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1 Roviditesek jegyzeke

AAA Diverz sejtfunkcioval rendelkezéd ATPéazok

aCGH Komparativ genom hibridizacios array

ACMG American College of Medical Genetics and Genomics

AD Autoszomalis dominans 6roklésmenet

ADHD Figyelemhianyos hiperaktivitas zavar (Attention deficit hyperactivity disorder)
ADI-R Autism Diagnostic Interview-Revised

ADLTE  Autoszomalis dominans lateralis temporalislebeny epilepszia
ADOS Autism Diagnostic Observation Schedule

AFD Arcdiszmorfiaval rendelkez6 ASD

ANFD Arcdiszmorfidval nem rendelkezé ASD

AOA4 Ataxia oculomotor apraxia 4 tipusa

ASD Autizmus spektrum zavar

BD Bipolaris zavar

BERA Agytorzsi kivaltott valasz audiometria (Brainstem Evoked Response Audiometry)
BNO Betegségek nemzetkozi osztalyozésa

CADD Combined Annotation Dependent Depletion

C-ASD Kontrollként hasznalt non-mtdel-ASD csoport tagjai

C-H Egészséges kontrollok

CHARGE coloboma, heart defects, atresia choanea, growth retardation, genital abnormalities, ear
abnormalities syndrome

Cl Konfidencia intervallum

CK Creatinin kinaz

CNV Kopiaszdm variacié (copynumber variation)

DNS Dezoxiribonukleinsav

DSM Diagnositc and Statistical Manual of Mental Disorders

EEG Elektroencephalografia

EIEE Korai csecsemdkori epilepszias encephalopathia (early infantile epileptic
encephalopathy)

EMG Elektromyografia

ENG Elektroeneurografia

ExAC Exome Aggregation Consortium

FS Apai oldali felmendk (Father's side relative)

FXS Fragilis-X-szindroma

GERD Gastro-eosophagealis reflux betegség
GERP Genomic Evolutionary Rate Profiling
GWAS Genome wide association study
HEMI Hemizigota mutacid

HET Heterozigota mutacid

HGMD Human Gene Mutation Database



HOM
HSP
IKZ
KIR
KO

LP
MAF
MDC
MLPA
MPA
MRI
MS
MtDNS
mTOR
NADH
NGS
OCA2
OCD
OMIM
OR
OXPHOS
PCR
PIBK/AKT
PD

PM
PPH2
PSD
RhoA
RNS
RVIS
SH
SIFT
SNP
SNV
SORVA
TSC
VEP
VUS
WES
WGS
XL

Homozigdta mutaciod

Herediter Spasticus Paraparesis

Intellektualis képesség zavar

Kozponti idegrendszer

Knock-out

Likely pathogenic (valdsziniileg patogén)
Minor allélfrekvencia

Mitochondrial Disease Criteria

Multiplex ligacios proba amplifikacid

Minor fizikalis anomaliak

Magneses rezonancia képalkotas

Anyai oldali felmendk (Mother's side relative)
Mitochondrialis DNS

Mammalian target of rapamycin
Nikotinamid-adenin-dinukleotid

Ujgeneracios szekvenalas (next generation sequencing)
Oculocutan albinizmus 2
Obszerssziv-kompulziv zavar

Online Mendelian Inheritance in Man
Esélyhanyados (Odds ratio)

Oxidativ foszforilacio

Polimeraz lancreakcio

Foszfatidilinozitol 3-kinaz/B protein kinaz utvonal
Parkinson kor

ASD beteg mtDNS delécioval (Patient - mitochondrial)
Polyphen 2 HVID 2

Posztszinaptikus denzitas (Postsynaptic density)
Ras homolog family member A
Ribonukleinsav

Residual variation intolerance score

Src Homology

Sorting Intolerant From Tolerant

Single Nucleotide Polymorphism

Single Nucleotide Variant

Significance of rare variants

Tuberous Sclerosis

Vizualis kivaltott valasz

Variant of Unknown Significance

Whole Exome Sequencing

Whole Genome Sequencing

X-hez kotott 6roklodésmenet



2 Bevezetés (irodalmi hattér)

Az autizmus spektrum zavar (Autism Spectrum Disorder, ASD) prevalenciaja az utobbi 50
évben jelentésen novekedett, a szdzadforduld el6tt még ritka betegségnek szamito
tlinetcsoport, ma mar a populacié tobb mint 1%-at érinti [1]. A diagnosztizalt betegek
szamanak novekedését az érzékenyebb diagnosztikus kritériumok, a fokozott diagnosztikus
¢berség €s a tlinetcsoport pontosabb felismerése is magyarazza. Az egyre koraibb diagnézis
mellett az is hozzajarul a prevalencia latszélagos novekedéséhez hogy a magasan funkcionald

ASD-vel €éI6k is a spektrumba sorolodnak [2].
2.1 Az ASD definicidja:

Az autizmus kifejezés Eugen Bleuler svijci pszichiatertdl szarmazik, aki szkizofrén betegek
onmagukba forduld viselkedését illette ezzel a kifejezéssel. Leo Kanner 8 fiu és 3 lany
esetében irt le egy mentalis retardaciotol elkiiloniild, szocialis izolacidval jaro tiinetegyiittest
1943-ban, melyet infantilis autizmusnak nevezett el, utalva ezzel az allapot sziiletéstdl vald
fennallasara [3]. Ekkor a betegségnek a prevalenciajat 2-5/10 000 becsiilték. A vizsgalt
csaladok 2-3%-ban volt jelen egynél tobb érintett gyermek [4].

Ma az ASD definicié szerint, egy olyan élethosszig tartd allapot mely sziiletéstdl fogva
fennall és az idegrendszer fejlodési zavaranak tekinthetd. Korabbi felfogas szerint hdrom
viselkedési teriilet zavaranak egylittes fennéllasa hozza létre a spektrumot. A klasszikus
triaszt a reciprok szocialis interakciok, a kommunikaciéo mindségi eltérései, és a sztereotip,
repetitiv elemeket tartalmazo, besziikiilt érdekl6dési kor és viselkedés alkotta [2]. A mentalis
rendellenességek diagnosztikai és statisztikai kézikonyve (Diagnositc and Statistical Manual
of Mental Disorders V, DSM V) szerint, a besorolds két kardinalis funkcid6 mindségi
zavaraval hatdrozhaté meg. Ezek a tarsas kapcsolatokban és kommunikacioban tartdosan
fenndllo elmaradas, illetve a szlik korli, sztereotip, repetitiv érdeklddési €s cselekvési
mintazatok [5]. A diagnoézis teljes mértékben a klinikai képen alapszik, mely bar sziiletéstol
fogva fennall, az élet elérehaladtaval valtozhat, a legjellegzetesebb periodus a 4-5 éves korra

tehetd [6]. Mivel a tiinetek megjelenési formaja és sulyossidga egyénenként jelentdsen



kiilonbozik, spektrum zavarnak tekintjilk. Az 0j irdnyelv nem csak tlineti szempontbol
valtoztatott az allapot besoroldsan, hanem a korabbi 6t alcsoport egységes esernyd elvét is
megbontotta. Mig a DSM 1V. szerint, a pervaziv fejlodési zavarok kozé tartozott a Rett-
szindréma is, az Asperger-szindroma, a gyermekkori dezintegrativ zavar, az autizmus ¢€s a
mashova nem besorolhat6 pervaziv zavar mellett, addig jelenleg DSM V. szerint, a Rett-

szindroma mar nem tartozik az ASD csoportba [5].

Magyarorszagon a DSM-beli valtozasoktol fiiggetleniil, a betegségek nemzetkozi
o0sztalyozasara szolgald koédrendszert (BNO) hasznaljuk, mely nyolc altipust kiilonboztet
meg. Ezek a gyermekkori autizmus (melyet leirojardl Kanneri autizmusnak is neveznek),
atipusos autizmus, Rett- és Asperger-szindroma, egyéb gyermekkori dezintegrativ zavar,
tulzott aktivitds mentalis retardacioval és sztereotip mozgaszavarral, egyéb pervaziv fejlodési

zavar és nem meghatarozott pervaziv fejlodési zavar [7].

