Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalarska prace

Olomouc 2017 Petra Kovarova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécéné biologie a genetiky

Molekularni analyza genu hrajicich
roli v nemocech autistického spektra

Bakalai'ska prace

Petra Kovarova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bunééna biologie

Forma studia; Prezen¢ni

Olomouc 2017 Vedouci prace: Mgr. Andrea Stefekova



Prohlasuji, ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné pod vedenim Mgr. Andrey

Stefekové s pouzitim uvedené literatury.

VOIomouCi dne: .....coooeeeeee



Souhrn

Porucha autistického spektra (ASD) je pervazivni vyvojova porucha, ktera se
charakteristicky vyznacuje trojici pfiznaki: poruchou socialni interakce, verbalni a neverbalni
komunikace a omezenymi, opakujicimi se nebo stereotypnimi vzorci chovani. Déle se
u pacientit S ASD mohou vyskytovat vady fec¢i, opozdény psychomotoricky vyvoj, epilepsie

a cela rada dalsich postizeni.

Ackoli tfada publikaci prokazala genetickou determinaci ASD, neni mechanismus
vzniku tohoto onemocnéni zcela zndm. Cilem této prace byla podrobnd geneticka analyza
12 vzorkli DNA izolované z periferni krve pacientii s ASD. U téchto vzorkl byl stanoven
karyotyp (popf. FISH) a kcilené detekci copy number variants (CNVS) byly vyuzity
komeréné dodavané multiplex ligation-dependent probe amplification kity (MLPA) (MRC-
Holland). Vybrané analyzované vzorky DNA byly dale odeslany k dovysetieni dalsich CNVs
pomoci SNP array (Affimetrix GeneChip).

U 12 vzorki DNA pacientd s ASD byly odhaleny 3 translokace. Nebalancovana
translokace mezi chromozomy 20 a 22 postihla zejména geny CHRNA4, COL9A3, EEF1A2,
KCNQ2, RTEL1 (20913.33) a SHANK3, ARSA (22q13.3). Nebalancovana translokace mezi
chromozomy 8 a 22 postihla zejména geny GATA4, SOX7 (8p23.1) a SHANKS (22913.3).
Tyto translokace byly pficinou submikroskopickych deleci/duplikaci v danych oblastech
abyly také kauzdlnimi pro klinicky obraz pacientd. Balancovand translokace byla
doprovazena CNVs ve smyslu ztraty v oblastech 1g21.2g21.3, 1g21.3g22 (POGZ,
GATADZ2B), které byly dle pfislusnych databazi a literatury pfi¢inou klinického obrazu

pacienta.

Metoda MLPA (popi. SNP array) odhalila u 4 pacientt s ASD patologické CNVs ve
smyslu zisku v oblastech Xq28 (MECP2), ztraty 1921.1 (GJA5) a ve smyslu zisku nebo ztraty
v oblasti 16p11.2 (KCTD13, SEZ6L2, MAPK3). U jednoho pacienta byla zachycena delece
v oblasti 15g11.2 s nejasnym vyznamem zahrnujici ¢ast genu SNRPN. U zbylych 4 pacientl
nebyl objasnén geneticky ptivod ASD. V téchto ptipadech mtize byt geneticka podstata ASD
na urovni jednonukleotidovych zmén (SNP), v regula¢nich oblastech nebo epigenetickych
mechanizmech gent asociovanych s ASD. Ke studiu téchto oblasti zajmu je zapotiebi novych
technik, napf. masivné paralelniho sekvenovani (MPS) a rozsahlych epigenetickych
a funk¢nich studii K prostudovani skutecného dopadu CNVs nebo SNPs na klinicky obraz

pacienta.



Summary

Autism spectrum disorder (ASD) is a pervasive developmental disorder, typically
characterized by three signs: impairment in social interaction, verbal and non-
verbalcommunication, restricted, repetitive and stereotyped patternsof behaviour. There are

also many others impairments, like epilepsy, speech and motor delay, present with ASD.

Although many publications proved genetic determination of ASD, the mechanism of
origin is still not clarified. The aim of this thesis was detailed analysis of 12 DNA samples,
isolated from patients” peripheral blood. These samples were tested by karyotyping
(alternatively FISH) and for detection of copy number variants (CNVs) were used commercial
multiplex ligation-dependent probe amplification kits (MLPA) (MRC-Holland). Chosen
analyzed DNA samples were sent to additional analysis of CNVs using SNP array (Affimetrix
GeneChip).

In 12 DNA samples of patients with ASD were detected 3 translocations. Imbalanced
translocation between chromosomes 20 and 22 affected particularly genes CHRNA4,
COL9A3, EEF1A2, KCNQ2, RTEL1 (20913.33) and SHANKS3, ARSA (22913.3).
Imbalanced translocation between chromosomes 8 and 22 affected particularly genes GATA4,
SOX7 (8p23.1) and SHANKS3 (22q13.3). These translocations were causes of submicroscopic
deletions/duplications in given areas and were also causal for patients” clinical picture.
Balanced translocation was accompanied by CNVs in meaning of loss in areas 1g21.2921.3,
1921.3922 (POGZ, GATAD2B), which were, according to relevant databases and literature,

cause of patient’s clinical picture.

MLPA method (alternatively SNP array) detected in 4 patients with ASD
pathological CNVs asa gain in region Xg28 (MECP2), as a loss 1g21.1 (GJA5) and as a gain
or a loss in region 16p11.2 (KCTD13, SEZ6L2, MAPK3). In one patient was observed
deletion in region 15911.2 ofunknown significance including part of the gene SNRPN. In
cases of 4 remaining patients, genetic cause was not clarified. In there cases, the genetic
substance of ASD can be at the level of single nucleotide polymorfism (SNP), regulative areas
or epigenetic mechanisms of genes associated with ASD. For studying these areas of interest,
new technologies are needed, for example massive parallel sequencing (MPS) and extensive
epigenetic and functional studies for examination of real impact of CNVs and SNPs for

patient’s clinical picture.
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1. Uvod

Poruchy autistického spektra jsou heterogenni neurovyvojova onemocnéni postihujici
v evropské populaci asi 1 ze 100 déti. U takto postizenych jedinci pozorujeme poruchy
Vv socialni interakcia komunikaci, repetitivni vzorce chovani a pohybi, coz témto lidem ¢asto

znemoziuje zapojit se do bézného zivota a zit nezavisle, bez trvalé péce ostatnich.

Genetické 1 negenetické piiciny ASD jsou stale nejednoznacné a neni znam zadny
samostatny biologicky ¢i klinicky marker, ktery by tyto poruchy definoval. Avsak s rozvojem
cytogenetiky a molekuldrni biologie také doSlo k vyvoji mnoha metod, které umoziuji
detekovat jiz velmi malé zmény v DNA a napomahaji tak k objasnéni genetického pozadi
ASD.

I ptes tento pokrok je Vv praxi stale velice obtizné uréit pfi¢inu ASD. Diagnostika
ASD je tak zavisla pfevazné na znalostech a zkuSenostech psychologi, 1¢€kaiti, ale napiiklad
i uéitelt ¢i logopedu. Z farmakologického hlediska neexistuje Zadna ucinna lécba odstranujici
hlavni ptiznaky ASD. V zavislosti na zna¢né fenotypové heterogenité téchto pacientd je
vCasna diagnostika tohoto onemocnéni velmi dilezita zejména proto, ze umoznuje
behavioralni zasah, ktery muze redukovat nékteré priznaky ASD, zlepsit vysledky vyvoje

pacienta a v neposledni fadé napomoci k individualizaci 1ékatské péce o né&j i jeho blizké.



2. Cil prace

e Vypracovani literarni reSerSe na téma bakalarské prace.

e Molekularni analyza 12 vzorkl pacientli pomoci metody MLPA.

e Popis pozorovanych CNVs a jejich analyza pomoci genetickych databazi
a celosvetové literatury, poptipadé posouzeni jejich vlivu na klinicky obraz
pacienta.

e Popis vybranych geni, které se nachazeji v pozorovanych CNVS a jsou
asociované S ASD, popiipadé posouzeni jejich vlivu na klinicky obraz

pacienta.
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3. Soucasny stav reSené problematiky

3.1. Poruchy autistického spektra

Poruchy autistického spektra jsou onemocnéni postihujici rist a vyvoj centralni
nervové soustavy (CNS) vyznacujici se abnormalitami v oblastech socialni integrace
a komunikace, vadami feci, stereotypnimi vzory chovani a pohybi (American Psychiatric
Association, 2013). Tato onemocnéni maji Sirokou Skalu projevi, spadaji sem tedy jedinci se
silnou mentalni retardaci, trvale zavisli na péci rodiny, ale také jedinci S tzv. vysoce funkénim
autismem (5 — 20 % ptipadi) majici vyssi inteligenci, schopni zapojit se do bézného Zivota.
Soucasné s timto typem poruchy se také nékdy vyskytuji vyjimecné schopnosti, jako je
fenomenalni mechanicka pamét’ ¢i hudebni a vytvarné nadani (Hort et al., 2000; Muhle et al.,
2004). Vyrazné je naruSena komunikace, a opozdény vyvoj feci byva jednim z prvnich
zaznamenanych pfiznaki. Ptiblizn€ 50 % postizenych si nikdy neosvoji fe¢ na Groven, kterou

je mozné pouzit ke komunika¢nim G¢elim (Thor, 2006).

V evropské populaci se ASD vyskytuje u 1 ze 100 déti, pficemz az Ctyfikrat Castéji
postihuje chlapce (De Rubeis et al., 2015; www.autismeurope.org). Ve vice nez 60 % piipada
se spole¢né s ASD vyskytuji i jind onemocnénimi, jako je naptiklad epilepsie (30 %), ADHD
(attention deficit hyperactivity disorder) (30 %) nebo schizofrenie. Dalsimi klinickymi
projevy mohou byt gastrointestinalni obtize (9 — 70 %) ¢i spankové poruchy (50%) (Moreira
etal., 2014; Gamsiz et al., 2015).

ASD tadime mezi pervazivni vyvojové poruchy. Vyvoj ditéte je tedy narusen do
hloubky v mnoha smérech a projevuji se obvykle pied tietim rokem zivota. Diagnostika vzdy
probiha na zékladé pfitomnosti ur¢ité sumy symptomt ve specifickych oblastech, nikdy ne na
zakladé jen n€kolika projeva (Hadley et al., 2016; Thor, 2006,). V sedmdesatych letech
vymezila britskd psychiatryné¢ Lorna Wing sty¢né problémové oblasti, které jsou klicové pro
diagnézu a nazvala je triddou poSkozeni (viz Obrazek 1), coz ucinilo diagnostiku ASD méné

obtiznou. Patii sem potize v socialnim chovani, komunikaci a piedstavivosti (Thor, 2006).

11



Socialni interakce

socialné-emocni dovednosti uplnatnované
ve vztazich s rodici, blizkymi osobami,
ostatnimi lidmi a vrstevniky

Komunikace
rec, gesta, mimika

Predstavivost

hra, volny cas
a pouiivani predmétu

Obrazek 1: Triada poSkozeni (pievzato z Thor, 2006)

Svétova zdravotnicka organizace podle 10. revize Mezinarodni klasifikace nemoci

déli pervazivni vyvojové poruchy na nékolik typt (viz nize) (Pastierik, 2013).

3.1.1. Détsky autismus

Détsky autismus byl poprvé popsan vroce 1943 Leo Kannerem a vyskytuje se
v mnoha rozdilnych formach s riznym stupném postizeni. Vyznacuje se poruchami socialni
interakce a komunikace, stereotypnimi zajmy a pohyby, pifiCemZz symptomy jsou
zaznamenavany typicky pfed tfetim rokem v€ku. Mezi nejcastéjsi komorbidity, vyskytujici se
spolecné s touto poruchou, patfi mentalni retardace, aZ u dvou tietin pfipadl, ¢i epilepsie

(Skalny et al., 2016; Patrierik, 2013).

