednda hodnota
vyznamnosti vUci skupiné MR, u které nebylo pozorovdno autistické chovani na p hodnotu
0,02. Ve skupiné pacientl sautismem a bez vad intelektu nebyly pozorovany klinicky
vyznamné CNV. Tyto vysledky naznaduji, Zze nalezené patogenni CNV nevysvétluji vznik
autismu. U obou skupin byl dale pozorovan vliv klinickych znak( (facidlni dysmorfie obliceje,
mikro / makrocefalie, ADHD epilepsie atd.) na vytéZznost CNV analyzy.

Dysmorfie oblic¢eje zvySuje pravdépodobnost detekce patogennich CNV u pacientd s MR i ASD.
Avsak u skupiny MR je tato pravdépodobnost témér dvojndsobnd nez u skupiny PAS (44,4 % u
MR a 23,7 % u PAS, p = 0,05).

Mikrocefalie a makrocefalie jsou také dilezité klinické znaky pro nalezy patogennich CNV
u pacientl s MR a/nebo PAS (Qiao 2009, Bernardini et al. 2010, Blanken et al. 2018; Klein et
al. 2013). Spoleénda segregace mikrocefalie a dysmorfie byla ¢asto spojena s pfitomnosti
patogennich CNV ve skupinach pacientll s MR (Qiao 2009; Bernardini et al. 2010). Zatimco
makrocefalie mlze byt spojena s uréitymi podtypy autismu mnohem mensimi aberacemi na
urovni jednotlivych gent napr. CHDS, PTEN aj. (Blanken et al. 2018; Klein et al 2013, Guo et al
2018, Abghari et al 2019). V souladu s dfive publikovanou literaturou analyza ukazala, Ze
nejvyznamnéjsim prediktorem patogenni varianty u pacientd s MR je mikrocefalie. Naopak
u makrocefalie se prediktivni hodnota nepodafila prokazat. | pfestoze podle Fisherova
exaktniho testu nebyla makrocefalie vyznamna pro zachyceni patogenni CNV, byla zatazena
do modelu logistické regrese. Makrocefalie zvysila pravdépodobnost detekce patogenni CNV
u pacientll s PAS o 25 %. Divodem diskrepance vysledk( dvou statistickych test( (Fisherdv
exaktni test a logistickd regrese) je to, Ze izolovand makrocefalie mda nizkou prediktivni
hodnotu, av3ak pfi kombinaci sdalSimi klinickymi znaky by mohla vyrazné zvysit

pravdépodobnost detekce patogenni varianty.
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Jednim z vyznamnych prediktor(l patogenni varianty u pacient(l s PAS je epilepsie (p = 0,01).
Vyssi vyskyt epilepsie u pacientl s PAS neZ u pacientd s MR byl jiZz popsan v dfivéjsich pracich,
33,3 % u MR vs 60,3 % u PAS (Alazami et al 2015, Zhang et al 2019). Stale vSak existuje diskuse
o souvislosti mezi autismem a epilepsii (Amiet et al., 2013; Lee et al 2015; Berg et al 2012).
Nedavna populacni studie zjistila, Ze 44 % pacientl s PAS ma pridruzenu epilepsii a u 54 %
pacientU s epilepsii je pozorovan autismus (Jokiranta et al. 2014). Role patogennich CNV v
epilepsii byla jiz dfive popsana, avsak ucinnost CNV analyzy u nesyndromické epilepsie je
zhruba 1 % (Olson et al. 2014, Viscidi et al., 2013). Také tato prace prokazala, Ze epilepsie je
vyznamna pro patogenni ndlezy CNV u pacientl s PAS, ale byla nevyznamna u pacient s MR,
prestoze podil pacientl s epilepsii byl v obou skupinach stejny. Tento vysledek naznacuje
moznou spole¢nou genetickou podstatu epilepsie a autismu.

Ackoliv jsou u pacientl s PAS a MR popisovany i dalsi klinické znaky (ADHD, vrozené vyvojové
vady srdce, urogenitdlniho traktu, mozku, ristové restrikce, hormonalni defekty atd.) a fada
z nich je soucasti syndromU zahrnujicich i PAS a MR, nebyla v této praci pozorovana asociace
mezi jejich vyskytem a nalezem patogenni varianty (Whittington et al. 2018, Mulle et al. 2014,
Bourgeron, 2016; Schaefer 2016; Quintela et al 2017). Lze tedy pfedpokladat, Ze tyto znaky
nevznikaji na zdkladé stejnych genetickych zmén jako MR a PAS. Avsak v této praci byly
zachyceny i varianty, jejichZz vyznam neni klinicky popsan.

MR a/nebo PAS jsou indikacnim kriteriem k CNV analyzam, které umoZnuji studium
genetickych aberaci u pacientl na urovni nékolika tisic nukleotidd. Avsak ucinnost téchto
metod je zavisla na konkrétnim klinickém obrazu pacientl. PrestoZe skupina pacientd s PAS
zahrnovala 86 % pacientll s mentdlnim opoZdénim, tato prace prokazala rozdilnou Uspésnost
CNV analyzy mezi obéma skupinami pacientt stejné jako rozdilny vliv facialnich dysmorfickych
ryst, mikrocefalie, makrocefalie a epilepsie na vytéZznost metody v obou skupinach. V této
studii se také ukazuje, Ze u pacientl s PAS bez dysmorfie, kranidlnich malformaci a epilepsie
je zachytnost CNV analyzy pouze 1 %. Odhadujeme, Ze v pfipadé pacientl s vysokofunkénim
autismem nebo Aspergerovym syndromem bude Uspésnost jesté mensi.