2.2 Az ASD tiinettana:

Béar a diagnosztikus kritériumok kelld segitséget nyujtanak a betegcsoport megfeleld
korvonalazasahoz, az ASD-vel diagnosztizaltak tiineti és sulyossagi szempontbol is
lényegesen kiilonboznek egymastol. A diagnozishoz sziikséges két {0 teriilet kdrosodasanak
megallapitdsdhoz a DSM V. tovabbi alkritériumok megjelolésével konnyiti a diagnozist.

Ezeket az 1. Tablazat foglalja 6ssze (1. Tablazat).



1. Tablazat: A DSM V. szerinti ASD kritériumok, melyek az allapot legjellemzébb
ismérveit foglaljak ossze.

Kolcsonosségen alapuld verbalis és non-verbalis
kapcsolatteremtésben, érzelmek megosztasanak képességében,

, metakommunikacié értelmezésében
Tarsas kapcsolatokban

és kommunikacidban

. 114 Gesztusok, szemkontaktus és testbeszéd megértésében és
tartosan fennalld

alkalmazasaban

elmaradas észlelhet6 a I — o
Kapcsolatok kialakitasanak, fenntartasanak, megértésének

képességében, ide sorolva a képzeleti jatékok megjelenését és a
szitudcios feladatok megértését

Besziikiilt érdeklddési | Targyak, vagy beszéd hasznalataban megnyilvanuld sztereotipidk
kor, sztereotip, repetitiv | (echoldlia, idioszinkrazias frazisok), repetitiv motoros manirok

érdeklodési és Ritudlis cselekvési mintdk, rutinokhoz valé ragaszkodas

cselekvési mintdzatok | Besziikiilt, nagyon specialis, extrémen fokuszalt érdeklédési kor

észlelése (minimum 2) | Koros szenzoros érzékelés (hyper- vagy hypoaktivitas kiilonb6z6
érzékszervi ingerekre.

E két teriilet karosodésa elégséges a diagnozis felallitdsahoz, mégis ezek ritkdn fordulnak eld
izolaltan. Az 1 diagnosztikus kritérium rendszer egyik legfébb hidnyossdga, hogy az
egyszeriisége miatt rosszul tikrozi az ASD jelentds fenotipusvariabilitasat a klinikai
diagnosztikdban. A fenotipus pontosabb korvonalazasa érdekében a gyakori tarsdiagnézisok
tiinettanat is vizsgalni kell, mint az intellektudlis képességzavar (IKZ), a figyelemhidnyos-
hiperaktivitas zavar (Attention Deficit Hyperactivity Disorder, ADHD), epilepszia vagy az
alvaszavar [8].

A sz¢les fenotipus variabilitds miatt jelenleg az ASD diagndzis feléallitdsdhoz az Autizmus
Diagnosztikus Interju (Autism Diagnostic Interview — Revised, ADI-R), illetve az ADOS
(Autism Diagnostic Observation Schedule) standardizalt tesztek alkalmazasa javasolt gold-
standard metodikaként [9]. ADOS pontszam alapjan az ASD diagnodzisa idébeni stabilitast
mutat és egy €letre sz6l6 allapot [10].

Mivel az ASD nem egy statikus, hanem egy dinamikusan valtoz6 allapot, a kezdeti tiinetek
stulyossagdbol nem lehet kovetkeztetni az allapot sulyossdgara. A  sztereotip
viselkedésformak, sulyosabb kényszercselekvésekké alakulhatnak at, de eléfordulhat, hogy
a szemkontaktus kezdeti hianya, fejlesztés hatisara, ismét visszajon. A beszédkészség

teriiletén is jelentds kiilonbségek fordulnak el ASD-vel ¢él6k kozott, a mutizmus, a



kommunikacids céllal alkalmazott beszéd teljes hianyan keresztiil, az agrammatizmusig vagy
kiilondsen valasztékos és gazdag szokincsii nyelvhasznalatig barmi eléfordulhat [11]. A
tiinetek altalaban mar kora gyermekkortdl jelen vannak, viszont az esetek kb. 30%-ban a
regresszid az elsé tiinet ami a problémara utal [12].

Az allapot stilyossagat gyakran nem is a f6bb ASD specifikus tlinetek, hanem a tarstiinetek
stlyossaga hatarozza meg, mint a megkésett beszédfejlodés vagy kognitiv diszfunkcio [13].
Az ASD-vel €16k leggyakoribb tarsdiagndzisa az intellektudlis képesség zavar (IKZ), ez
38%-ban fordul el6 [14], illetve az epilepszia, vagy ennek enyhébb formaja, mikor csak EEG
eltérés van jelen (kb 25%-ban fordul el6 ASD-vel ¢él6k korében) [12]. Alvaszavart, illetve
gasztrointesztinalis eltéréseket 60%-ban, illetve 45%-ban jeleztek [12]. Az ADHD a sziil6k
bevallasa szerint az ASD-vel él6k tobb mint 60%-ban van jelen [15]. Gyakran mas
pszichiatriai tiinetek is tarsulhatnak ASD-vel, mint az anxietas, depresszi6 vagy irritabilitas.
Auto- és heteroagresszio az esetek 25%-ban manifesztalodik az élet valamely szakaszéban,
melyek minor-idészakos epizodoktol, stlyos, akar kifejezetten 6n és kozveszélyes tiinetek
megnyilvanulasahoz vezet [6]. A kifejezett autoagressziv viselkedés, mely oncsonkitasi
kényszerbe Iéphet at egy ritka monogénes formaban jellegzetes, a Lesch-Nyhan-
szindroémaban [16].

ASD specifikus tiinetek feltérképezése és a lehetséges tarsbetegségek tiineti feltérképezése
mellett, fontos szerepe van a minor fizikalis anomaliak (Minor physical anomalies, MPA)
jelenlétének. Minor fizikalis anomalianak nevezziik azokat a morfologiai elvaltozasokat,
melyek sem jelentds kozmetikai, sem egészségiigyi terhet nem jelentenek hordozoik
szamadra, tObbszoros jelenlétiik azonban a kdzponti idegrendszer (KIR) fejlddési zavarara
utal, mivel mind a KIR, mind a kiiltakar6 ektodermaliseredet(i [17]. Tagabb értelemben az
MPA-t a diszmorf jegyek, kongenitdlis minor anomalidk szinonimdjaként hasznaljuk,
szlikebb értelemben, viszont olyan, mindig koros, eltéréseket jelenteknek, melyek a terhesség
elsé trimeszterében az organogenesis soran alakultak ki. Bar a nemzetkozi irodalomban a
MPA-k feltérképezésére tobbnyire a Waldrop-skalat hasznaljak, Magyarorszagon a minor
malformaciok és fenogenetikai variansok kozott kiilonbséget tevé Méhes skalat szoktuk
hasznalni [17]. A Waldrop-skala 6sszesen 19 jegyet tartalmaz, felvételéhez olyan mérésekre

van sziikség, melyek az ASD-vel éloket nyugtalanna tehetik (pl. intercanthalis tavolsag ).