3.1.2. Atypicky autismus

Tento typ autismu je charakteristicky velmi heterogennimi symptomy, které byvaji
zaznamenany az po tfetim roce zivota, poruchy ve tfech zékladnich problémovych oblastech
typickych pro ASD se projevuji obvykle pouze ve velmi lehké formé (DiCicco-Bloom et al.,
206). Na rozdil od détského autismu, se nevyznacuje repetitivnim chovanim a komunikacnimi

deficity (Skalny et al., 2016).
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3.1.3. Rettiiv syndrom

Jedna se o progresivni onemocnéni, vyskytujici se témét vyhradné u Zen. Vyvoj je
zdéanlivé normalni az do 6. az 18. mésice, kdy se zacinaji objevovat prvni ptiznaky, dochazi
ke zpomaleni rastu hlavy, ztratam nabytych motorickych schopnosti a feéi, typické je
nepravidelné dychani, stereotypni pohyby rukou a zachvaty. U takto postizenych osob je
vyrazna mentalni retardace, progresivni skolidza ¢i kyfoskolidza ¢asto vedouci k zavislosti na
invalidnim voziku. Dlouhou dobu byl tento syndrom povazovan za X-vézany,
s predpokladem, ze u hemizygotnich muzu je letalni. V roce 1999 bylo vsak zjisténo, ze tuto
poruchu zptsobuji mutace genu MECP2 (methyl-CpG-binding protein 2) a byly rovnéz
zaznamenany piipady muzl trpicich touto poruchou. K projeviim typického Rettova
syndromu u muzti dochdzi v pfipadé somatického mozaicismu nebo nadbytecného
X chromozomu, v ostatnich pfipadech MECP2 mutace vykazuji fenotypy od této poruchy
odlisné (Moog et al., 2003).

MECP2 je na X vazany gen, nachazejici se v oblasti Xq28. Protein, ktery tento gen
koéduje, funguje jako methyl-dependentni represor transkripce a je rovnéz zapojen do regulace
RNA splicingu. Mutace tohoto genu je pfi¢inou vétsiny piipadt Rettova syndromu, zptisobuje

také schizofrenii a dal$i psychiatricka onemocnéni (www.gene.sfari.org; Bueno et al., 2016).

3.1.4. Jina dezintegracni porucha v détstvi

Tato porucha se vyznacuje vyraznou regresi V oblasti feCi, kognitivnich funkci
a nastupu mentalni retardace mezi druhym a desatym rokem Zivota, ackoli pfedchozi vyvoj
probihal zcela normalng. K pozorovanym projeviim se pfidava rovné€z nahly vyskyt emocni
lability, agrese, hyperaktivity ¢i abnormalni reakce na sluchové podnéty (Thor, 2006; Muhle
et al., 2004).

3.1.5. Hyperaktivni porucha spojena s mentalni retardaci a stereotypnimi
pohyby

Jedna se o nejednoznacné definovanou poruchu, jez spojuje hyperaktivitu, mentalni
retardaci, stereotypni pohyby a sebeposkozovani. U tohoto typu poruchy se nevyskytuje

socialni naruSeni autistického typu (Hort et al., 2000).
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3.1.6. Aspergertuiv syndrom

Aspergeruv syndrom (AS) je porucha poprvé popsana roku 1940 Hansem
Aspergerem. Jedné se mirnéjsi formu ASD, postizeni jedinci jsou primérné az nadpramérné
inteligentni a porucha by tedy neméla byt diagnostikovana u pacientt s IQ niz$im nez 70. Déti
S AS se vyznacuji tézkou poruchou socialni interakce a komunikace, mohou, ale nemusi mit
opozdény vyvoj feci (naruSeni feci by se vSak nemélo vyskytovat pted tretim rokem zivota
a ve veéku péti let jiz déti mluvi plynule). Vykazuji zuzené a stereotypni zajmy, naruSeny jsou
také motorické schopnosti a koordinace. Vyskytuje se rovnéz suicidalni jednani ¢i atypické

deprese (Hort et al., 2000).

3.1.7. Jiné pervazivni vyvojové poruchy

Do této skupiny se tadi jedinci s autistickymi rysy, ktefi vSak, v zavislosti na
hodnoticich kritériich, nespadaji do zddného podtypu poruch autistického spektra (Muhle et
al., 2004).

3.2. Priciny a dédi¢nost ASD

ASD je multigenni onemocnéni a soucasné odhady ptedpokladaji zapojeni okolo
1000 gent, z poslednich studii vyplyva, Ze je geneticky podminéno alespoit z poloviny. Za
pouziti tradi¢nich genetickych ptistupti bylo identifikovano vice nez 100 geni a vice nez 50
lokust (pficemZz nékteré¢ znich zahrnuji tyto geny) bylo zapojeno v opakujicich se
chromozomalnich abnormalitach nebo CNVs (De Rubeis et al., 2015). U vSech chromozomii
nalezneme oblast s kandidatnimi geny pro rozvoj ASD, nejéastéji zaznamenavané jsou vSak
nalezy replikaci na chromozomech 2q, 7q a 15q (Santangelo&Tsatsanis, 2012; Giimiislii et
al., 2015). Mezi dalsi, velmi vyznamné, genetické prispévatele patii také opakujici se delece
a duplikace chromozomalni oblasti 16p11.2 které zptsobuji nejen ASD, ale i Sirokou Skalu

pediatrickych diagnéz, véetné¢ dusevnich vad, poruch koordinace a feci (Duyzend et al.,
2016).

Ke vzniku ASD mohou piispivat vzacné genetické odchylky v kazdém rozsahu, at’ uz
se jedna o odchylky zdédéné od rodich, vzniklé de novo, recesivni, na X-vazané SNV ¢i
aneuplodie. De novo odchylky se vyskytuji u potomk, pfi¢emz ani jeden z rodi¢u je nenese
nebo nepiendsi. Tyto mutace vznikaji béhem meiotického déleni, na rozdil od post-
zygotickych somatickych mutaci, jez vznikaji béhem embryogeneze (De Rubeis et al., 2015;
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Poultney et al., 2013). Velka vétsina studii rodin navic naznacuje, ze se ASD nesegreguje jako
jednoduché mendelovské onemocnéni, ale projevuje se jako systém shodny s komplexnimi

znaky (Kolevzon et al., 2004).

Dtikazy, ze autismus ma neoddiskutovateln¢ genetickou pficinu, se opiraji predevsim
o vysledky vyzkumi monozygotnich (MZ) a dizygotnich (DZ) dvojc¢at a rodin, kde se
autismus vyskytuje u dvou az t¥i sourozencii. Pfi studiich zkoumajicich Siroky autisticky
fenotyp, zahrnujici socialni a komunikaéni poruchy, byla shoda u MZ dvojéat 92 %, u DZ
dvojcat dosahovala pfiblizné 10 %. Ziskana data z fady vyzkumt prokazala fakt, ze dédi¢nost

hraje u vyskytu autismu vyznamnou roli (Thor, 2006; Mubhle et al., 2004).

Negenetické pfic¢iny poruch autistického spektra jsou, stejné¢ jako priciny genetické,
stale nejednoznacné a neexistuje tedy samostatny biologicky ¢i klinicky marker, svou roli
hraje napfiklad i environmentalni vliv. Stejné tak nebyla ve spojitosti s ASD identifikovana
7zadnd jednoznacnd oblast mozku ¢i patofyziologicky mechanismus, které by toto

onemocnéni mohli zptisobovat (Santangelo&Tsatsanis, 2012).

3.3. Diagnostika ASD

V soucasné¢ dobé neexistuje zkouSka biologického charakteru prokazujici autismus,
screeninguse proto zaméfuje predevS§im na mapovani a vyzkum chovani. V této problematice
se tedy nejvice ceni klinickd zkuSenost, a to nejen u odbornikl, ale také u pediatrti,
psychologli, psychiatrii, ucitelii ¢i logopedl, kteti by méli symptomy rozpoznat a vyslovit
podezieni na toto onemocnéni u daného pacienta (Thor, 2006). V poslednim desetileti stoupl
zajem o ASD, vzhledem k rychle vzristajicimu po¢tu zaznamenanych ptipadi autismu po
celém svété, a tato zvysSujici se prevalence vedla k zajmu vyzkumnikd o nalezeni moznych
pfi¢in. Tento trend vSak nemusi byt zplsoben skuteCnym nardstem osob, vykazujicich
autistické chovani, ale miize byt pfi¢itdn rozdilim ¢i1 zménam ve vhodnosti kritérii
a dostupnosti sluzeb, subjektivnich usudcich pii diagnostickych procesech a vétsi
ruznorodosti diagnostickych metod, diagnostika u velmi malych déti, vétsi znalost parametra
a povédomi o ASD. Svou roli hraje také lepsi proSkoleni klinickych pracovnikli a mensi

pravdépodobnost falesné€ pozitivnich diagn6éz (Muraru et al., 2016).

Nejcasteji se k diagnostice vyuziva 10. revize Mezinarodni statistické klasifikace

nemoci (MKN-10) vydana Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) (viz Tabulka 1).
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Tabulka 1: Diagnosticka kritéria pro ASD podle MKN-10 (upraveno podle

http://www.autismus.cz/)

1. Autismus se projevuje pied ti‘etim rokem véku ditéte

2. Kvalitativni naruSeni socialni interakce

3. Kvalitativni narusSeni socialni interakce

4. Omezené, opakujici se stereotypni

zpusoby chovani, zajmy a aktivity

nepiimétené hodnoceni spolecenskych
emocnich situaci

nedostacujici odpoveéd’ na emoce jinych lidi
nedostatecné prizplisobeni socialnimu
kontextu

$patné pouzivani socialnich signala

chybi socialné-emocni vzajemnost

slaba integrace socidlniho, komunika¢niho

a emoc¢niho chovani

nedostatecné socilni uzivani feci bez ohledu
na uroven jazykovych schopnosti

porucha imaginac¢ni a spolecenské napodobivé
hry

nedostate¢na synchronizace a reciprocita

v konverza¢nim rozhovoru

sniZzena prizpusobivost v jazykovém
vyjadfovani

relativni nedostatek tvofivosti a fantazie

v mysleni

chybi emocni reakce na pratelské ptiblizeni
jinych lidi (verbalni i neverbalni)

naruSena kadence a diuraz komunikace, které
jsou odrazem modulace komunikace
nedostatecna gestikulace uzivana k zvyraznéni
komunikace

rigidita a rutinni chovani v Siroké skale
aspektl kazdodenniho zivota (vSedni zvyky,
hry)

specificka ptichylnost k predmétim, které jsou
pro dany vek netypické (jiné€ nez napt. plySové

hracky)
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Nespecifické rysy

Ipéni na rutin€, vykonavani specialnich rituala
stereotypni z4jmy - napf. data, jizdni fady
pohybové stereotypie

zajem o nefunkéni prvky predméta (naptiklad
omak, viing)

odpor ke zménam v bézném pribehu ¢innosti
nebo v detailech osobniho prosttedi (naptiklad
presunuti dekoraci nebo nabytku v rodinném
dom¢)

strach (fobie)

poruchy spanku a pfijmu potravy

zachvaty vzteku a agrese (zvlaste pokud je
pritomna tézka mentalni retardace)

vétSinou chybi spontaneita, iniciativa

a tvorivost pii organizovani volného ¢asu
potize s koncepcnosti pfi rozhodovani v praci
i pfesto, Ze schopnostmi na samotné tikoly

staci

Pro ptesnéj$i hodnoceni autistickych projevll existuje fada posuzovacich stupnic,

v Ceské republice je nyni nejéastdji vyuzivana skala ADI-R (Autism Diagnostic Interview-
Revised) a CARS (Childhood Autism Rating Scale) (Thor, 2006; Pastierik., 2013).

3.3.1. ADI-R

ADI-R je v soucasné dobé¢ jednou z nejlépe ovétenych diagnostickych metod, ktera je

zalozena na semistrukturovaném rozhovoru a jejiz spolehlivost je nejvyssi u déti

v pfedSkolnim véku. Vysledky rozhovoru jsou danym algoritmem pievedeny na kritéria

MNK-10 a rozdéleny do tii diagnostickych oblasti, jimiZ jsou socidlni interakce, komunikace

(dale délena na verbalni a neverbalni subdoménu) a repetitivni chovani se stereotypnimi

vzory. Nevyhodou je dlouha doba administrace (pfiblizné 90 — 120 minut), kterd snizuje

moznosti bézného vyuziti v klinické praxi (Jones et al., 2015; Thor, 2006).
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3.3.2. CARS

Jedna se o metodu hodnotici celkem 15 polozek na stupnici od 1 do 7, které urcuji
miru abnormalit zjiSténou pozorovanim, informacemi ziskanymi od rodict a lékatrskymi
zdznamy. Vysledny pocet bodl urCuje orientacné stupeit zavaznosti poruchy. Na rozdil od
ADI-R vyzaduje administrace pouze 30 — 60 minut, nevyhodou je vSak o mnoho nizsi
spolehlivost a slouzi proto spise ke screeningu ASD, nez jako nastroj pro diagndzu (Mayes et
al., 2014; Hrdlicka et al., 2008).