Tato skutecnost je obecné v rozporu s prijatym doporucenim CNV analyzy u pacient(i s PAS
a vyzdvihuje nutnost genetickych metod s vétsSim rozliSenim (napr. WES, WGS nebo panelové

sekvenovani).
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Analyza klinického obrazu pacientt s opakujicimi se variantami nezndmého vyznamu

V této praci byly provedeny metody aCGH a SNP aCGH u 175 pacientl s MR a/nebo PAS. U tfi
pacientd (1,7 %) byla zachycena duplikace 9p24.3 zasahujici geny DOCK8 a KANK1 a u dvou
pacientl (1,1 %) byla pozorovana duplikace gend ALPP, ALPPL2 a DIS3L2 v oblasti 2g37.1.
V dostupnych databazich jsou tyto duplikace klasifikovany jako neznamé nebo
pravdépodobné benigni (DECIPHER, ISCA). Avsak nékteré publikace prokdazaly asociaci
duplikace 9p24.3 zahrnujici geny DOCK8 a KANK1 nejen s PAS, ale i s nékterymi dalSimi
neuropsychiatrickymi poruchami (Glessner et al 2017). Duplikace 9p24.3 maji podobny
charakter jako duplikace 15q11.2 a 16p11.2 (Green et al 2016, Niarchou et al 2019). Duplikace
téchto tfi oblasti jsou doprovazeny PAS, MR, dysmorfickymi rysy, nelplnou penetranci,
variabilni expresivitou a mohou se vyskytovat i ve zdravé populaci (Vanzo et al 2019, Krgovic
et al 2018, Al Ageeli et al 2014, Picinelli et al 2016, Green et al 2016, Niarchou et al 2019). Tato
podobnost by mohla nasvédcovat i podobnému mechanismu ucinku. Dopad duplikace 9p24.3
muUze byt zavisly na davce exprese gend DOCK8 a/nebo KANK1 jak je popsano u duplikace
15g11.2 (van der Zwaag et al 2009). Stdle je také nejasny vliv druhé alely téchto genu.
Literatura popisuje nukleotidové zmény, které by mohli vést ke vzniku protektivni alely
(Benitez-Burraco at al 2017, Lee et al 2015, Ulfarsson et al 2017). Duplikace, které prekryvaji
pouze Casti téchto genl, by mohly zpUsobit posunu ¢teciho rdmce. (Glessner et al 2017).
Kromé toho jsou DOCK8 a KANK1 umistény ve stejnych topologicky asociovanych doménach s
BWD1, DMRT3, FOXD4. Duplikace DOCK8 a/nebo KANK1 by mohly vést k deregulaci exprese
téchto genl (Glessner et al 2017). V této praci byla u tfi nepfibuznych pacientli s podobnym
klinickym obrazem zachycena duplikace zahrnujici ¢ast genu DOCK8. U dvou pacientl
duplikace nezasahla gen KANK1. Jeden pacient nesl i mosaicistni duplikaci, ktera zahrnovala
kromé DOCK8 a KANK1 i geny DMRT1, DMRT2, DMRT3. Tento pacient mél navic i makrocefalii.
Drivéjsi studie prokazala, Ze somatické zmény mohou modulovat fenotypy onemocnéni (Jing,
2014). Avsak zadnd predchozi studie nepopsala makrocefalii u pacienta s duplikaci v oblasti
9p24.3. U dvou pacientd s PAS byla také zachycena duplikace 2937.1, ktera zahrnovala geny
ALPP, ALPPL2 a pouze ¢ast genu DIS3L2. Dysfunkce genu DIS3L2 byla jiz dfive popsana jako
pric¢ina Perlmanova syndromu (MIM: 267000), ktery zahrnuje mimo jiné i opozdény mentalni

vyvoj nebo agenezi corpus callosum (z OMIM, Astuti et al 2012). Obdobné jako u 9p24.3 se
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tato duplikace vyskytuje i ve zdravé populaci (DECIPHER, ISCA). Avsak v databdazi DECIPHER
jsou popsani nositelé duplikace 2937.1 ktefi vykazuji MR, PAS, opozdény vyvoj feci, facidlni
dysmorfické rysy a obezitu. Mirnéjsi projevy jsou v této databazi zachyceny u pacient(
s duplikaci genl ALPP a ALPPL2. Zavaznéjsi klinicky obraz je popsan u pacient(, ktefi nesou
duplikaci zasahujici pouze ¢ast genu DIS3L2 (DECIPHER). OvSsem studie potvrzujici vliv téchto
genomickych zmén na rozvoj MR a/nebo PAS chybi. Ackoliv je v této praci popsan zachyt
duplikaci v oblastech 9p24.3 a 2937.1 u nékolika nepfibuznych pacient(, nelze vyloucit jinou

genetickou pricinu obtizi u pacientd vzhledem k pouzitym metodam.

10 Zaveér

Tato préce potvrdila vyznamny dopad nékterych klinickych znak(l na ispésnost CNV analyzy u
pacientll s MR a/nebo PAS. Avsak upozoriuje na rozdilné vysledky mezi obéma skupinami
navzdory velkému podilu pacientl s mentalnim opoZzdénim ve skupiné pacientl s PAS.
Pravdépodobnost zachytu CNV u pacientll s PAS bez dysmorfie, makrocefalie a epilepsie byla
1 %. Proto tato prace podtrhuje nutnost podrobnéjsi genetické analyzy u téchto pacientd.

Navic provedené analyzy odhalily opakujici se duplikace voblasti 9p24.3 a 2qg37.1
u nepfibuznych pacientld s obdobnym klinickym obrazem. Na zakladé klinické charakteristiky
nositell téchto variant odhadujeme, Ze by se mohlo jednat o nové CNV asociované s PAS,

které jsou zatizeny neuplnou penetranci a variabilni expresivitou.
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