Az MPA-k gyakrabban fordulnak el6 kiilonb6z6 idegrendszeri betegségekben [18], igy
ASD-vel ¢él6k kozott is. Ennek oka egyelére kérdéses. Felmeriil a kérdés, hogy az MPA-k
emelkedett szama genetikai eredetli-e, ha igen, akkor a normal populaciotol eltéré magasabb
frekvenciajuk, nem egy ASD szubpopulaciot jellemez-e, mintsem az egész kohorszot. Miles
¢s mtsai. szerint tiineti szempontbdl elkiilonithetiink komplex és esszencialis ASD formakat
[19]. Komplex esetrdl akkor beszéliink, ha az ASD specifikus tiinetek mellett, generalizalt
diszmorfia is észlelhetd, mig esszencialis ASD esetén ezek nem jellemzoek. Ilyen felosztés
mellett észlelhetd, hogy a komplex forma kedvezdtlenebb prognoézissal rendelkezik, a fia-
lany arany alacsonyabb, viszont a csalddon beliili halmozodas, illetve a felmendk kozotti
ASD specifikus tiinetek inkabb az esszencialis tipusra jellemzéek [12]. Tehat a két csoport
esetén kiillonbozd genetikai tényezOk allhatnak a tiinetek hatterében, a komplex ASD formak
esetén, erds hatidst, de novo varidnsok, mig esszencialis formak esetében genetikai
hajlamositd tényezOk jelenléte feltételezhetd, melyek hozzajarulnak a csaldadon beliil
halmozo6do pszichiatriai tiinetekhez is, az ASD-ért pedig kumulalt hatasuk tehetd feleléssé
[12]. Az ASD négyszer gyakrabban fordul el fiakban, viszont az arany kiegyenlitettebbé
valik kiilonboz6 tarstiinetek megjelenése esetén. Olyan gyermekek esetén, akinél az ASD
mellett 1Q csokkenés is észlelheté a nemek kozotti eloszlas 2:1, mig dysmorph tiinetek
jelenléte esetén, szindromas autizmus formakban 1:1 [20]. végiil, de nem utolsdsorban
felmeriil, hogy bizonyos minor malformaciok kapcsoltak-e ASD  specifikus
viselkedésjegyekhez, €s ha igen, ezek alapjan meghatarozhato-e bizonyos endofenotipusok
jelenléte?

Endofenotipusnak nevezziik azokat a fontosabb személyiség- vagy dysmorph jegyeket
melyek egy csoporton belill egy alcsoportot jellemeznek, genetikailag determinéltak. Az
endofenotipusok meghatarozasa kozelebb vihet olyan komplex genetikai hatteri allapot
megértéséhez mint az ASD, mivel ebben az esetben nem a komplex klinikai heterogenitas
hatterében 4llo ,,egyetlen” génhibat probaljuk azonositani, hanem egy-egy olyan markéns
tiinet jelenlétéért felelds genetikai eltérést/jelatviteli Utvonalat, mely a fenotipusjegyet
magyarazza [21]. Az endofenotipusnak megfeleltetheté markans jegyek feltérképezéséhez

sziikséges a probandon tal a csaladtagok részletes vizsgalata is a szélesebb ASD fenotipusos



jegyek tekintetében. ASD esetében a felmendk kozott ilyenek a depresszid, szorongas,
ethylismus, megkésett beszédfejlédés, fobiak, kényszerbetegség [22][23][24][25].

2.3 Az ASD etiologiaja

feleldsséget helyezte eldtérbe. Az elsd ikervizsgalatok azonban ramutattak az allapot nem-
Mendeli 6roklédéshez kothetd genetikai hatterére [26]. A dizigdta ikerparok konkordancia
aranyanal (0%-30%) sokkal magasabb, monozigoéta ikerparok konkordancia hanyadosa (60-
90%), ami azt valosziniisiti, hogy nem a sziiletéskor vagy prenatalisan elszenvedett okok
allhatnak az ASD hatterében [26]. Az ASD heritabilitasat 64-91%-ra becsiilik [27],
ismétlddési valdszinlisége testvérek esetén 3-10% kozotti, 8,6% anyai féltestvér, 6,8% apai
féltestvér, 2,6% unokatestvér esetén, mely a normalis populaciohoz képest 10,3; 3,3; 2,9
relativ ismétlédési arany novekedést jelent [28]. Kialakulasaban a kornyezeti hatasok koziil
inkabb az egyéni, ikerparok kozott nem osztott faktorok jatszanak, a genetikdhoz hasonlo
jelentdségh szerepet az ASD kialakulasaban [28].

A gyakori és ritka variansok egyarant szerepet jatszanak ASD kialakulasdban. Az ASD-vel
Osszefliggésben leirt genetikai elvaltozdsok kozott kromoszoma rendellenességek,
kopiaszam elvaltozasok (Copy Number Variation, CNV), szekvencia eltérések is
kimutathatéak. Ezek méretbeli kiilonbségei miatt kiilonb6zd vizsgalati metodikdkra lehet
sziilkség a genetikai hattér megallapitasahoz. A kiilonb6z6 genetikai elvaltozas tipusok
kimutatasara hasznalt metodikékat és ezek mérethatdrait, az ASD klinikai diagnosztikdban

betdltott szerepét a 2. Tablazat foglalja ssze.

crer

[29][30]. A nagyatereszt6 képességii genetikai tesztek hatékonysagat a kiindulo adatmennyiség

(duo, trio), az adatfeldolgoz6 metodikak és a varians prioritizald6 modszerek nagymértékben

befolyasoljak.

Vizsgalati Elvaltozas tipusa (mérete) | Példak (ASD incidenciaja) | Diagnosztikus
modszer rata
Kariotipus Kromoszomak strukturalis | Down sz. (50 %) 3%

vizsgalat elvaltozésai (>5 Mb) Turner sz. (12 %)
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Klinefelter sz. (10 %)
Microarray CNV, microdeléciok, | DiGeorge 22q11.2 (30 %) 10%
vizsgalat microduplikaciok (>15 kb) | Williams 7q11.23 (6-10 %)
Prader-Willi ~ 15911.2-q13
(19 %)
Egyes gén | SNP/CNV (>1bp) FMR1 (>45%) 1-5%
vizsgalatok MECP2 (>50%) 4%
Targetalt gén | SNP, indel 10-15%
panel
WES SNP, indel, CNV Kandidans gének 10-15%
WGS SNP, indel, CNV, nem | Kandidans gének N/A
kodolo régiok

2.3.1 Monogénes vs polygénes etiolégia
Genetikai szempontbo6l hattere nagyon heterogén, talan a legtobb egészségligyi nyereséget
hoz6é megkdzelités a monogénes és polygénes formak elkiilonitése. Ebben az esetben két
csoport elkiilonithetd, az egyik a szindromas, illetve monogénes ASD csoport, a masik
esszencialis vagy nem-szindromas csoport, melyet poligénes multifaktorialis eredetiinek
tartanak [31] [12]. A nagy ateresztOképességli paralel szekvenalasi technikak alkalmazasa
Ota a paciensek kisebb részében a kialakult tiinetek egyediili, silyosan funkcid karosito
mutécid jelenlétére visszavezethetéek, nagyobb részben viszont (17%-60%) tobb, alacsony

rizikdju, hajlamosito allél jelenlétével magyarazzak a tiinetek 1étrejottét [32][33][34].

2.3.2 Monogénes formak:
A monogénes ASD formak kdzott megkiilonboztethetiink szindromés ASD formakat, illetve
olyan monogénes ASD formakat, melyeknél bizonyitott egy-egy gén idegrendszert karosito
major szerepe, de ASD-n kiviili tipusos, replikalodé fenotipusos jegy nem tarsul [35]. A
klasszikus szindromas ASD formak kozott szerepel a Fragilis-X-szindoma, Down-kor, Rett-
szindroma, a Neurofibromatosis és a Sclerosis Tuberosa. Ezen szindromak esetében a
klinikai kép altalaban egyértelmiien jelzi a genetikai hatteret, a szindromaval él6k bizonyos