3.3.3. Cytogenetické hodnoceni ASD

Standartni analyzy karyotypu vykazuji chromozomalni pfeskupeni u 3 % — 6%
jedinc postizenych ASD, pficemZ cytogenetické abnormality mohou vést k funkénim
genetickym zménam nékolika zpiisoby. Jedna se naptiklad o zménu davky genti v disledku
deleci a duplikaci, naruseni gent ¢i jejich odlouceni od gent regulacnich zptisobené zlomy
a preusporadanim. Delece mohou také vést k odhaleni bodovych mutaci v genech
lokalizovanych na odpovidajicich nedeletovanych homolognich chromozomech (Vorstman et
al., 2006). Mezi nejcastéji se vyskytujici chromozomalni abnormality patii delece a duplikace
na dlouhych raménkach 15., 22., a 7. chromozomu, déle pak delece 22. chromozomu typické
pro DiGeorguv (syndrom delece 22q11.2) a Phelan-McDermidav syndrom (syndrom delece
22013.3) (Vorstman et al., 2006; De Rubeis et al., 2015). Casté jsou cytogenetické nalezy na
chromozomu X vedouci k syndromu fragilniho X (syndrom Martinuv-Bellové) (El-Baz et al.,
2016).

3.3.4. Copy number variations (CNVSs)

Dalsi skupinu strukturnich genomickych odchylek, hrajicich roli ve vzniku ASD,
tvoii CNVs, jez definujeme jako submikroskopické odchylky s abnormdlnim poctem kopii
DNA segmentil, delece a duplikace, o délce vétsi nez 1000 para bazi (De Rubeis et al., 2015;
Eriksson et al., 2015). Tyto odchylky mohou byt dédény od piedchozi generace, ale mohou
rovnéz vznikat de novo. Mezi mechanismy, vedouci ke vzniku CNVs, patii naptiklad
nealelickd homologni rekombinace, spojovani nehomolognich koncii DNA vléken, zlomem
vyvolana replikace ¢i tzv. breakage-fusion-bridge mechanismus (Prunier et al., 2017). CNVs
byly identifikovany jako vyznamny klicovy faktor nachylnosti k nékterym onemocnénim,

maji za nasledek mnoho neuropsychiatrickych poruch. Vyskytuji se rovnéz v normalni
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populaci, kde hraji roli v lidské genetické diverzité (Eriksson et al., 2015; Poultney et al.,
2013).

Patogenni de novo CNVs jsou ¢astéji identifikovany u probandu v rodinach s jednim
postizenym c¢lenem nez u rodin, kde je postizen vice nez jeden Clen, coz indikuje rozdilny
mechanismus vzniku (Eriksson et al., 2015). Asociace, mezi CNVs a poruchami autistického
spektra, byla nékolikrat prokazana a vysvétluje5 — 10 % ASD piipadi. Mezi nejcastéji
zaznamenavané pak patii pfedevS§im odchylky nachazejici se na chromozomech v mistech
1921.1, 7911.23, 15q11-q16, 16p11.2, 229q11.2 a 22913, které jsou popsany v nasledujicich
kapitolach (AlAyadhi et al., 2016; Moreira et al., 2014; Gamsiz et al., 2015).

3341 19211

Delece a duplikace v této oblasti byly zaznamenany u 0,2 % pacientd s ID
(intellectual disability), ASD a vrozenymi abnormalitami. 1q21.2 je pfiblizn¢ 1,35 Mb dlouhy
lokus obsahujici nejméné sedm rizikovych gent (Mefford et al., 2009). Probandi s delecemi
jsou charakteristicti mikrocefalii, hypotonii, vrozenymi srde¢nimi vadami, ADHD ¢i
kataraktem, naruSeny jsou schopnosti komunikace a socialni interakce (Brunetti-Pierri et al.,
2009). Pro reciproké duplikace je typicky opozdény vyvoj, autistické chovani, pfitomny
mohou byt také srdecni malformace. CNVS se zde vyznacuji netiplnou penetranci a variabilni
expresivitou. Rodice ¢i sourozenci probanda tedy mohou mit stejné CNV, ovSem bez

projeveni piiznakt (Mefford et al., 2009).

3.3.4.2 7911.23
Duplikace v oblasti 7q11.23 jsou signifikantn¢ asociovany s autismem, s frekvenci
vyskytu 0,09 % u 3816 ASD probandi (Sanders et al.,, 2011). Tyto de novo duplikace
Vv rozpéti 1,37 Mb zahrnuji 22 gentd a vykazuji velmi heterogenni fenotypy. Mezi bézné rysy
patii ASD, kognitivni deficity, velmi vyrazné opozdéni feci, izkost a hyperaktivita. Reciproka
delece tohoto lokusu zptsobuje Williams-Beurentiv syndrom, jehoz nositelé se vyznacuji
hypersocialni osobnosti, jsou velmi pratel§ti a empaticti, charakteristické jsou také kognitivni

poruchya dysmorfie obliceje (Gamsiz et al., 2015).

3.34.3 15gl11-9l13
15q11 — 13 duplikace ptedstavuji jedny z nejcastéjSich nalezi u pacientd s autismem
anedavné studie ASD, v asociaci s intersticialni duplikaci oblasti 15911 — 13 zdédéné od

matky, vedou Kk predpokladu, ze zvySend exprese maternaln¢ zdédénych 15q11 — 13 gent
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zvySuje riziko vzniku ASD (Veltman et al., 2005). Tento lokus obsahuje pét stile se
opakujicich BP (breakpoints), pficemz BP2-BP3 jsou spojovany zejména s autismem
a Prader-Williho (PWS) a Angelman syndromem (Gamsiz et al., 2015). Ptiblizné 25 — 30 %
pacientl s PWS vykazuje uniparentalni disomii (UPD) pro maternalni chromozom 15, u 60 —
70% se vyskytuje delece voblasti 15q11 — 13 paternalniho chromozomu. Fenotyp je
heterogenni a muze zahrnovat ASD, hypotonii, emo¢ni labilitu, uzkost a hyperaktivitu.
2 — 7 % piipadii Angelmanova syndromu je zpusobeno parentalni UPD, 68 — 75 % pak vznika
v dasledku delece na 15. chromozomu v regionu 15911 — 13 zdédéného od matky. Pacienti se
vyznacuji opozdénym vyvojem, mentalni retardaci, ¢aste¢nou nebo tplnou ztratou teci, bézné

jsou motorické poruchy a zachvaty smichu (Veltman et al., 2005).

Gen UBE3A (ubiquitin protein ligase E3A) byl urcen jako kandidatni gen pro rozvoj
autismu, ktery je zodpovédny za tvorbu enzymu ubikvitin-protein ligazy, ¢ast ubikvitina¢niho
degradac¢niho systému. Mezi dalsi rizikové geny patii MAGEL2, HERC2 a GABRB3

(Glessner et al., 2009; www.gene.sfari.org).

3.34.4 16pli.2

Tento segment pokryvajici 25 gentl je spojovan se vznikem neurovyvojovych poruch
apodili se na vzniku 1 % autistickych ptipadd, penetrace je 1V tomto piipadé netplna
(Gamsiz et al., 2015). Delece a duplikace této oblasti vyznamné pfispivaji nejen ke vzniku
ASD, ale vedou také k poruchdm koordinace a feci, ID. Se schizofrenii jsou pak spojovany
pouze duplikace (Duyzend et al., 2016; Hippolyte et al., 2016). Pozorovany jsou zde velmi
kontrastni fenotypy; zatimco delece jsou asociovany s makrocefalii a zvySenym BMI (body
mass index)/obezitou, duplikace se naopak projevuji mikrocefalii a snizenym BMI. MAPK3
(mitogen-activated protein kinase 3) je gen lezici v této oblasti, jenz hraje rozhodujici roli
v kortikogenezi regulovanim bunééného cyklu v proliferujicich neuralnich progenitorech a je
geneticky spojovan s ASD a RASopatiemi. Pacienti s deficitem genu BCKDK (branched
chain ketoacid dehydrogenase kinase), ktery je zde lokalizovan, vykazuji abnormalni
neurobehavioralni fenotypy, véetné autismu, bez ptitomnosti epilepsie ¢i ID (Gamsiz et al.,
2015; Oyarzabal et al., 2016; Pucilowska et al., 2015). Dalsim genem, zodpovédnym za vznik
neurovyvojovych poruch, je KCTD13 (potassium channel tetramerization domain containing

13), jehoz zvysena exprese ma za nasledek mikrocefalii (Golzio et al., 2012).
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3.345 22ql1.2
Lokus 22q11 je jednim z nejsilnéjSich CNV nalezii v neurovyvojové genetice. I v této
oblasti se CNVs vyznacuji nekompletni penetranci a jsou asociovany s Sirokym spektrem
fenotypii, véetné autismu. Syndrom delece 22ql1 (22q11DS), také znamy jako DiGeorgiv
syndrom, reprezentuje jeden z nejvyznamnéjSich rizikovych faktorti pro neuropsychiatrické
poruchy. Pfi rozsahlé studii jedinct s 22911DS byla prevalence ASD 26,5 %, s vrcholem
v adolescentnim véku. Mezi vyznamné geny, nejcastéji spojované s ASD, fadime PRODH

a LZTR1 (Gamsiz et al., 2015).

3.3.4.6 22913
Syndrom zputisobeny deleci 22q13, rovnéz znamy jako Phelan-McDermidav syndrom,
je charakteristicky celkovym opozdénym vyvojem, absenci nebo silnym opozdénim feci,
neonatalni hypotonii a dysmorfickymi rysy (Gamsiz et al., 2015). Jednim z nejvyznamnéjSich

rizikovych genti pro vznik ASD lezici v této oblasti je SHANKS.

SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3) je gen pokryvajici pfiblizné
58 Kb genomické sekvence a obsahujici 24 exond, z nichz 7 mlze byt alternativné stfizeno
(Durand et al., 2007). SHANK3 patii do rodiny SHANK proteinti, které byly nejprve
identifikovany u krys a pozdé&ji u clovéka (Boeckers et al.,, 1999; Bonaglia et al., 2001).
Protein kédovan timto genem nalezneme v mnoha télnich tkadnich, nejhojnéji se vyskytuje
v mozku. Je zapojen do formovani a zrani dendritickych trnti, hraje roli ve funkci synapsi
apodili se tak na mezibunééné komunikaci. VétSina mutaci nalezena u pacientd s ASD
naru$ila funkci proteinu kdédovaného timto genem nebo vedla k jeho abnormélné zkracené
verzi. Vzniklo tedy podezieni, ze naruSeni v komunikaci nervovych bunék pfispiva k rozvoji
autismu (Durand et al., 2007). Haploinsuficience tohoto genu ptedstavuje jednu z nejvice
frekventovanych jedno-genovych mutaci v poruchach autistického spektra (Yi et al., 2016).
Vzhledem k jeho formujici se roli v neuropsychiatrickych poruchach a piekryvajicich se
fenotypech autismus a syndromu delece 22q13.3, byl dale analyzovan u pacienti s ASD
(Sykes et al., 2009).

3.3.4.7 DalSi vybrané geny opakované identifikované u pacientii s ASD
Gen TSC2 je lokalizovan v oblasti 16p13.3, jehoz produkty funguji jako nadorové
supresory a jsou schopny stimulovat specifické GTPasy, pficemz mutace TSC2 jsou pti¢inou
ptiblizn¢ 50 % piipadt tuber6zni sklerdzy (TSC). Piestoze 40 — 50% jedinct s TSC splituje
kritéria pro poruchy autistického spektra, neni prozatim objasnén zadny sdileny geneticky
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mechanismus mezi s TSC-asociovanym a idiopatickym ASD (van Bakel et al., 1997; Bahl et
al., 2013).

Contactin Associated Protein-Like 2 (CNTNAP2) je gen z rodiny NEUREXIN, ktery
zprostifedkovava bunéénou adhezi. Jeho cytogeneticka lokace je 7935-936 a byva spojovan
s n€kolika onemocnénimi. Kromé poruch autistického spektra zplisobuji jeho abnormality

také epilepsii ¢i Pitt-Hopkinsuv syndom (Gdalyahu et al., 2014; OMIM 604569).

Dalsi kandidatni gen, s nazvem Contactin 4 (CNTN4), se nachazi v regionu 3p26.3 —
3p26.2. Tento gen koduje protein zapojeny do bunécné adheze, ktery miize mit esencialni roli
ve formaci axonovych spojii ve vyvijejicim se nervovém systému. NarusSeni toho genu bylo

odhaleno jako pfi¢ina syndromu delece 3p a nachylnosti k porucham autistického spektra

(Hui et al., 2012).

Gen Neurexin-1 (NRXN1), s lokaci 2p16.3, koduje protein neurexin. Tento protein
funguje jako receptor nervového systému obratlovclii a presynaptickd molekula, slouzici
K bunééné adhezi (Liu et al., 2012). Mutace genu NRXNI1 byly opakované nalezeny
u pacientil s ASD a schizofrenii a jejich signifikantni asociace byly potvrzena mnoha studiemi

(Pak et al., 2015).

Vyznamnym genem spojovanym s autismem je také gen FMR1 (fragile X mental
retardation 1), ktery je lokalizovan na pozici Xq27.3. FMPR, kdédovany timto genem, je
mRNA a ribozomalni vazebny protein, ktery inhibuje expresi nékolika klicovych proteint
a cytokinl ucinkujicich pti zanétlivych procesech a vaze se na nékteré proteiny zapojené do
reparace DNA pii bunééném stresu a obrané¢. Mutace tohoto genu vedou k syndromu
fragilntho X, coZ je nejCast§j$i dédicnd porucha intelektu a rovnéZz nejcastéjsi jedno-

genovamutace asociovana s autismem (Naviaux et al., 2015; Tassone et al., 2012).

3.4. Terapeutické moznosti 1écby ASD

Z farmakologického hlediska je potfeba zdlraznit, Ze neexistuje Zadna ucinna lécba,
ktera by odstranila hlavni ptiznaky ASD. Bylo vSak ovéfeno, ze velmi brzky a intenzivni
behaviordlni zasah mize redukovat jadrové piiznaky a zlepSit vysledky vyvoje.
Farmakologickym zisahem je moZno zlepSit souvisejici potize ve formé epilepsie,
spankovych poruch, hyperaktivity, ¢i agrese, coz celkové vede ke zlepSeni kvality Zivota.

Vzhledem ke komplikovanosti metodologické situace je obtizné ovéfit ucinnost jednotlivych
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behavioralnich technik a vyuzivani vizualizovanych informaci. Dilezité je kvalitni spoluprace

s rodinou, pedagogicka a terapeuticka empatie (Thor, 2006; Bodur et al., 2015).

23



4. VySetrovaci metody pouzivané u pacienti s ASD

4.1. Karyotypizace

Karyotypizace je proces hodnoceni chromozomu, za u¢elem identifikace chybéjiciho,
piebyvajiciho ¢i abnormalniho chromozomu (Klose, 2016). Tato metoda je dnes bézné
vyuzivana pro diagnostiku vrozenych vad, genetickych poruch ¢i rakoviny, vyhodou je

predevsim jeji jednoduchost a nizké finan¢ni naklady.

Preparaty pro karyotypizaci jsou pfipravovany z mitotickych bunék, pozastavenych
V metafédzi ¢i prometafazi bunééného cyklu, kdy chromozomy zaujimaji nejkondenzované;jsi
konformaci. Jako zdroj bun¢k byva vyuzivana piedevsim periferni krev a bunky bukalniho
stéru, pro prenatdlni diagnostiku pak plodovda voda ¢i choriové klky. Pred samotnym
karyotypovanim je dilezité bunky kultivovat, délka kultivace zavisi na typu pouzivanych
bunck. Po dostate¢né multiplikaci je pfidan kolchicin, ktery rozvoliiuje mitoticka vieténka
a buiiky se tedy dale nedé¢li. V dal$im kroku jsou bunky oSetfeny hypotonickym roztokem
a chemickymi fixativy na podlozni sklo. Pro zviditelnéni struktury chromozomil jsou
nejcastéji vyuzivany metody prouzkovani (banding). Dnes je vétSina karyotypu barvena
Giemsovym barvivem (G — banding), které poskytuje vyssi rozliSeni jednotlivych pruht

a dovoluje vyhodnoceni prostfednictvim svételného mikroskopu (O"Connor, 2008).

4.2.FISH

Sohledem na uplnost textu této kapitoly je tfeba zminit i testovaci metodu
fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH. Jje metoda molekularni cytogenetiky, jez v roce 1986
vyvinuli Pinkel a kolegové (Pinkel et al., 1986). Tato technika je zaloZena na denaturaci
vysetfované DNA a nasledné hybridizaci sond, které¢ jsou fluorescencné znacené piimo nebo
ptes vazbu znaCenych protilatek, coz umoznuje vysledny signal amplifikovat. Vizualizace
a vyhodnoceni poté probiha pomoci fluorescencniho mikroskopu. Pro aplikaci FISH metody
je nutno pouzit buiikky nachéazejici se v metafazi bunééného déleni, v ptipadé pouziti lokus-
specifickych nebo centromerickych sond je pak mozno aplikovat i na jadra nachazejici se

v interfazi (Pinkel et al., 1986; Pradhan, 2015).

Fluorescencné znaCené sondy poskytuji slabé pozadi a vysoké rozliSeni, piicemz

rozliSujeme tfi typy sond, volené v zavislosti na typu vySetieni. Lokus-specifické sondy jsou

24



pouzivany k ur€eni pozice konkrétniho genu na chromozomu a poctu kopii v ramci urcitého
genomu. Centromerické sondy slouzi k oznaceni chromozomut v oblastech centromer
a stanoveni jejich poctu. Celochromozomové sondy jsou pak tvofeny souborem mensich
sond, jez se vazi k odlisnym sekvencim podél celé délky chromozomu a jsou tak schopny

odhalit chromozomové prestavby (Pradhan, 2015).

Tato metoda slouzi k urCovéani poctu chromozomt, vizualizuje rtizna pieskupeni, jako
je translokace ¢i inverze, umoziuje studovat organizaci a strukturu genomu v bunce. FISH je
vyuzivana v oblasti prenatalni a postnatalni diagnostiky, uplatituje se rovnéz pti diagnostice

odlisnych forem rakovin (Pradhan, 2015).

4.3. MLPA

Metoda FISH muze také slouzit jako komplementarni metoda k metodé multiplex
ligation-dependent probe amplification, ktera je, na rozdil od FISH, zalozena na PCR.
Schouten a jeho kolegové tuto metodu poprvé publikovali v roce 2002. Jedna se o metodu pro
relativni kvantifikaci az 40 riznych probovych DNA sekvenci v jediné reakci (multiplexova
PCR), jez vyzaduje pouze 50 ng lidské DNA. Jednou z vyhod, které MLPA poskytuje, je
Siroké spektrum vyuziti. Je schopna cilené detekovat delece a duplikace exont v lidskych
BRCA, MSH2 a MLHI1 genech, trisomie charakteristické napf. pro Downtv syndrom nebo

chromozomalni aberace v bunécnych a nddorovych liniich (Schouten et al., 2002).

Metoda je zaloZena na pouZiti sond, jez v priib&hu reakce hybridizuji ke vzorku DNA
a nasledné se amplifikuji, a to za pouziti pouze jednoho paru PCR primera (Homig-Holzel &
Savola, 2012). Kazda sonda je sloZena ze dvou syntetickych oligonukleotidovych ¢asti, kratké
a dlouhé. Kratsi oligonukleotidy kazdé sondy obsahuji na svém 3" konci cilové-specifickou
sekvenci o délce 21 az 30 nukleotidl (nt) a univerzalni 19 nt dlouhou sekvenci, identickou se
znacenym PCR primerem, na 5'konci. Cilové-specifickd sekvence, o délce 25 az 43 nt, se
nachazi na 5" fosforylovaném konci a je odvozena od M13 faga. 3" konec pak obsahuje
univerzalni 36 nt dlouhou sekvenci komplementarni k neznacenému PCR primeru a na rozdil
od kratké casti sondy obsahuje také tzv. stuffer sekvenci lezici mezi pravé popsanymi
sekvencemi na 3’a 5" konci. Kazd4 sonda dava vznik amplifikovanému produktu o jedinecné
délce mezi 130 a 480 pary bazi (bp), coz umoziuje ndslednou separaci kapilarni

elektroforézou (Schouten et al., 2002).
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Celou reakci mizeme rozdélit do péti krokti a to denaturaci, hybridizaci, ligaci, PCR
amplifikaci a separaci kapilarni elektroforézou. V prvnim kroku dochazi vlivem teploty
k denaturaci dvouvlaknové DNA za vzniku DNA jednovlaknové. Na takto pfipravenou DNA
poté hybridizuji ptidané sondy a dochazi k jejich spojeni pomoci enzymu Ligaza-65. Aby
mohl byt signdl sond detekovan, je potfebny prostor k pribéhu ligacni reakce. Enzym ligaza-
65, ktery je v metodé MLPA vyuzivan, je v oblasti cilové-specifické sekvence kratké casti
sondy velmi senzitivni a reaguje tak na zmény jiz v jednom nukleotidu. Nedojde tedy k ligaci
ani nasledné amplifikaci sond a signal neni zachycen (Homig-Holzel & Savola, 2012).
Nasleduje PCR reakce, ktera slouzi k amplifikaci sond (signalu) a poslednim krokem je pak

separace a vyhodnoceni.

Univerzalni
PCR primery

’ v 2 P Y
cilové-specifické ¥
sekevence

R NN
Jednovlaknova DNA

Obrazek 2: Znazornéni sondy vyuzivané metodou MLPA (upraveno podle Jeuken et
al., 2006)

4.4, Cipova komparativni genomova hybridizace (aCGH)

Cipova komparativni genomova hybridizaceje metoda slouZici k analyze CNVs
v ramci vySettované DNA (Giumdsli et al., 2015). Jedna se o zdokonaleni metody CGH,
kterou Pinkel a Solinas-Toldo vyvinuli v roce 1997. Tato technika odstranuje nutnost vyuziti
metafaznich chromozomt, coZz bylo limitaci CGH metody, a nahrazuje je fragmenty
klonované DNA rtznych gent. Tyto jsou tiStény na povrch skla (kazdy fragment zaujima
pfesné ur¢ené misto), kde k nim referen¢ni a zkoumand DNA hybridizuji. Takto pfipravena

specialni skla nazyvame microarray neboli Cipy (Pinkel et al., 1997; Solinas-Toldo et al.,
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1997; Jarosova et al., 2006). Krom¢ skla byvaji na vyrobu ¢ipli vyuzivany také nylonové
membrany ¢i plastikové materialy piedstavujici tzv. makrocipy. Velikost sond je velmi
rozlisnd, Citajici od malych sond o délce okolo 25 — 85 bp po genomické klony, jako jsou
umélé bakterialni chromozomy s velikosti 80 000 — 200 000 bp. NanaSeni sond na povrch
C¢ipu lze provadét néckolika zplsoby, a to bud mechanickym spotovanim jiz
presyntetizovanych sond (cDNA klony ¢i jejich PCR produkty) ¢i chemicky piipravenych
oligonukleotidi, nebo syntéza sondy ve form¢ oligonukleotidii in situ na povrch mikro¢ipu
(tento postup je vyuzivan napf. firmou Affymetrix, jejiz platformy fadime v soucasné dobé

K nejpouzivangjsim) (Merkerova et al., 2006).

Bez ohledu na typ sondy, zdkladni metodika je pro vSechny analyzy konzistentni.
VySetiovana a referenéni DNA jsou znaceny rozdilnymi barvami, pouzivana jsou obvykle
fluorescenéni barviva zelend (Cy3) a cervena (Cy5). Obé DNA jsou nasledné smichany,
denaturovany, pfidany jsou rovnéz denaturované sondy a po aplikaci na podlozni skli¢ko
dochazi k hybridizaci. K zachyceni a kvantifikaci relativni fluorescen¢ni intenzity zna¢enych
DNA sond, které hybridizovaly ke svym cilim, jsou poté vyuzivany digitdlni snimaci
systémy. Pomér fluorescenéniho signalu testované a referenéni DNA poskytuji informace
o relativnim poctu kopii sekvenci v testované DNA v porovnani s normalnim genomem

(zdrava kontrola) (Theisen, 2008).

K vyhoddam aCGH patii pfedevSim mozZnost analyzy s vyuzitim pouze malého
mnozstvi DNA, schopnost porovnat rozdilné genomy a detekce velmi malych DNA zmén
(rozliSovaci schopnost metody je 75 — 130 kb (Giimiislii et al., 2015, JaroSova et al., 2006).
Array-CGH nabizeji vysoky diagnosticky pfinos, vrozmezi 14 — 20 %, pro jedince
S nevysvétlenymi poruchami intelektu, ASD ¢i vicenasobnymi vrozenymi vadami, v jejichZz
diagnostice jsou v soucasnosti rutinné pouzivany. Metoda se osvéd¢ila jako rychla, specificka

a velmi citliva (Cappuccio et al., 2016; Oostlander et al., 2004).