hanyadaban az ASD, mint tarsuld neuropszichiatriai fenotipus kapcsolhat6 [36].
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A Fragilis X szindréma (FXS) genetikai hattere 1969 o6ta ismert. Felfedezése 6ta az FMR1
aspektusa is ismert [37]. Az IKZ-val diagnosztizalt fiatkban az FXS a leggyakoribb genetikai
eltérés a Down-szindroma utan. ASD-vel é16k kozott 2%-ra tehetd a prevalenciaja [37], ezért
a szindromara specifikus tiinetek hianyaban is javasolt a sz{irése az ASD populacioban [36].
Patomechanizmusat illetéen a CGG full mutaciés spektrumba esd repeat expanzidja a DNS
szakasz hypermethilacidja miatt csokkent a transzkripcié mértéke, ezaltal csokkent az FMRP
szintézise. Az FMRP az agyban jelenlévé mRNS-ek 4-8%-val interferal (szabalyzo szereppel
bir), ezaltal komplex funkcioval rendelkezik. Egyrészrdl transzkripcids represszorként
funkcional, hidnya zajos transzkripciot eredményez, masrészrél koros dendrittiiske
képzddéshez és a serkentd és gatlo szinapszisok egyensulyanak a felborulasahoz vezet [38].
Egy masik gyakori monogénes ASD forma a Rett-szindroma, melyet kezdeti tlinetei alapjan
nem lehet elkiiloniteni az ASD-t6l, de a betegség progresszidja kovetkeztében, a Rett-
szindroma specifikus tiinetek megjelenésével (fejkorfogat novekedésének elmaradasa,
kozépvonali kézmanirok, ataxia) egyre jobban elkiilonithet6 a két csoport [39]. A klasszikus
Rett-szindromas esetek 95%-ban, mig az atypusos Rett-szindromas esetek 75%-ban MECP2
(methyl CpG binding protein 2) gén patogén mutacioi allnak a hattérben [40]. A MECP2
negativ Rett-szindromas esetekben FOXG1 (forkhead box G1), CDKL5 (cyclin dependent
kinase like 5) és NTNG1 (netrin G1) mutaciok oki szerepe is felvetheté [41]. A X
kromoszéman elhelyezkedd MECP2 gén protein terméke a hiszton deacetildlasdban
kulcsszerepet jatsz6 komplexnek a része, tehat altalanos transzkripcids represszorként
funkcional [42]. A mutaciok kdvetkezményeként kialakuld koros fehérjetermék a novekvo
hiszton acetilacio miatt fokozott, zajos transzkripciohoz vezet [43]. Bar elsddlegesen a
szindromas ASD format létrehozo gének kozé soroljuk, patomechanizmusan keresztiil képet
kapunk az epigenetikai tényezdk (hiszton acetilalds) és gén-gén interakciok szerepére is
ASD-ben. A MECP2 t6bb mas KIR-i gén expresszidjat szabalyozza, mint az UBE3A, vagy
GABRB3, de a BDNF és CREBBP kozds jelatviteli utja miatt a mitochondrialis funkcid
szabalyzasaban is szerepe van [44]. Micro-RNS expressziora gyakorolt hatasa altal a gének
poszttranszkripcios expressziojara is hat [45]. Az egyéb monogénes formak a gének funkcio

szerinti besorolasanal lesznek emlitve.
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2.3.3 A poligénes formak:
A poligénes formékat komprehenziv genetikai vizsgalat esetén nehéz elkiiloniteni a
monogénes formaktol. Ez kiilondsen akkor nehéz, mikor egy kordbban ASD rizik6jaban
szerepet jatszo gén esetében monogénes forma is leirasra keriil, melynek pontos fenotipusa
még korvonalazodik. Ilyen esetekben nehéz, egy ismeretlen klinikai jelentségli varians,

esetre vonatkoztatott hatasat prediktalni.

Neurobiologiai vizsgélatok igazoltdk, hogy az ASD hatterében, nem fokalis karosodas,
hanem a KIR 6sszekottetéseinek mindségi és mennyiségi zavara mutathatd ki. Ezt tdmasztjdk
ala azok a genetikai vizsgalatok is melyek az ASD, ADHD, IKZ és szkizofrénia kdzos
genetikai hatterér6l szolnak [34][46]. Ezekben az esetekben a gén-kdrnyezet, gén-gén
interakciok second-hit vagy multiple-hit mechanizmusok szerepelnek, igy hozva létre a

megfeleld fenotipus spektrumot [12][47].

A de novo CNV-k szama az ASD-vel €16k esetében 5-15%, amely szignifikansan magasabb
mint az 1-2%-os populacios atlag [48]. A de novo SNP-k szama viszont nem kiilonbozik
szignifikansan az egészséges testvérekben észlelt de novo SNP-k szamatdl, viszont prediktalt
fehérje karosito hatas szempontjabol az ASD populacidban észlelt karositdé de novo mutaciok

szama 2-3-szor magasabb volt mint a testvéreikben észlelt hasonlé mutaciok [49].

A kiilonboz6 poligénes ASD formak lehetséges kialakulasat és a varidns terheltség szerepét
a betegség kialakulasaban Bourgeron ¢s mtsai. altal kozolt abraval tudjuk legjobban

szemléltetni [47].
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Autisztikus vonasok
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Ritka varians terheltség

1 Riziko allélok szama >1,000
Kevés gyakori Tobb gyakori Sok gyakori &  ASD-t okozé gyakori # Tobb ritka varidns
varians varians varians w varians terheltség ¥ Ritka, de novo karosito varians

1. Abra: A ritka és gyakori variansok interakciojabol szarmaztathatd fenotipus. Lathat6, hogy
egy ritka, de novo, karo6sité mutacioi jelenléte bizonyos esetekben elégséges a tiinetek
megjelenéséhez, viszont a magas mutacios terheltség, erdsen penetrans mutacid nélkiil is
felelds lehet a tiinetek jelenlétéért. Mind a négy esetben a csaladban jelenlévd, kosziib alatti
diagnodzishoz tartozd, ASD fenotipusjegyek a genetikai hattérrel 0sszevetve értelmezhetdek.

[47]

Figyelembe véve, hogy az ASD pathogenezisét tekintve nem egységes, a paneliinkon
szerepld géneket igyekeztiikk funkcionalitdsuk szempontjabol 6t csoportba sorolni: (1) a
szinaptikus gének csoportja, (2) az ingeriilet attevodésben szerepet jatszo gének csoportja,
csoportja, (4) a novekedést szabalyzd gének csoportja, amelyek f6 feladata a fehérjék
szintézisében ¢€s lebontasaban torténd egyensuly beallitasa, (5) a sejten beliili transzport
folyamatokban szerepet jatszo, mikrotubulus funkcidhoz kothetd génekek csoportja [47] [50]
(2. Tablazat).
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3. Tablazat: A PhD munkaban vizsgalt ASD-vel asszocialt gének jellemzdi

Gén Lokusz SRF'IA‘ RVIS Funkcio Szindroma 222§és_
ANKlRDl 16024.3 1s (046330 ) gisszze;con deacetilaz komplex KBG AD
AP1S2  Xp222  no (gégz) ggﬁf;;‘f;zgﬁlgg:Zikuléﬁs Pettigrew, XLMR XL
ARX ng_zél' 1 | NA(NA) gﬁ‘tgf"box transzKripcios Lissencephalia XL
ATRX Xq21.1 1S (9-(;3; ) Helicase transzkripcios faktor  Alpha-thalassemia IKZ XL
AUTS2  7q1122 1 (1%33(;) | Transzkipeiss faktor AUTS?2 AD
s g 2 A e
o ias 5 | S Nesionn G0
BRAF 7934 1S (17' %g% ) l(ijplft(r)g (I:aeirlrllzro;fgﬁ? Cardiofaciocutaneous AD
Cléorfl 18p1121 NA 4'59'113% 4y | LDL receptor alegyscg
CAlchA 120133 | 1S | 253; | Feszilltség fiiggd Ca®® csatoma  Timothy AD
CASK  Xpil4 1 (1'2_'101/0 | Ca®/CaM dependenskiniz  MICPCH, FG XLD
CDKL5 Xp22 1S (1-50866?) %) Ser/Thr protein kindz Rett, EIEE XLD
CHD7 8q12.1 1s -2.92 ATP-dependens chromatin CHARGE AD

(0.57%)

remodellacio




91

Gén Lokusz e RVIS Funkcio Szindréma Orakles-
RI menet
croe a2 1 (22 AT o 0
CNPTZNA 7333,2 25 ('123%/50) Contactin sejtadheziés fehérje  Pitt-Hopkins like AR
CNl;I'sNA 2014.3 3 (8-063;) ) Contactin sejtadhezids fehérje AR
CREBB 16p13.3 | 1S (1-54% %) Hiszton acetiltranszferaz Rubinstein-Taybi AD
DHCR? 12(11133%2- 1 (16%%?, oy | Koleszterin szintézis Smith-Lemli-Opitz AR
PLOAP gp23 3 -161(3%) Allvinyfehéric - PSD-95
DMD Xp21.2 S (15_02%‘:; %) Postszinaptikus allvanyfehérje | Duchenne, Becker MD XLR
DOCK4 79311 3 (1'1%%% ) | RNo-GTP-iz
ST
DPP10 2014.1 2 . 50.558%) lf:ueslilclilgsevfuggo K™ csatorna
s
DPP6 7436.2 3 NA (NA) lgfsigilgsevfuggo K™ csatorna
EHMT1 @ 9qg34.3 1S (?: .]Z-I:g"s/() ) Hiszton metiltranszferaz Kleefsra AD
FGD1  Xpli21 1S (2-1%%%/0) St?llog; aﬁészﬁlék-Rho-GTP-éz Aarskog-Scott -,
FMR1 Xq27.3 1S (78 '22(?% ) Transzlacios regulator Fragilis-X XLD
FOLR1 11q134 @ 1S (7§ ;86% ) Folsav kot6 fehérje Neuronal tube defect AR
FOXG1 14913 1 -0.25 Transzkripcios represszor Rett, EIEE, West AD




LT

Gén Lokusz ST RVIS Funkcio Szindroma Dt A
RI menet
-0.38 o Mental retardation language
FOXP1 3pl4.1 1 (28.01%) Transzkripcios represszor impaiment AD
FOXP2 7931 2 (1'106%% %) Transzkripcids represszor Speech-language disorderl AD
GABRB  15ql11.2- -0.49 .
3 q12 2 (22.36%) GABAA Receptor funkcid EIEE, Angelmann AD
GABRG -0.8 o
1 4p12 no (12.24%) GABAA Receptor funkciod
-0.13 , L
GNA14 9921 6 (43.91%) Transzmembran fehérje
GRINZB 12p12 1 20';101/0 | Glutamit receptor funkeis EIEE, Intellectual dysability AD
GRPR Xp22.2- 5 0.11 G-fehérje kapcsolat
p22.13 (61.73%) ranszmembran receptor
0.06 Szekvencia specifikus Bosley-Salih-Alorainy, Athabaskan
IR | pre £ (58.74%)  transzkripcios faktor brainstem dysgenesis AR
Xq26.2- -0.01 Phosphoribosyltranszferaz i
HPRTI 026.3 no (52.85%)  enzim - purin anyagcsere Lesch-Nyhan ALR
IMMP2 7931 3 -0.07 Belsé mitochondrialis
L d (48.12%) membran fehérje
KATNA -1.09 . P
L2 18921.1 1 (7.11%) Mikrotubulos hasito aktivitas
-0.34 GTP-az aktivitasu
e < (30.07%) transzmembran
Xp11.22- -1.51 . . .
KDM5C 011.21 2 (3.5%) Hiszton demetilaz IKZ- Claes-Jensen tipus XLR
KIRREL -1.39 : _y ”
3 11q24.2 2 (4.27%) Sejtadhézios fehérje
KLHL3  5g31.2 no Ubiquitin ligase Pseudohypoaldosteronism AR




8T

. : SFA i o Oroklés-
Gén Lokusz RI RVIS Funkcio Szindréma menet
-1.3 Sejtadhézios transzmembran .
L1CAM Xq28 1 (4.92%)  glycoprotein Corpus callosum agenesia XL
9931- 0.64 e -
LAMC3 434 5 (83.64%) Extracellularis matrix fehérje
-2.12 - , .
MBD5 2023.1 1 (1.52%) Heterochromatin kialakulas IKZ, Epilepsy
-0.89 .
MECP2 Xq28 1S (10.46%) Transzkripcios faktor Rett, EIEE
MED12  Xql3  no  -1(8.47%) MedidtoralegységazRNS Ohdo, FG, Lujan-Fryns XL
Polymeraz I1-hoz
MEF2C 5914 3S (28?’2) Transzkripcios faktor Intellectual dysability XL
-0.46 e o
MET 7931 2 (23.73%) Tyrozin kinaz aktivités AD
-0.78 . .
MID1 Xp22.2 1S (12.77%) Ubiquitin ligase Opitz
-0.27 . .y L
NEGR1  1p3l.1 3 (34.6%) GPI sejtadhézios fehérje XL
Xp22.2- -0.73 . . .,
NHS 022.1 1S (14.24%) Aktin remodelléacio Nance-Horan
-2.45 Testvérkromatidak cohézids .
NIPBL 5p13.2 1S (1.01%)  komplexének része Cornelia de Lange XL
-0.54 Postszinaptikus sejtadhézios
NLGN3  Xg13.1 1 (2054%)  fehérje AD
NLGN4 | Xp22.32- 2 -0.84 Postszinaptikus sejtadhézios
X p22.31 (11.18%) | fehérje
-1.79 Preszinaptikus sejtadhézios L T
NRXN1  2pl6.3 1 (2.25%)  fehérje Pitt-Hopkins-like
NSD1 5035 1S -1.55 Hiszton metiltranszferaz Sotos AR




61

Gén Lokusz SIPn RVIS Funkcio Szindroma sy
RI menet
NTNG1 1p13.3 3S (1_506622 %) Axon novekedési utmutatd Rett AD
0.51
OPHN1 Xql2 2 (80.29%) Rho-GTP-aze
PAFAH -0.41 Trombocyta aktivalé faktor, . .
1B1 17p13.3 o (26.23%)  transzportszabalyzas Lissencephalia
-0.89 . _y
PCDH19 Xq13.3 1 (10.43%) Ca dependens sejtadhézio EIEE AD
-0.13 . .y
PCDH9 13¢g21.32 | 3 (44.09%) Ca dependens sejtadhézio XL
-0.98 ., . :
PDE10A 6927 no (8.8%) Transzkripci6 szabalyozas
-0.03 Hiszton deacetilaz komplex .
PHF6 X0g26.2 no (51.04%)  része Borjeson-Forssman-Lehmann
PIP5K1 0.2 e .,
B 9921.11 no (67.19%) Phosphatidylinozitol kinaz XL
-0.53 . . .
PNKP  19g13.33 no (20.86%) DNS repair Microcephalia+1KZ/ AOA4
0.64 HDL asszocialt G fehérje
e RN - 2
-0.03 Polyglutamat traktus kto .
PQBPL  Xpll23 ! (51.04%) | transzkripcids aktivator Renpenning XL
PTCHD 0 , .
1 Xp22.11 1 -1(8.32%) Transzmembran fehérje
-0.23 Tumor szupresszor PISK/AKT
PTEN 1p36 1S (36.86%) _ inhibitor Cowden XL
PTPN11  12g24 1S RUa Tyrozin phosphataz Noonan

(25.15%)




0c¢

Gén Lokusz SFA RVIS Funkcio Szindroma Oroklés-
RI menet
0.01 Vezikularis transzport Golgi .
RAB39B X028 3 (54.63%)  észiilék Waisman AD
RAIL1 17pl1.2 | 1S (032230) Sejtmagi protein Smith-Magenis AD
RBFOX -0.47 .
1 16p13.3 2 (23.51%) Transzkripcios faktor XL
-2.15 Extracellularis matrix fehérje, .
RELN 7922 1 (1.46%)  sejt-sejt kolesonhatas Lysencephalia, ADEAF AD
0.04 . . : .
RPL10 Xq28 3 (56.25%) Ribosomal protein - szintézis
-0.87 ., o
SATB2 2033 4 (10.65%) Receptor funkcio Glass szindréma AD/AR
SCN1A  2g24.3 1S ( 4 10;'; ) Fesziiltség fiiggd Na* csatorna  EIEE, Dravet
2q23- -1.99 1 g e a4
SCN2A 24 1S (1.77%) Fesziiltség fiiggd Na™ csatorna | EIEE AD
SHANK 11g13.3- L 11e i
9 q13.4 1 NA (NA)  Allvanyfehérje AD
SH";NK 229133 1S NA(NA)  Allvanyfehérje Phelan-McDermid AD
17q11.1- -0.6 Na* dependens szerotonin
siHeaa gl2 < (18.06%)  reuptake
-0.18 Na+/H+ pumpa - -
SLCO9A6 @ X(q26.3 1 (39.95%)  mitochondrialis membrén IKZ Christianson Type XLD
-0.86 .
SLC9A9 3024 3 (10.89%) ioncsatorna
-0.49 Testvérkromatidak cohézios .
SMC1A Xpl1.22 1S (22.09%)  komplexének része Cornelia de Lange XLD
SMG6 17p133 3  -0.16  Telomer véds faktor