4.5. SNP array

Metoda SNP Cipid byla vyvinuta v roce 1998 za tcelem genotypovani (Wang et al.,
1998). Od toho okamziku byla zna¢né vylepSena, je hojné vyuzivana k detekci CNVs
V lidském genomu, umoziuje rovnéz urCit ztratu heterozygozity jednotlivych nukleotidi
a stala se tak jednim z nejvykonnéjsich nastroji genomické analyzy (Raghavan et al., 2005;
Mao et al., 2007; AlAyadhi et al., 2016).
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Komeréni probe-based SNP array platformy jsou v dnesni dobé schopny provést
genotypizaci okolo jednoho milionu SNPs v ramci jedné analyzy, a to s 99% piesnosti,
umoziuji analyzovat odchylky v intenzit¢ signalu a zmény v alelickém slozeni soucasné.
Jedny z nejpouzivanéjsich platforem v soucasné dob¢ vyrabi firmy Affymetrix a Illumina (La
Framboise, 2009; Mao et al., 2007). Mezi hlavni vyhody SNP array technologie patii
poskytnuti signalu pro specificky pocet SNP marker za relativné nizkou cenu a spotieba
pouze malého mnozstvi DNA, coz umoziiuje vyuziti v piipadé limitovaného mnozstvi vzorku
nebo nedostupnost metafaznich chromozomu. Na rozdil od aCGH metody je rovnéz schopna
detekovat uniparentalni disomii (Nicolazzi et al., 2016; Wang et al., 2016; Raghavan et al.,
2005).
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5. Material a metody

5.1. Biologicky material a jeho zpracovani

V praktické casti této prace bylo analyzovano 12 vzorkii DNA, ktera byla ziskana
odbérem periferni krve pacienti s ASD. Odbér tohoto materialu byl proveden na Ustavu
1ékai'ské genetiky Fakultni nemocnice Olomouc (ULG FNOL). Zde byl rozd&len na dvé &asti.
Jedna c¢ast byla ur¢ena ke kultivaci a naslednému karyotypovani a druha ¢ast byla uréena
k izolaci DNA vysolovaci metodou. Vzhledem k tomu, ze vék zZadného z pacienti nepiesahl
18 let, byl informovany souhlas o vyuziti biologického materidlu pro ucely vyzkumu

podepsan zakonnymi zastupci.

5.2. Chemikalie a roztoky

o Deionizovany Hi-Di formami (Applied Biosystems)
o PCR H20 (Top-Bio)
o Deionizovana H20 (Lékarna FN Olomouc)

e Sterilni TE pufr (10 mM TRIS-HCI + 0,1 mM EDTA; pH 8,2) (Lékarna FN Olomouc)
o Znadeny velikostni standard 500 LIZ®(Applied Biosystems)

o POP-7 separac¢ni gel (Applied Biosystems)

. SALSA® MLPA® probemix P015 MECP2 (MRC Holland)

. SALSA® MLPA® probemix P036 Subtelomeres Mix 1 (MRC Holland)

. SALSA® MLPA® probemix P070 Subtelomeres Mix 2B (MRC Holland)

. SALSA® MLPA® probemix P106 MRX (MRC Holland)

. SALSA® MLPA® probemix P245 Microdeletion Syndromes-1 (MRC Holland)

. SALSA® MLPA® probemixP297 Microdeletion Syndromes-2 (MRC Holland)

. SALSA® MLPA® probemixP343 Autism-1 (MRC Holland)
. SALSA® MLPAP® reagent kit (MRC-Holland)
o 96% a 70% etanol (Lékarna FN Olomouc)

o LB pufr (pipraveno na Ustavu lékai'ské genetiky Fakultni nemocnice Olomouc)
o SDS pufr (pipraveno na Ustavu 1ékai'ské genetiky Fakultni nemocnice Olomouc)
. Proteinaza K (pipraveno na Ustavu 1ékatské genetiky Fakultni nemocnice Olomouc)
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Tabulka 2: Chemické slozeni SALSA® MLPA® reagent kitu (upraveno podle MRC
Holland MLPA)

Slozka kitu Slozeni

SALSA MLPA pufr KCI, Tris-HCI, EDTA, PEG-6000; pH 8.5
Syntetické oligonukleotidy, oligonukleotidy bakterialniho pavodu,
Tris-HCI, EDTA; pH 8.0
Glycerol, BRIJ (0,05%), EDTA, beta-merkaptoethanol (0,1%), KCI,
Tris-HCI; pH 7,5, ligaza-65 bakterialniho piivodu

SALSA MLPA probemix

SALSA ligaza-65

Liga¢ni pufr A NAD bakterialniho ptvodu; pH 3,5
Ligacni pufr B Tris-HCI, neionogenni detergenty, MgCl,; pH 8.5
Syntetickéoligonukleotidy znac¢ené fluorescen¢ni znatkouFAM,
SALSA mix PCR primeru

dNTPs, Tris-HCI, KCI, EDTA, BRIJ; pH 8

Glycerol, neionogenni detergenty, EDTA, DTT (0,1 %), KCI, Tris-
SALSA polymeraza )
HCI, polymeraza bakterialniho pavodu; pH 7.5

5.3. Laboratorni vybaveni

Automatické pipety LabMate (HTL)

Automatické pipety (Eppendorf)

Jednorazové sterilni $pic¢ky (FL mediccal, Kartell Spa, Tref Labs)
Zkumavky typu Eppendorf (1,7ml) (Golden Gate Bioscience)
Zkumavky typu PCR (0,2ml) (Thermo Scientific)

Chladnicka, mrazak (Electrolux)

96-jamkova desticka na kapilarni elektroforézu (VWR International)
Minicentrifuga Combi-Spin, FVL-2400N (Biosan)

Centrifuga Mikro 200 (Hettich)

PCR termocykler C1000 TouchTM (BioRad)

Automaticky geneticky analyzator ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
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(Applied Biosystems)

Laminarni box Mini-V/PCR (TELSTAR)

Nitrilové bezprasné rukavice SempercareR nitrile skin2 (Semperit Investments)

Alobal, popisovac, kontejnery na infek¢ni odpad, nadoba na led, stojan na zkumavky

Software — GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems)

Coffalyser.Net (MRC-Holland)

5.4. Pracovni postup

5.4.1. lzolace DNA vysolovaci metodou

1. den

© ©o N o g b~ w D

Krev pfelit do oznacené konické zkumavky (Falkonka, 50 ml).

Dolit do 50 ml chlazenym LB pufrem a promichat.

Inkubovat pti pokojové teploté 15 min a poté centrifugovat 30 min/1 000 g.

Slit supernatant tak, aby na dn¢ ztstal pelet bilych krvinek.

Ptidat 5 ml chlazeného LB pufru, promichat a centrifugovat 10 min/1 000 g.
Supernatant slit, lehce oplachnout pelet chlazenym LB pufrem.

Zkumavky nechat okapat na ubrousku dnem vzhiru.

Ptidat 3 ml NBL pufru, 50ul proteinasy K, 150ul 20% SDS a dtkladné protiepat.

Inkubovat v termostatu pii 37°C ptes noc.

2.den

1.

K inkubované smési z predchoziho dne piidat 1 ml NaCl o koncentraci 6 mol/l a
dukladné protiepat.

Centrifugovat 15 min/5 000 g.

Supernatant prelit do Cisté oznacené 10 ml zkumavky a centrifugovat 10 min/5 000 g.
Supernatant slit do ¢isté oznacené 15 ml zkumavky a doplnit 96% vychlazenym
ethanolem.

Obsah promichat pomalym pifevracenim zkumavky az do vysrazeni DNA.

Do oznacené zkumavky typu Eppendorf nalit cca 1 ml 70% ethanolu a pfenést DNA

pomoci sterilniho hacku.

31



7.
8.
9.

Centrifugovat 5 min/14 000 g a poté opatrné slit 70% ethanol na ubrousek.
DNA nechat vyschnout ptiblizné 1 hod pii pokojové teplote.
DNA rozpustit v TE pufru (50ul TE pufru na 1 ml krve) a oznacit Stitkem

S potifebnymi udaji.

10. DNA rozpustit pti pokojové teploté pies noc nebo 1 hod pii 65 °C za soucasného

promichavani na michacce.

11. DNA uschovat v lednici nebo pfi -25°C v ptipad¢ delSiho skladovani.

5.4.2. MLPA

DNA denaturace (1. den)

1.
2.

Oznacit 0,2 ml zkumavky.

Napipetovat 5 pl nafedéného vzorku DNA (10-50 ng/ul) do kazdé zkumavky, jako
kontrolu pouzit TE pufr (blank).

Zkumavky umistit do termocykléru a spustit program dle Tabulky 5. Vzorek

denaturovat 5 minut pii 98 °C, po ochlazeni na 25 °C zkumavky vyjmout.

Hybridizaé¢ni reakce (1. den)

1.
2.

Pted pouzitim vortexovat MLPA pufr a MLPA sondy.

Pfipravit hybridiza¢ni master mix (1,5u1 MLPA sondy a 1,5ul MLPA pufru na
jednu reakci) a opatrné promichat pipetovanim.

Do kazdé zkumavky pfidat 3 pl hybridiza¢niho master mixu a promichat
pipetovanim.

Zkumavky umistit zpét do termocykléru, inkubovat 1 minutu pfi 95 °C a poté 16 —
20 hodin pfi teploté 60 °C (viz Tabulka 5).

Ligacni reakce (2. den)

Oba liga¢ni pufry pted pouzitim vortexovat.

Ptipravit si Ligase-65 master mix (viz Tabulka 3) a opatrné promichat pipetovanim.
Pti teploté 54 °C pozastavit program a pridat 32 pl master mixu do kazdé
zkumavky. Promichat jemné pipetovanim nahoru a dolt.

Pokracovat v programu termocykléru (viz Tabulka 5) a pii teploté 20 °C

zastavit program a vyjmout zkumavky z termocykléru.
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PCR reakce (2. den)

1. SALSA PCR primery vortexovat, polymerazu ohtat po dobu 10 sekund v ruce
z divodu snizeni viskozity.

2. Pripravit polymerazovy master mix (viz Tabulka 4) a opatrn¢ promichat
pipetovanim. Zkumavky zabalit do alobalu a az do pouziti skladovat na ledé.

3. Pfti pokojové teploté ptidat 10 pl polymerazového master mixu do kazdé zkumavky
a pipetovanim opatrné promichat.

4. Pokracovat v programu (viz Tabulka 5).

5. PCR produkty uchovéavat pii teploté 4 °C po dobu 1 tydne nebo pii -15 °C az -
25 °C v pripadé¢ delsiho skladovani. Z divodu citlivosti fluorescen¢nich barev na

svétlo produkty skladovat ve tmé.

Tabulka 3: Slozeni mixu pro ligac¢ni reakci

1 reakce
Deionizovana H.0O 25 ul
Ligase pufr A 3ul
Ligase pufr B 3ul
Ligase-65 enzym 1l

Tabulka 4: Slozeni mixu pro PCR reakci

1 reakce
Deionizovana H>O 7,5 pl
SALSA PCR smés primera 2 pl

SALSA polymeraza 0,5 ul
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Tabulka 5: Teplotni profil pro MLPA reakci

98 °C 5 minut
1. DNA denaturace
25°C pauza
o 95°C 1 minuta
2. Hybridizace
60 °C pauza
54 °C pauza
) 54 °C 15 minut
3. Ligace ]
98 °C 5 minut
20 °C pauza
35 cyklu
95 °C 30 sekund
60 °C 30 sekund
4, PCR reakce
72 °C 60 sekund
72 °C 20 minut
15°C pauza

5.4.3. Kapilarni elektroforéza

Pro fragmentacni analyzu vzorkl byl pouzit automaticky geneticky analyzator ABI-PRISM
3130 Genetic Analyzer pracujici na principu kapilarni elektroforézy. Fluorescenéné znacené

fragmenty DNA jsou detekovany laserem. Podminky elektroforézy jsou zaznamenany

v Tabulce 6.
Tabulka 6: Podminky kapilarni elektroforézy
Pocateéni napéti vstiikovani 1,6 kv
Doba vstfikovani vzorku 15 sekund
Doba analyzy 26 minut
Priumérné napéti 15 kv
Teplota 60 °C
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Priprava vzorki do genetického analyzatoru

1. Do jamek 96-jamkové mikrotitraéni desticky (pfedem vysvicené UV svétlem)
napipetovat po 14 ul pfipraveného mixu formamidu a znafeného velikostniho
standardu 500 L1Z® (1 ml formamidu + 22,2 ul LI1Z® standardu).