TC

Gén Lokusz SFA RVIS Funkcio Szindroma Ordklés-
RI menet
SNRPN  15¢112 1S (3;39'2%% ) ]'cgnkrt%i:‘““g - transzkripeids Prader Willi AD
SOX5 12p12.1 | 1S (9_%830 ) Transzkripcios faktor Lamb-Shaffer
SPAST 2p24- 1 ol Mikrotubulos hasitd Herediter Spasticus paraparesis 4 AD
p21 (48.54%)
ST7 7;‘?? i; -3 (350929?) ) TumOr szupresszor
STK3 8922.2 = no (259@)%% %) Ser/Thr protein kinaz AD
TCF4 18¢g21.1 1S (1;90554% %) Transzkripcios faktor Pitt-Hopkins
TSC1 9934 1S (7189?; ) Tumor szupresszor Sclerosis tuberosa komplex
TSC2 16p13.3 | 1S (0283; ) Tumor szupresszor Sclerosis tuberosa komplex AD
UBE3A  15ql11.2 1 (1;)(.)554%@ Ubiquitin ligase Angelman AD
VPS13B  8q22.2 1S (1-(7)563/-0 ) Transzmembran fehérje Cohen AD
ZEB?2 2022.3 1S (1600%]6 %) Transzkripcios represszor Mowat-Wilson AD
ZNF507  19913.11 no (ég%?/o) Zink ujj protein alegység AR
ZNi8O4 2032.1 3 (93?6?:{% ) Zink ujj protein alegység AD
ZNHIT6 5033 no 0.4 Transzkripcios faktor

(26.73%)




2.3.3.1 Szinaptikus gének

A szinapszis a KIR funkcionalis alegysége. Az ASD alapvetfen szinaptopatianak
tekinthet6 [51] [52]. Az ASD-vel asszocialt gének 88%-a KIR korai fejlédésében, sejtek
része az idegrendszer érési folyamatdnak késObbi szakaszaiban (mind a
szinapszisformalodas, dendrit arborizacio, stb.) is aktiv marad [53]. Szinaptikus géneknek
nevezziik azokat a géneket, melyek a szinaptikus rés megalkotasaért és fenntartdsaért
felelések. Ezen folyamatokhoz sejt-adhézios fehérjék sziikségesek, melyek a pre- és
postszinaptikus membranok kozott fizikai kapcsolatot teremtenek.

A sejtadhézios komplexek preszinaptikus elemei a neurexinek. A paneliinkén is szerepld
neurexin-1 (NRXN1) egy olyan preszinaptikus transzmembran fehérjét kodol, mely a
posztszinaptikusan elhelyezkedd neuroliginekhez (NLGN) kapcsolodik, ezaltal biztositva
a sejtek kozotti adhéziot [50][47][54]. Az idegi aktivitass Ca?*/calmodulin (CaM)
dependens IV kinaz szignallal befolyasolja a neurexinek, foleg a NRXN1 alternativ
splicingjat [55]. A depolarizacié hatasara 1étrejové transzkripcid valtozas felismerése
fontos tényezdje az aktivitds dependens jelatviteli utak miikodésének, melyek soran
1étrejonnek a sziikséges Osszekottetési korok €s fenntarthatd az idegrendszeri plaszticitas
[55]. A neuroligin-3 (NLGN3) a glutamaterg postszinaptikus denzitas (PSD) alkotoeleme,
a neuroligin-4X (NLGN4X) altal kodolt fehérjével egyiitt az idegsejt felszini fehérjék
csaladjaba tartozik. Ezen csalad tagjai a béta-neurexinek specifikus ligandjai €s részt
vesznek a KIR szinapszisainak kialakulasaban és dinamikajaban [56]. Intracellularis
doménjei allvanyfehérjékhez kapcsolodnak. Neuroliginek aktivitds fliggvényében
triggerelik a GABAerg és glutamaterg szinapszisok képzddését, ezzel szabalyozva a
szinaptikus denzitas Osszetételét, illetve a szinapszis homeosztazist [57]. A NRXNL1 és
mely befolyasolja az alternativ splicingot, ezaltal facilitdlva a megfeleld6 domének
Osszekapcsolodasat [58]. A neuroliginek mutacioi destabilizaljak a komplexet és ezaltal

a szinaptikus rés stabilitasat is befolyasoljak, mely elengedhetetlen a szinapszis

crer
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CNTNAP2 (contactin-asszocidalt-protein-like 2) preszinaptikus elhelyezkedésének
koszonhetden, szintén a neurexin szupercsalad kozé sorolandd, mely a neuron-glia
adhézios komplex részeként a radialis glia altal vezérelt migracidban jatszik szerepet [54].
Knock-out egérkisérletekkel a corpus callosumban ectopias neuronok megjelenését
eredményezte [59]. Autoszomalis recessziv formaban, a NRXN1 gén hibaival
megegyezOden epilepsziaval, ADHD-val, 1KZ-val jar6 Pitt-Hopkins like szindromat
hoznak létre (OMIM: 610042). CNTNAP5 (contactin-asszocidlt-protein-like 5) az
el6z6hoz hasonldan az immunoglobulin sejtadhézios szupercsalad tagja, azonban human
betegséggel egyelére még nem asszocialtak [60].

KIRREL3 (KIRRE-like-nephrin family adhesion molecule 3) altal kodolt fehérje szintén
egy immunoglobulin szupercsalddba tartozod sejtadhézios fehérje, mely az axon és dendrit
kapcsolodas korai szakaszdban a hippocampus mohasejt szinapszisainak formaloédasaban
tolt be szerepet [61]. Monogénes szerepe IKZ-ban egyelére még kérdéses, a CASK
intracellularis allvanyfehérjével vald interakcidja miatt, mely szindromas ASD formaval
asszocialt, felvethet6 szerepe ASD patomechanizmuséaban [62].

A L1CAM (L1-cell adhesion molecule) szintén egy immunoglobulin szupercsaladba
tartoz6 sejtadhézios transzmembran glycoprotein, melyet egy evoluciosan konzervalt gén
kodol. A neurogenezis elsd 1épéseitdl, a nyalvany képzddéstdl, a migracios szakaszon
keresztiil, a szinaptogenezisen és myelinacion at sok folyamatban jatszik szerepet [63].
Fobb funkcidi egy-egy funkciondlis doménnek megfeleltethetok, ezért a klinikumban
megjelend tiineti peiotropiat genotipus-fenotipus korrelaltatas segitheti. Az aqueductus
stenosis kovetkeztében kialakuld hydrocephalus, corpus callosum agensesia a trunkans,
jelentds fehérjefunkciod vesztéshez vezetd mutacidkhoz kotott, melyek tobbnyire a fehérje
sejtadhézios doménjét karositja. Az enyhébb fenotipus a cytoplazmatikus és rezidualis
sejtfelszini domének karosodasahoz kothetd [64].

A paneliinkén szerepld utols6 immunoglobulin szupercsaladba tartoz6 sejtadhézios
fehérje a NEGR1 (neuronal growth regulator 1). A gén altal kodolt fehérje egy glycosyl-
phosphatidyl-inositol horgonnyal csatlakozik a sejtmembranhoz [65]. Sejtadhézios
molekulaként alapvetden a szinaptogenezisben van szerepe, leszakadva a sejtfelszinrdl
azonban novekedést biztositd substratként funkcional az arborizacidohoz [65].
Neurodevelopmentalis szerepére a gén lokuszat érintd microdelécid vilagitott ra, melynek

soran ADHD-val, tanulasi nehézséggel, dyslexiaval hoztak dsszefiiggésbeb [66]. NEGR1
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SNP-it egy masik magas heritabilitasu pszichidtriai korképpel is Osszefliggésbe hoztak,
monopolaris depresszidval. Egérkisérletekben pedig igazolhat6 volt, hogy venlaflaxinnal
valo kezelés novelte a cortex negrl expresszidjat [67].