2. Napipetovat po 1 pl amplifikovanych produktd do kazdé jamky (vyhnout se
pritomnosti bublin).

3. Desticku centrifugovat a nasledné umistit do termocykleru pro denaturaci pii 95 °C po
dobu 2 minut. Desticku ochladit v ledové 1azni a osusit.

4. Umistit desticku do genetického analyzatoru a spustit fragmentac¢ni analyzu vzork.

5.4.4. Vyhodnoceni

Ziskani dat z metody MLPA

Vystupni data byla digitalizovana prostfednictvim Foundation Data Collection softwaru 3.1.1.
a analyzovana programem GeneMapper 4.1. Vyhodnoceni poté probéhlo pomoci programu
Coffalyser.net, vyvinutym firmou MRC Holland, ktery je volné stazitelny ze stranek

www.mlpa.com.
Ziskani dat z metody SNP array

Vybrané vzorky DNA byly odeslany k vySetieni pomoci metody SNP array. Vzorky
byly zpracovavany v Laboratofi experimentalni mediciny Ustavu molekularni a translaéni
mediciny Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci (MUDr. Josef Srovnal, PhD).
Vyuzita byla chipova technologie Affymetrix GeneChip a digitalizace vysledkli byla
provedena Chromosome Analysis Suite (ChAS) Softwarem.

Vyhodnoceni nalezenych CNVs

Nalezené CNVs byly hodnoceny na zaklad¢ databazi DGV (Database of Genomic
Variants), DECIPHER, CliVar a celosvétové literatury. Dale byly nalezena CNVs hodnoceny
z hlediska genti, které obsahovaly, a jejich vztahu k ASD, za pouziti databazi SFARI (Simons
Foundation Autism Research Initiative), OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)

databazi a celosvétové literatury.
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6. Vysledky

V ramci praktické ¢asti této prace bylo testovanol2 vzorki DNA pacientd Ustavu
lékatské genetiky Fakultni nemocnice Olomouc (ULG FNOL) s projevy ASD, z toho byly
3 divky a 9 chlapct, jejichz posledni genetické vysetieni prob&hlo mezi lety 2012-2017. Vek

téchto pocientl se v dobé genetického vysetieni pohyboval od 18 mésicti do 10 let véku.

Krev byla z jedné ¢asti pouzita ke karyotypovani pomoci barveni giemsou, popt. pro
testovani metodou FISH (ULG FNOL), a druha &ast byla pouzita k izolaci DNA vysolovaci
metodou na Ustavu 1ékaiské genetiky Fakultni nemocnice Olomouc. Vzorky DNA byly déle
testovany metodou cilené detekce CNVsza pouziti komerénich SALSA MLPA kiti P015,
P036, P070, P106, P245, P297 a P343 (MRC-Holland). Ve vybranych piipadech byla DNA
pacientd dovysetiena na pritomnost CNVs, které nebyly zachyceny metodou MLPA,
v Laboratofi experimentalni mediciny Ustavu molekularni a translaéni mediciny Lékaiské
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci (MUDr. Josef Srovnal, PhD) pomoci metody SNP
array (Affymetrix GeneChip).

Pacient 34812

Pacientka 34812 je divka s mikrocefalii, gotickym patrem a hypotonii trupu. Trpi
lehkou psychomotorickou retardaci, opozdénim teci a afektivnimi zachvaty vzteku. Celkové

je pacientka negativisticka.

Tato pacientka méla fyziologicky karyotyp 46, XX. Na zaklad¢ podezieni na Prader—
Williho/Angelmantv syndrom byla provedena dal$i vySetieni, ktera tyto syndromy vyloucila
(ULG FNOL, MS-PCR). Metoda MLPA odhalila cca 1,6Mb velkou delece v pozici 20g13.33
a duplikaci v oblasti 22q13.3. Tento vzorek byl odeslan k vySetieni metodou SNP array, ktera
odhalila deleci 20913.33 zasahujici 36 protein kodujicich OMIM geni, z nichz nejvyznaméjsi
pro klinicky obraz pacientky jsou CHRNA4, COL9A3, EEF1A2, KCNQ2, RTELL. Dle
databaze ClinVar se jedna o patologickou variantu spojovanou S mentalni retardaci
a poruchou chiize a feci. Dale byly nalezeny CNVs ve smyslu zisku v oblastech 1g25.2
a 15q11.2, které byly hodnoceny s ohledem na klinicky obraz pacientky, jako nevyznamné.
Avsak duplikace 22013.3, odhalenda metodou MLPA, nebyla pozorovana pii vySetfovani
pomoci metody SNP array. Proto byly tyto oblasti dovySetieny pomoci FISH metody, ktera
prokazala, ze do deletované oblasti 20013.33 byla translokovana zdvojena Cast dlouhého

raménka 22. chromozomu. Ob¢ také vznikly de novo (nebyly pozorovany u rodicu).
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Mikroduplikace oblasti 22913.3 je vyznamna zejména proto, ze zasahla geny RABL2B,
SHANKS3, ARSA a CHKB. Geny SHANK3 a ARSA jsou dle databazi OMIM a SFARI
zapojeny V celé fad¢ neurodegenerativnich onemocnéni, onemocnéni zpusobujici zménu
chovani, mentalni retardaci a také ASD. Vzhledem ke klinickému obrazu pacientky se jevi
delece oblasti 22q13.3 jako kauzalni. I presto je vSak duplikace 20q13.3 neméné dilezita

a miiZe se projevit v pozd¢jSim véku pacientky.
Pacient 10016

Tento pacient byl geneticky testovan ve véku 18-ti mésict. Trpi hypertrofii, hypotonii
a opozdénym psychomotorickym vyvojem, stoji vyjimeéné, nechodi. Nukledrni magneticka

rezonance odhalila loziskové zmény Vv bilé hmoté mozku s nejasnou etiologii.

Tomuto pacientovi nebyl stanoven karyotyp. On i jeho matka byli odesldni pouze
K cilenemt vySetfovani metodou MLPA, ktera odhalila duplikaci v oblasti Xqg28.
Nejvyznaméjsi geny v této oblasti jsou MECP2 a ptilehly IRAK1 (viz Obrazky 3 a 4). Tuto
CNV chlapec zdédil od matky. Dle Ramocki a spol z roku 2010 se tato CNV projevuje
vyrazné€ji u muzd nez u zen. Tyto projevy nebyly u matky chlapce pozorovany. Fenotypovy
projev této CNV je tedy variabilni (ASD, mentalni retardace, t€lesna asymetric a dalsi).
Vzhledem Kk literarnim zdrojim je duplikace X(28 povazovana za pfi¢inu obtizi pacienta
(Ramocki et al 2010). Tento pacient ani jeho matka nebyli odeslani k dal§imu genetickému

vySetieni metodou SNP array.
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Pacient 164714

Tento proband, vySetifovany ve 3 letech, trpi lehkou psychomotorickou retardaci
a hyperaktivitou, patrné jsou u né&j prvky autismu. Jeho atypicky vyvoj byl pozorovan jiz ve
2 letech. Dité nemluvi, ma pravidelné zachvaty vzteku bez konkrétni pfiCiny, vyrazné jsou
automatismy spojené piedev§im s poslechem oblibené hudby ¢i zvukii. NaruSeni rutiny vede
ke vzteku a agresi pacienta. Neurologické a metabolické vysetieni tohoto pacienta neodhalilo

zadné abnormality.

Karyotyp tohoto pacienta byl fyziologicky 46, XY. Metodou MLPA byly vylouceny
subtelomerické duplikace, delece, mikrodele¢ni syndromy a MLPA panel pro ASD byl také
negativni. Tento pacient nebyl odeslan na dopliujici vySetieni metodou SNP array. Na

zaklad¢ téchto vysledkt nebyla odhalena geneticka pticina obtizi pacienta.
Pacient 76714

Pacient 76714 je chlapec s pervazivni vyvojovou poruchou, jeho psychomotoricky
vyvoj byl do 1 roku a 11 mésici pfiméfeny, po prodélani hore¢natého onemocnéni doslo
K progresi onemocnéni, postupné nabyl pohybovych automatismu, ztratil zajem o okoli

a projevila se 1 vada teci.

Analyza G-pruhovanim u pacienta 76714 neodhalila abnormality, tedy pacient ma
fyziologicky karyotyp 46, XY. Analyza MLPA detekovala duplikaci na 16. chromozomu
v pozici 16p11.2 (Obrazek 5). Dopliujici vysetieni SNP array potvrdilo, ze se jedna 0 576 kb
dlouhou duplikaci, ktera zahrnuje 21 protein koédujicich OMIM gend, z nichz pouze KCTD13,
SEZ6L2 a MAPK3 jsou asociovany s ASD (SFARI, OMIM databaze). Navic dle databazi
Clinvar, DECIPHER a DGV jsou CNVs voblasti 16pl1l1.2 genetickou podstatou
mikroduplikaéniho syndromu spojovaného s idiopatickym a nesyndromatickym autismem,
proto je tento nalez hodnocen jako patologickd pfic¢ina obtizi pacienta. Déale byly nalezeny
duplikace 8p11.22 a 14q32.33, které jsou ve zdravé populaci zcela bézné a nepodili se na

klinickém obrazu pacienta.
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Obrazek 5: Elektroforetogram duplikace 16p11.2 u pacienta 76714
Pacient 184514

Tato probandka trpi mentdlni retardaci, agresi, vyskytuji se u ni rysy autismu,
epilepsie a ADHD. Magneticka rezonance mozku u této pacientky odhalila kongenitalni

abnormalitu, tzv. double cortex.

Karyotyp této pacientky je zcela fyziologicky, 46, XX. Analyza DNA pomoci metody
MLPA prokazala deleci v oblasti 15g11.2, jez pacientka zdédila od matky, tato delece zasahla
cast genu SNRPN, ktery je spojovan se vznikem ASD, ale také schizofrenie, bipolarni
poruchy ¢i ID (Talkowski et al 2012, Obrazek 6). Na zakladé fyziologického klinického
projevu matky je tato CNV povazovana za nejasnou, popi. s variabilnim fenotypovym
projevem. Delece 15q11.2 nebyla zachycena navazujicim vysetieni metodou SNP array, ktera
mimo to odhalila duplikaci 16p11.2p.11.1 o velikosti 306 kb, ktera nedosahuje velikosti
duplikaci popisovanych ve SFARI databazi u ASD. Duplikace oblasti 16p11.2p.11.1 byla
rovnéz nalezena uzdravého otce. Nalez je hodnocen spiSe jako benigni. Obdobné byl

hodnocen i nalez delecel4ql1.2. o velikosti 196 kb, jez vznikl de novo. Vzorek DNA této
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pacientky byl na zaklad¢ zadosti 1€kate odeslan k vysetfeni bodovych mutaci v genu DCX
(SYNLAB, Praha), které potvrdilo pfitomnost mutace (NM_178153.2:¢.3867C>T). Tato
mutace vznikla de novo. Na proteinové tirovni a vede k zaméné serinu za leucin. Tato zaména

aminokyselin je kauzalni pro vznik double cortex (Kim et al. 2005).
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Obrazek 6: Elektroforetogram delece 15q11.2 u pacienta 184514
Pacient 100115

Genetické vySetteni této pacientky bylo poprvé provadéno ve 4 a pul letech, do 2 let
uzivala nékolik slov, hrala si, poté doslo k regresi v oblasti vyvoje feci. Pacientka zacala
vykazovat stereotypni pohyby rukou, coz vyvolalo podezifeni na Rettiiv syndrom. Je schopna
se napit, nakrmit a od 5 let jsou zaznamenavany pokroky. Divka byla z divodu predilekce
hlavy vpravo rehabilitovana Vojtovou metodou, trpi klinodaktylii malicka, tézkou
psychomotorickou retardaci a détskym autismem. Magnetickd rezonance mozku byla

V norme.
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Karyotyp pacientky 100115 byl 46, XX. Metodou MLPA byly vylouceny
subtelomerické duplikace, delece, mikrodelecni MLPA a panel pro ASD byl také negativni.
Byla ovéfena i moznost piitomnosti Rettova syndromu s negativnim vysledkem (MLPA).
Metoda SNP array odhalila pouze benigni CNV ve smyslu zisku v oblastech 1g21.2, 4q12,
10g25.1 a ve smyslu ztraty v oblastech 11p11.12, 19p1, jez se dle genetickych databazi
nepodili na klinickém obrazu pacientky (SFARI, OMIM, ClinVar). Na zaklad¢ téchto

vysledku se nepodafilo objasnit genetickou pficinu obtizi pacientky.
Pacient 73115

Jedna se o chlapce trpiciho psychomotorickou retardaci a opozdénym vyvojem feci.
Mezi dalsi fenotypové projevy tohoto pacienta patii poruchy zraku, konkrétné¢ hypermetropie,

astigmatizmus a amblyopie.

Karyotyp chlapce byl 46, XY, zcela fyziologicky. Analyza metodou MLPA
detekovala intersticidlni deleci oblasti 16p11.2, kterd zahrnuje geny asociované s ASD
(KCTD13, SEZ6L2 a MAPK3). Zména ve smyslu zisku v oblasti 16pl11.2 byla jiz
pozorovana U pacienta 76714. Stejn¢ jako duplikace u pacienta 76714, je i delece Vv této
oblasti hodnocena jako patologickd. Dle databazi DECIPHER, DGV a ClinVar se jedna
0 oblast geneticky podminujici mikrodeleéni syndrom spojovany s idiopatickym
a nesyndromatickym autismem (viz Obrazky 7 a 8). Tento nalez byl potvrzen metodou SNP
array, ktra dale odhalila CNVs ve smyslu ztraty v oblastech 1q21.1, 5p13.2, 8p11.22 a ve
smyslu zisku 14932.33, 17921.31 a 22q11.22, jez se dle genetickych databazi nepodili na
klinickém obrazu pacientky (SFARI, OMIM, ClinVar).

42



73115P343

:.c_z,‘:wolk\- 16¢
1-£4aY9 286
12-WidbiL 58
—_————P NS MJ%
£-£8YEYO - Goe
— P G0t
(B2 — I
—A7e
G-£aYEYD 61e
C-EANVHS —— e
VAU-brL -00¢
9-£848YD — 757
PLYNSHO an
¢ 0.2
910 }dLY - —ro
R o1 m—— 4
EREEN] ——— b7
1ZEYNVHS =_d7il o7
) UIDNN
w.nmmm«wpoo [0ne
ONS"68-Z8H NINS ——— R
- A =707,
N.%mm_ﬁb\nmln_ — ]
,80UBJaJaY AL
VZINGN Ll e
— 7
LM = |“””
£-veaan oot
K At —avl
srvpaan e eRaY 76l
YO LdLY m—— )
neL
1z
4
(O GhALN - ant
(@) dn-gHd b a s —]
Q) b1 ——— 00
(VNQ) 280 #5
(¥NQ) 9270 <=0/
(YNQ) 02-0 950/
(YN 9-D *=4=b0
—]
T T T T T T
o o o [=3 o o o
(=] o o o o (=
o =] o (=] o o
© 0 -+ [} o -~

N

ta 73115

1en

Elektroforetogram delece 16p11.2 u paci

Obrazek 7

73115 P343

WLEE - v-2dEzad
1UG9p - G-EXdYI
g2z - $-¥2o0a
gL} - eediMIH
PG - p-EdIMIH
U8B0z - 1219238

JUSHE - G-dAN
Wozy - 92y
JUBET - GZWW
JUPGE - €-NdS
JUEBY - P13

i

i

-2v696£'001-y )

—bGE020'6£0C )
mBE95L9'201-})
—69y8Y1'990° )1
—6IP6ZZ'ETL0)
—604450'€04-L0
—6624£6'080-L0
—6Er8LZ'THO b0
—102596'02 1-€0
—561198'590-10
185206'6¥0-22
PEYERY'EY0-2T
LIGLOY'EY0CC
—192242'080-9)
—vLpIE0'0E0-04
—b00826'6209}
mSL6E16'620°0 )
—815E16'620-91
—5v8.18'620-9)
GLL052'6209)
—991624'620°91
—95€824'6200)
—828285'620-9}
—L¥OY06'820-9}
921942'0€0°G1
LIERSL'0E0°G)

THZYYE'PZ0-G1L
9E0659'€20°G 1
000¥8Y'E20°G1
6161L1'EC0G)
0v£291'E20°G1
GEB6ZGV'ELOGL
GG50G1'EC0G1
G6E9EV'ECOG)
9/9858'220°G 1
628822061

25—

15—

ol

ney

05—

ienta 73115

delece 16p11.2u pac

Box diagram

Obrazek 8

43



Pacient 103216

Tento pacient byl ve véku 4 let vySetifovan pro vyvojovou dysfazii, nerovnomérny

psychomotoricky vyvoj a ADHD. Dysmorfie a pervazivni porucha se u néj nevyskytuji.

Karyotyp tohoto pacienta odhalil translokaci chromozomid 6 a 19, 46, XY,
t(6;19)(p21;913.3). Nebylo vsak mozné potvrdit/vyloucit, jedna-li se o plné balancovanou
translokaci. Proto bylo doplnéno vySetfeni metodou MLPA, ktera neodhalila zddné pocetni
zmény v cilovych oblastech DNA. Vzorek byl podroben testovani metodou SNP array, kde
byla potvrzena balancovana translokace t(6;19)(p21;913.3). Dale pak byla odhalena
mikrodelece oblasti 1¢q21.2q21.3 o velikosti 1,7 Mb a 1g21.3922 o velikosti 2,3 Mb. Tyto
deletované oblasti zahrnuji geny CTSK, POGZ, SF3B4, ADAR, CHRNB2, DPM3,
GATAD2B, GBA, HAX1, LMNA, RIT1, které¢ jsou zafazeny v genotyp-fenotypové databazi
pro vyvojové poruchy (SFARI, OMIM). Databaze ISCA a DECIPHER popisuji souvislost
CNV v této oblasti s opozdénym psychomotorickym vyvojem, zejména v oblasti feci,
mentalni retardace a facialni dysmorfie. V souvislosti s klinickym obrazem pacienta lze
uvazovat zejména o patologickém dopadu heterozygotni ztraty funkce POGZ, ktera je
asociovana se syndromem White-Sutton, a delece GATAD2B. Detekovana byla také delece
v pozici 1942.3 o velikosti 370 kb, v databazi ClinVar jsou popisovany vétsi delece v této
oblasti s variabilnimi fenotypovymi projevy u pacient, jako je hypotonie, epilepsie,

mikrocefalie ¢i abnortmality hornich koncetin.
Pacient 98011

Tato divka je sledovana pro atypicky vyvoj. Pro svalovou hypotonii podstupuje
rehabilitaci Vojtkovou metodou od 3 mésici. Dale spiSe prospivala. Jeji opozdéni bylo
zietelné zejména v feCové slozce. Na zakladé psychologického vySetfeni bylo vysloveno
podezieni na atypicky autismus. V oblasti hrubé a jemné motoriky vykazuje pokroky,

v oblasti feci je vSak patrny regres. MRI mozku je u této pacientky v normé.

Karyotyp pacientky byl 46, XX, tedy fyziologicky. Na zaklad¢ podezieni na Prader—
Williho/Angelmantv syndrom byla provedena dal$i vySetieni, ktera tyto syndromy vyloucila
(ULG FNOL, MS-PCR). Metodou MLPA byl vylouten také Rettiv syndrom. Aviak tato
metoda prokazala mikroduplikaci v oblasti 1g21.1, ktera byla rovnéz potvrzena metodou SNP
array. Tato oblast zahrnuje 9 protein kddujicich OMIM morbidnich gent. Nejvyznamé;jsi
z nich, gen GJA5, je asociovan s ASD, dale je tato CNV popisovana jako pficina

mikroduplikaéniho syndromu zahrnujiciho opozdéni vyvoje ¢i dismorfické rysy (DGV,

44



DECIPHER, ClinVar). Tato varianta je patologicka a je pfi¢inou obtizi této pacientky. Dale
byla zachycena CNV ve smyslu zisku v oblasti 22q11.1, ktera je, s ohledem na klinicky obraz

pacienta, hodnocena jako klinicky nevyznamna.
Pacient 57915

Tento pacient byl vySetifovan ve veéku 6 let z divodu poruchy fe¢i a vyvojové
dysfazie, na zaklad€ cehoz vzniklo podezieni na autismus, které bylo pozdéji diagnostikovano
jako vysoko funkéni autismus. Psychomotoricky vyvoj tohoto chlapce byl po narozeni
v pofadku. Porucha fec¢i nastala okolo 2 let. Pacient zacal ztracet slova a piestaval mluvit.

Postupné vsakdochazi ke zlepseni.

Karyotyp pacienta 57915 byl zcela fyziologicky, 46,XY. Metodou MLPA byly
vylouéeny subtelomerické duplikace, delece, mikrodeleéni syndromy a panel pro ASD byl
také negativni. Animetoda SNP array neodhalila patologické CNVs. Byly pozorovany pouze
CNVs ve smyslu zisku v oblastech 14q32.33, 22q11.22, které lze pozorovat i u zdravé

populace. Z genetického hlediska se nepodatilo objasnit pfi¢inu obtizi tohoto pacienta.
Pacient 98214

U tohoto pacienta byla pozorovana porucha chovani asi ve 3 letech. Chlapec je
postizen ADHD, které bylo diagnostikovano ve véku 5 let, nasledné€ byla diagn6za doplnéna
0 Aspergertiv syndrom, kterym rovnéz trpi jeho sestra a sestfenice. Bratii matky tohoto ditéte
jsou ve vyvoji lehce opozdéni. U otce byly zaznamenany rysy obsedantné kompulzivni

poruchy. Prarodi¢e matky trpi Alzheimerovou chorobou.

Pacient vykazoval fyziologicky karyotyp 46, XY. Metodou MLPA byly vylou¢eny
subtelomerické duplikace, delece, mikrodele¢ni syndromy a panel pro ASD byl také
negativni. Dale byl vzorek 98214 odeslan k analyze metodou SNP array, ktera odhalila CNVs
ve smyslu ztraty v oblasti 8p11.22, 11p11.2 a 19p12 a ve smyslu zisku v oblasti 140932.33
a22q11.22. Vsechny nalezené zmény byly hodnoceny jako klinicky nevyznamné (ClinVar).

Z genetického hlediska se nepodatilo objasnit pfi¢inu obtizi tohoto pacienta.
Pacient 100615

100615 je pacient sopozdénym psychomotorickym vyvojem a lehkou
psychomotorickou retardaci, chlapec nemé vyrazné dysmorfické rysy, vyvoj fe€i je vSak

opozdény. Dale je pacient postiZen silnou zrakovou vadou.
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Karyotyp tohoto pacienta odhalil ztratu terminalni Easti chromozomu 22, tedy
46, XYder(22). Tento nalez také potvrdily metody FISH, MLPA a SNP array, které
detekovaly nebalancovanou translokaci mezi kratkym raménkem 22. chromozomu (pozice
22013.3) a dlouhym raménkem chromozomu 8 (pozice 8p23.3). Tato translokace vyvolala
deleci terminalni ¢asti chromozomu 22 a duplikaci ¢asti chromozomu 8. Delece 22q13.3
zasédhla 28 protein kodujicich OMIM morbidnich genti, z nichz, z hlediska klinického obrazu
pacienta, je nejvyznaméjsi gen SHANK3 pro svoji asiciaci SASD a jinymi
neurodegenerativnimi onemocnénimi (Durand et al., 2007). Duplikace 8p23.3 zahrnula
59 protein kodujicich OMIM morbidnich gend z nichz nejvyznaméjsimi geny jsou GATA4
aSOX7 (OMIM, DECIPHER, SFARI databaze). Jedna se tedy o kombinaci Phelan-
McDermidova a 8p23.1 mikroduplika¢niho syndromu postihujiciho geny asociované
srozvojem ASD, ktera vznikla de novo. Tato translokace je genetickou pficinou obtizi

pacienta.
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Pacient

34812*

10016
164714
76714
184514%
100115
73115

103216

98011
57915
98214

100615*

* Geneticka analyza doplnéna o metodu FISH, pro pfesné urceni translokace. # NM_178153.2:¢.3867C>T

Tabulka 7: Prehled vysledkt vysetfeni pacient metodami MLPA, popt. SNP array

Karyotyp

46, XX

46, XY
46, XY
46, XX
46, XX

46, XY

46, XY,
1(6;19)(p21;q13.3)

46, XX
46, XY

46, XY

46, XY der(22)

MLPA - klinicky
vyznamné CNVs

delece 20913.3
duplikace 22¢13
duplikace Xq28
Negativni
duplikace 16p11.2
delece 15911.2
Negativni

delece 16p11.2

negativni

duplikace 1921.1
negativni
negativni

duplikace 8p23.3

delece 22913.3

SNP array - klinicky

vyznamné CNVs

delece 20913.3

duplikace 16p11.2
negativni
negativni

delece 16p11.2

delelece 1921.2921.3

delece 1g21.3g22
duplikace 1921.1
negativni
negativni
duplikace 8p23.3
delece 22913.3
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Klinicky vyznamné geny v
nalezenych CNVs

KCNQ2

RABL2B, SHANKS, ARSA,
CHKB

MECP2

KCTD13, SEZ6L2, MAPKS3
SNRPN

KCTD13, SEZ6L2, MAPK3

POGZ, GATAD2B

GJAS5

GATA4, SOX7
SHANKS3

Celkovy klinicky
vyznam

patologicka

patologicka
neobjasnéno
patologicka
neobjasnéno
neobjasnéno
patologicka
patologicka
patologicka
patologicka
neobjasnéno

neobjasnéno

patologicka



7. Diskuze

Porucha autistického spektra (ASD) je pervazivni vyvojova porucha, kterd se
charakteristicky vyznacuje trojici pfiznakl: poruchou socialni interakce, verbalni a neverbalni
komunikace a omezenymi, opakujicimi se nebo stereotypnimi vzorci chovani (Sykes et al.,
2009). Navic u 60 % pacientti s ASD lze pozorovat celou fadu dalsich fenotypovych projevi,
které jsou velmi heterogenni (Moreira et al., 2014). V této praci byly pozorovany zejména
psychomotoricka retardace (n=8), poruchy feci (n=6), ADHD (n=3), vyvojova dysfazie (n=2),
hypotonie (n=2), mentalni retardace (n=2), agrese (n=2), poruchy zraku (n=2), hypertrofie

(n=1), epilepsie (n=1), mikrocefalie (n=1).