Az immungolobulin szupercsaladba tartozé sejtadhézios fehérjék Ca?* independest
formaban jarultak hozza az adhézidhoz, a cadherin szupercsaladba tart6zé fehérjék
azonban Ca?* dependest glycoproteinek. A PCDHI19 (protocadherin 19) és PCDH9
(protocadherin 9) a cadherin szupercsalad protocadherin alcsoportjaba tartoznak. Ezek
gyengébb adhézidt képeznek, mint a klasszikus cadherinek, viszont ennek kdszonhetden,
képesek heterophil kapcsolatokat is létrehozni, melynek kovetkeztében a sejtek
kifejezett a KIR-ben , a kiilonb6z6 sejtpopulaciokban mas és mas protocadherin rendszer
jellemz6, ami arra enged kovetkeztetni, hogy specialis szinaptikus Osszekottetések
megteremtéséhez jarulnak hozza [69].

A PCDH9 egy 7 extracellularis cadherin doménnel rendelkez6 protocadherin, mely
hianya esetén az egerek primér szomatoszenzoros cortexének mélyebb rétegszerkezete
elvékonyodott [70]. Eddig a gén kdpiaszam eltéréseit hoztak dsszefliggésbe ASD-vel [71].
A PCDH19, bar az X kromoszéman elhelyezkedd gén, patogén mutécioi heterozygota
formaban kizardlag ndket értd epilepsziaval és IKZ-vel jard szindromds format
(OMIM:300088) okoznak. A betegség patomechanizmusat a protocadherinek
sejtfelismerd funkcidban szerepet jatszo volta magyardzhatja. A heterozigdta patogén
mutaciot hordozdé noknél, illetve azon férfiak esetében akiknél mozaikus formaban van
jelen mutacio a PCDH19+ és PCDH- sejtek jelenléte, nem alkot homoldg rendszert,
ezaltal karositva azon 0sszekottetéseket, melyek a molekulat, mint jelzé molekula ismerik
fel [72][73]. A gén embryonalis és felndtt korban egyarant expresszalodik, foleg a
limbikus rendszer és cortex teriiletén [73].

2.3.3.2 Az ingeriilet attevOdésben szerepet jatszo gének

A szinaptikus rés kialakuldsa utan, a megfeleld ingeriiletatvitel a szinapszis {6 feladata.
Ez harom fehérjecsoport 0Osszehangolt milkddése sordn alakul ki, melyek a
transzmembran receptorok, az allvanyfehérjék (scaffold protein) és az enzimek [51]. Az
ingeriilet egy elektromos jel, melyet a membranon athalado toltéssel rendelkezd ionok
hoznak létre. Az ASD hatterében tobb ioncsatorna diszfunkcidja is leirdsra kertilt

[74][50]. Az ioncsatornak olyan transzmembran fehérjék, melyek bizonyos ingerek
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hataséara nyilnak, illetve zarodnak. A kivalto inger fliggvényében beszélhetiink fesziiltség-
fiiggd, illetve ligand-fiiggd ioncsatornakrol. A fesziiltség fliggd csatorndk esetében a
kivalto inger a membranban bekdvetkezd fesziiltségvaltozds. A vezetett ionok
fiiggvényében Ca®*, K, Na*, Cl" illetve mas anion csatornakrol beszélhetiink.

A depolarizacié kiindul6 ionaramat a fesziltség-fiiggd Na* csatornak hozzak 1étre. Ezen
csatornatipusok KIR-i legelterjedtebb formaja az SCN1A (sodium voltage-gated channel
alpha subunit 1) génhez kotott, mely a csatorna porusformald a alegységét kodolja [74].
Az SCN1A mutacidi tobb kiillonbozo betegséggel asszocialtak, koztiik kiillonbozo tipusa
¢és sulyossagu epilepszidval (OMIM:604403,607208). Bar a detektalt mutdciok nem
kizardlagosak 1-1 betegségcsoportban, mégis tobbségiik esetében genotipus-fenotipus
korrelaciora van lehetdség. Az intracellularis C-terminalis szakasz mutacioi valoszintileg
a csatorna inaktivaciojat befolyasoljak és csokkentik a Calmodulin (CaM) komplexhez
valo kotddését, ezeket ASD-vel, 1azgoresokkel hoztak osszefiiggésbe. A transzmembran
szegmenseket érintd mutaciok gyakrabban tarsulnak stlyosabb fenotipussal, mint példaul
a sulyos myoclonusokkal jaro infantilis epilepsziaval, a Dravet-szindromaval [75].

Az SCN2A (sodium voltage-gated channel alpha subunit 2) az ¢16z6h6z hasonldan egy
fesziiltségfliggd Na* csatorna o alegységét kodolja és szerepe van az axon inicialisokon
A depolarizaciora bekovetkezé sejten beliili valtozasokért azonban nem a Na* csatornak
felelések, hanem a veliik egyiitt nyildé Ca®" csatorndkon bearamlo Ca?* [74]. Egy
szindromas ASD format okozo gén, a CACNALC (calcium channel subunit alphal C),
mely az L-tipusi Ca®" csatorna pérusformdlé o alegységét kodolja. A klasszikus
Timothy-szindromat okoz6 mutaciok a porus fesziiltség-fliggd zarddasat akadalyozzak,
ezaltal tobblet Ca?* bearamlashoz, mely cardialisan a QT szakasz megnyuldsihoz vezet
[74]. A szindroma extracardialis manifesztaciojaként 80%-ban fordul el6 ASD [77],
ennek egyik oka, hogy a gén expresszids mintdja szovetenként eltérd. Az eltérd fenotipus
létrehozasara j6 példa a porusformaldé domén 6-os szegmentumat kddold 8/8A exonok
szovetenkénti kdlcsondsen exkluziv splicingja, mely fejléddés soran (embryonalis korban)
precizen szabalyzott. A 8A minor allélon megnyilvdnuld mutaciok cutan
nem asszocialhato [74]. A KIR-ben a kodolt fehérje a hippoampusz, az amygdala és a

putamen teriiletén expresszalod leginabb [44].
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A K" csatornak képezik az ioncsatorndknak legheterogénebb csoportjat, funkcidjukat
tobb jarulékos alegység befolyasolja. A DPP10 (Dipeptidyl peptidase 10) Kv4 csatorna
extracellularis alegységét kodolja, ezaltal befolyasolja a csatorna elektrofiziologiai
tulajdonsagait és sejtfelszini expressziojat, peptidaz aktivitassal viszont nem rendelkezik
[78]. Mivel a KIR-en kiviil, a mellékvesékben és pancreasban is expresszalodik,
valdszintisithetd, hogy a hormonalis illetve neuroendokrin szekrécié szabalyozasaban is
van szerepe [79]. A DPP csaladbol a DPP10-hez leginkabb hasonld peptidaz aktivitassal
nem rendelkezd, de Kv4 jarulakos alegységét kodold gén a DPP6 (Dipeptidyl peptidase
Osszefliggésbe (OMIM:616311).

A ligand fliggd ioncsatorndkat transzmembran receptoroknak is tekinthetjiik. A GABRB3
(gamma-aminobutyric acid type A receptor subunit beta3) a GABAa hetero-pentamer
ionotrop receptor B3 alegységeit kddolja. A gén az Angelman-szindroma specifikus
lokuszon beliil helyezkedik el, de biallélikusan expresszalodik, viszont epigenetikai
tényezok, példaul MECP2 altal okozott Rett-szindroma csokkentheti/eltolhatja az anyai,
illetve apai allélok expressziojat [80]. A GABRG1 (gamma-aminobutyric acid type A
receptor subunit gammal) a GABAA receptor y1 alegységét kodolja, mely a receptor
benzodiazepin allosterikus kotohelyének képzésében veszt részt. Az ASD-ben betdltott
szerepét egyelore csak esetkozlés szintjén sikeriilt felvetni [81].