Nejcastéjsim doprovodnym znakem ASD je psychomotoricka retardace (popf.
mentalni retardace), které miZou byt zachyceny az u 70 % pacientd s ASD. Tomuto
literarnimu faktu odpovida i 8 (2) z 12 pacientd S ASD v této praci. Pfiblizn¢ polovina
autistickych pacientd trpi spankovymi poruchami (Moreira et al., 2014). I pies jeji vysokou
frekvenci vyskytu u ASD pacientli, nebyla spankova porucha v této praci pozorovana. Dalsi
velice Casta komorbidita, ktera se rovnéz vyskytla u jednoho z nasich pacientt, je epilepsie,
postihujici az 30 % pacienti s ASD. Stejné procentualni zastoupeni ma dle literatury
I hyperaktivita s poruchou pozornosti (Moreira et al., 2014). V této praci byli zachyceni 3z 12
(25%) pacienti s ASD a zaroven ADHD. Dale u 20 % pacientti s ASD miize byt zachycena
makrocefalie (Moreira et al., 2014; Gamsiz et al., 2015). V této praci nebyl zachycen zadny
pacient s makrocefalii, avSak byl zachycen pacient s mikrocefalii. Mezi dal$i doprovodné
znaky patti syndrom fragilnihoX (2,1 %), Anglemantv (<1 %) a Phelan-McDermidtv (<1 %)
syndrom nebo tuber6zni skleréza (1,1 % — 1,3 %) (Muhle et al., 2004; Gamsiz et al., 2015;
Persico & Napolioni, 2013). Castou abnormalitou spojovanou s ASD je také ID. Studie
ukazuji, ze 10 % — 40 % lidi s ID trpi rovnéz poruchami autistického spektra (Stessman et al.,

2016).

Hua a spol v roce 2015 publikovali, ze 8-20% CNVs je asociovano se vznikem ASD.
V literatute byly popisovany piipady deleci v regionu 20913.33 v rozmezi 561 kb az 6,8 Mb,
jejichz  fenotyp =zahrnoval autistické a destruktivni chovani, zachvaty, opozdény
psychomotoricky vyvoj, deficity feci a hypotonii (Traylor et al., 2010). Tato delece byva
obecné spojovana s poruchami autistického spektra a schizofrenii s brzkym nastupem
(Papakonstantinou et al., 2016). U pacientky s deleci v oblasti 20q13.33 o velikosti 1,6 Mb

rovnéz pozorujeme nékteré ztéchto znakil, jako je psychomotorickd retardace, hypotonie
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a afektivni zachvaty. U této divky byla také nalezena mikroduplikace oblasti 22q13.33, ktera
byla jiz dfive popséana. Stejn¢ jako v literarnich zdrojich i u této pacientky doslo ke zméné
zahnujici gen SHANKA3, ktery je jednim z nejrizikovéjSich genti pro vznik ASD. Abnormality
V této oblasti jsou asociovany s neurologickymi onemocnénimi, jako je epilepsie, schizofrenie

¢i ADHD (Moreira et al., 2014).

Mutace genu MECP2 zplsobuje progresivni neurovyvojovou poruchu znamou jako
Rettiv syndrom. U chlapcii zplisobuje tato zména tézkou poruchu vyvoje a ID, u divek se
projevuje mirn¢ji. Publikované piipady duplikace Xq28 vykazovali ID, opozdény vyvoj,
pomalou chiizi, poruchy feci a hypotonii, u Zadného z nich nebyla ptitomna spasticita (Yi et
al., 2016). Pacient 10016 s touto duplikaci fenotypové odpovida zminénym znaklim, navic se
u n¢j vyskytuje hypertrofie. Avsak jeho matka, od které duplikaci zdédil, nejevi znamky

nemoci autistického spektra.

Duplikace v oblasti 16p11.2, ktera se spole¢né s deleci stejného regionu podili na
vzniku 1 % autistickych ptipadd, je jednim z nejcastéjSich genetickych pfispévatelit k ASD
(Duyzend et al., 2016). Abnormality v této oblasti jsou kromé autismu spojovany také
s mentalni retardaci, poruchami feci, vrozenymi anomaliemi, ID, zdchvaty, ADHD. Zatimco
delece castéji vedou k ASD a projevuji se makrocefalii a zvySenym BMI, duplikace jsou
et al., 2016). Duplikace této oblasti byla nalezena u chlapce s poruchou feci, pervazivni
vyvojovou poruchou a pohybovymi automatismy, jeho fenotyp tedy je tedy podminén
duplikaci v oblasti 16p11.2. Obdobné delece piiblizn¢ stejné oblasti u druhého pacienta
vysvétluje jeho autisticky projev. Dale tento pacient trpi vadou zraku, kterda je také

vysvétlovana mikrodele¢nim syndromem 16p11.2.

Pacientka 184514 se zdanlivé totoznou duplikaci 16p11.2 se fenotypové shoduje se
dvéma vysSe popsanymi pacienty ve znacich, jako jsou ADHD, agresivni zachvaty ci
autistické chovani. AvSak jeji mikroduplikace 16p11.2 je pouze 306 kb velkd a nedosahuje
tedy oblasti kauzalnich pro klinicky obraz pacientky. Dale je tato CNVs zachycena i u jejiho
bezptiznakového otce. U této divky byla rovnéz prokazana delece v pozici 15q11.2 zasahla
cast genu SNPRN. CNVs v oblasti 159q11.2 je v literatufe nejcastéji uvadéna jako pficina
vzniku Angelmanova a Prader-Williho syndromu. Fenotyp téchto syndromt je velmi
heterogenni, pficemz nékteré znaky, jako je ASD, poruchy vyvoje a fe¢i, ADHD ¢i emocni

labilita, odpovidaji fenotypovému projevu této divky (Gamsiz et al., 2015). Navic gen
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SNPRN je dle databaze SFARI asociovan s ASD, DD (development delay), ID. Na druhou

stranu je tato zména zachycena i u bezptiznakové matky pacientky.

Intersticialni delece zahrnujici oblast 14q11.2 jsou vzacné. Pacienti s mikrodelecemi
vykazuji kognitivni vady, dysmorfické rysy a anomadlie uSniho boltce. Jednim
z publikovanych pfipadii je pacientka s 2,89Mb deleci, pozorovan byl opozdény vyvoj
a hypotonie (Terrone et al., 2014). AvSak pacientka 184514 disponuje CNV 14ql11.2
0 velikosti pouze196 kb. Kromé jiz zminénych abnormalit, byla u pacientky 184514 nalezena
také X vazana dominantni mutace genu DCX (NM_178153.2:c.3867C>T). Piipad
publikovany Shnayder a kolegy popisuje ¢tyfletou divku s opozdénym vyvojem a double
cortex syndromem, u které byla prokazana stejna mutace. Tento sporadicky se vyskytujici
syndrom byl potvrzen i u nasi pacientky a pravdépodobné¢ je tak disledkem nalezené bodové

mutace (Shnayder et al., 2017).

Fenotyp pacienta 103216, =zahrnujici vyvojovou dysfazii a opozdény
psychomotoricky vyvoj, je pravdépodobné zplisobem heterozygotni ztratou funkce genil
GATAD2B a POGZ, ktera byla zptsobena deleci v oblasti 1q21.3. Tato ztrata je popisovana
piedevsim v souvislosti s vyskytem ID a mentalni retardaci, mezi dalsi poruchy, korelujici
s fenotypem pacienta, patii napt. vyvojova dysfazie a opozdény vyvoj motoriky (Stessman et

al., 2016; Tim-Aroon et al., 2017).

U pacientky 98011 byla detekovéana duplikace na 1. chromozomu v pozici 1g21.1,
nékdy také nazyvéana jako 1g21.1 mikroduplika¢ni syndrom. Tento syndrom je nejcastéji
zminovan u pacientt trpicich tézkymi vyvojovymi poruchami, autistickym chovanim, lehkou
mentalni retardaci nebo opozdénim fteci, které jsou popisovany rovnéz u této pacientky.
NejvyznamnéjS§imi zasazenymi geny je gen GJAS, které se podili ptredev§im na vzniku

vrozenych srde¢nich vad (Mefford et al., 2008).

U 4 pacientli nebyla zachycena CNVs, ktera by vysvétlovala jejich fenotypovy
projev. V téchto pripadech mize byt geneticka podstata ASD na trovni jednonukleotidovych
zmén (SNP), v regulacnich oblastech nebo epigenetickych mechanizmech genti asociovanych
s ASD. Ke studiu téchto oblasti zajmu je zapotiebi novych technik, napft.: masivné paralelniho
sekvenovani (MPS) a rozsahlych epigenetickych a funkénich studii k prostudovani

skute¢ného dopadu CNVs nebo SNPs na klinicky obraz pacienta.
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8. Zavér

V teoretické Casti se tato prace zabyvala souCasnym stavem problematiky ASD
pacientl a zaméfila se zejména na genetickou podstatu, moznosti jejiho zkoumani, a jejich

fenotypového projevu.

V experimentalni ¢asti byla metodou MLPA provedena analyza vzorki DNA
izolované z periferni krve 12 pacienti s ASD K cilené detekci CNVs, které by mohly byt
pti¢inou fenotypovych projevi téchto pacientli. Ve vybranych ptipadech byla tato analyza
rozsitena o metodu SNP array. Nalezene CNVs byly analyzovany, s ohledem na dalsi
vySetfeni (karyotyp, FISH, MS-PCR, sekvenace DCX), pomoci genetickych databazi (SFARI,
OMIM, ClinVar, DECIPHER) a celosvétové literatury.

U 8 pacientii s ASD byly nalezeny patologické CNV's podminujici fenotypovy projev
téchto pacientll, u jednoho byla nalezend CNVs nejasného klinického vyznamu a u 3 nebyla
geneticka pfi¢ina ASD objasnéna. Vysledky byly v ramci diskuze porovnany s publikovanymi

udaji. Ve vétsing piipadu se vysledky této prace shodovaly s celosvétovou literaturou.
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9. Seznam pouzitych zkratek

22011DS - syndrom delece 22g11

ADHD - attention deficit hyperactivity disorder
ADI-R — autism diagnostic interview-revised
AS — Aspergertiv syndrom

ASD - autism spectrum disorders

BMI — body mass index

bp —base pairs

BP — breakpoints

CARS — childhood autism rating scale

CGH — comparative genomic hybridization
CNS — centralni nervova soustava

CNV - copy number variation

DD — developmental delay

DZ — dizygotni

FISH — fluorescen¢ni in situ hybridizace

FXS — fragile X syndrome

ID — intellectual disability

MKN-10 — mezinarodni statisticka klasifikace nemoci a ptidruzenych zdravotnich problémt
MLPA — multiplex ligation-dependent probe amplification
MPS — masivné paralerni sekvenovani

MZ — monozygotni

nt — nukleotid

PWS — Prader-Williho syndrom

SNP — single nucleotide polymorphism

SNV - single nucleotide variation

TSC — tuberous sclerosis complex

UPD — uniparentéalni disomie

WHO — world health organization
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