A glutamaterg rendszer f6 ionotrop receptortipusai az AMPA és NMDA receptorok. Ezek
konformacio valtozésai, szinaptikus denzitdson valod expresszivitdsai hozzak létre a
szinaptikus plaszticitast, a memoria €és tanuldsi folyamatokhoz sziikséges hossza tavi
potenciaciot (LTP), hossza tava depressziot (LTD). A GRIN2B (glutamate ionotropic
receptor NMDA type subunit 2B) az NMDA glutamat receptor N2B alegységét kodolja,
mely prenatdlisan dominal a receptor N2A alegységének expresszivitdsaval szemben, mig
postnatalisan expresszidja lecsokken [82]. Mivel az ionotrop NMDA receptorok
alegységisszetétel valtozasai jelentdsen befolyasoljdk a csatorna elektrokémiai
tulajdonsagait, az alegységek expresszidjanak idébeli kontrollja pontosan szabalyzott. A
receptor upregulacidja a szinaptikus metaplaszticitas 1étrejottének egy f6 mozgatd rugoja
[47]. A metaplaszticitas a szinaptikus plaszticitas el6szobdja, mely képessé teszi a sejtet
a plaszticitads folyamataira, mint az LTP és az LTD. A GRIN2B mutacidinak szerepe

tobbszorosen alatamasztott komplex ASD formakban [49][83], patogén mutacioit mar
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autoszomalis domindns Oroklédést mutatd IKZ-val (OMIM:613970) és epilepszias
encephalopathidval (OMIM:616139) is 6sszefiiggésben hoztak.

Az aktiv ionaramlasban résztvevd, pumpafunkciot betoltd fehérjék koziil harom gén
keriilt vizsgalatra. Az SLC6A4 (solute carrier family 6 member 4) egy Na* dependens
szerotonin transzportert gatol, mely preszinaptikus elhelyezkedésének kdszonhetden a
szerotonin (5-HT) visszavételéért és ujrahasznositasaért felelés. A szerotonin ASD-ben
betoltott szerepe tobbszordsen megalapozott, egyrészt a fejlddésben betoltott funkcioja
miatt, masrészt, mivel az ASD-vel diagnosztizaltak kozel egyharmadaban észlelhetd
emelkedett szérum-szerotonin szint [84]. A gén altal kodolt fehérje bizonyos triciklikus
antidepresszansok €s szerotonin re-uptake gatlok célpontja [74]. Az SLC9AG és SLCIA9
gének altal kodolt fehérjek az Golgi-apparatus, endoszoma membranjaban jelenlévd
Na/H* pumpéakat (NHE) kodoljak, melyeknek f6 feladata az endoszémaban 1évé savas
kozeg megteremtése. Az endoszémaban betdltott szerepiik funkcionalis redundancidra
utal [85]. Az SLC9A6 mutacioi X-hez kotott sulyos foka IKZ-val, microcephaliaval,
epilepsziaval és ataxiaval jellemzett Christianson-szindromat okoznak (OMIM:300243).
A transzmembran receptorok koziil, nem csak az ioncsatorna funkcidjt, de a G-fehérje
kapcsolt, illetve enzim aktivitassal rendelkez6 fehérjék is érintettek lehetnek ASD-ben. A
GRPR (gastrin releasing peptide receptor) a gasztrin felszabaditd peptid (GRP)
neuronalis receptora, mely hét transzmembran doménjének koszonhetéen, a G-fehérje
kapcsolt transzmembran receptorok csoportjaba tartozik [86]. Mivel expresszidjat
elsdsorban a sejttesten és a dendriteken tudtdk igazolni, axonokban viszont nem,
valdsziniisithetd, hogy szabalyzo szereppel bir a szinaptikus transzmisszidban [87].
Legtobbet vizsgalt funkciodja a viszketés érzetéhez kotott, mely a gerincveld hatsod szarvi
GRPR porzitiv neuronjain keletkezik [88], azonban limbikus rendszerben vald
expresszidjanak koszonhetden, allatmodelleken, a félelem memaridban és az emocionalis
stresszreakcioban is szerepe van [87]. Széles korli expresszidjanak koszonhetéen tobb
neurodegenerativ és neurodevelopmentalis betegséggel asszocialtdk, de genetikai
eltérései egyeldore nem tamasztottak ala egyik betegségcsoportban sem [86][87]. A
C18orfl, mai nevén LDLRAD4 (low density lipoprotein receptor class A domain
containing 4) egy lipoprotein receptor domént kodol, TGF-B jelatviteli ut blokkolasa

kapcsan a GABAerg interneuronok képzddésében szabalyzd szereppel bir. Lokusza
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szkizofrénidra vald hajlammal kapcsolt, valésziniileg a serkentd-gatld szinaptikus
egyensuly megvaltozasa miatt [89].

Az enzim funkcidhoz kotott gének koziil két szindromas ASD formaval asszocialt gén
patomechanizmusa keriil itt leirasra, a Lesch-Nyhan-szindromat okoz6 HPRT1
(Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyltransferase 1) és a Noonan-szindromat okozo
PTPN11 (Protein Tyrosine Phosphatase Non-receptor type 11). A HPRT1 gén a purin
mentd atvonal egyik enzimjét kddolja, mely visszakanalizalja a guanint €s hypoxanthint
a DNS szintézis helyére. A gén funkciovesztd, hypomorph mutacioi X-hez kotott
recessziv Ooroklédésmenettel egy multiszisztémas betegséget okoznak, a Lesch-Nyhan-
szindromat. A neurologiai tiinetek mar csecsemdékorban észlelhetéek, a pszichomotoros
fejlodésbeli késlekedés utan extrapyramidalis tiinetek jelentkeznek. A diagnozist az
uraemia ¢és a hyperuricosuria kimutatasa alapozza meg. Specidlis neurobiologiai alapt
fenotipusa az Oncsonkitasig fajuld Onsértd magatartdas [16]. A mihamarabbi
hugysavesokkentd terapia alapja a korai felismerés, de a tiinetek kialakuldsat ez is csak
késleltetni tudja, a neuroldgiai tiinetek megjelenését viszont nem befolyasolja [90].

A PTPN11 egy intracellularis elhelyezkedésii tyrozin foszfatdzt kodol, melynek N
terminalis SH2 (SRC homology 2) katalitikus doménje feleldés az aktiv és inaktiv
konformaciok kozotti atkapcsolasért, A tyrozin-phosphataz (Y-phosphatase) domén
regulatorként miikodik a PI3K/AKT utvonalon [91]. A mutacidi esetében kimutathatod
emelkedett malignitdsra valo hajlam a PI3K/AKT tutvonalban jatszott szabalyzo szerepare
vezetheté vissza [91][92]. Patogén mutaciéi Noonan szindroma megjelenéséhez
vezethenek (OMIM:163950), mely esetében a kardioldgiai érintettség, alacsony noveés €s
a bortiinetetek jelenlétén tul, a leggyakoribb eltérés a kiilonb6z6 mértékii pszichomotoros
fejlédésbeli késlekedés és neuropszichiatriai tiinetek megjelenése.

Az allvanyfehérjék f6 szerepe az, hogy az eddig ismertetett sejtmembrani receptorokat,
csatornakat és sejtadhézios molekuldkat a citoplazma egyéb alkoto részeihez kapcsoljak.
A PTCHD1 (patched domain containing 1) altal kodolt fehérje egy transzmembran
fehérje, mely a PSD kiilonboz6 allvanyfehérjéivel 1€p interakcioba,és ezaltal van szerepe
a serkentd szinapszisok miikodésében [93]. Funkciovesztd mutaciéi nem szindromas
ASD-vel asszocialtak (OMIM:300830). Az allvanyfehérjék, azaltal hogy kiilonb6zo
fehérjéket hoznak egymas fizikai kozelségébe, passziv platformot teremtenek a jelatviteli

utak kialakulasara, azonban aktivan is részt vesznek komplex kaszkadok mitkédésében
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¢s szabalyozasaban. Az olyan zsufolt helyeken, mint a PSD kiilonosen fontos szerep jut
az allvanyfehérjéknek. Nem meglepd tehat, hogy az Oket kodoldé gének mutécioit,
kiilonb6z6 neuropszichiatriai betegségekkel is asszocialtak [94]. A SHANK (SH-3 és
multiplex ankyrin repeat domének) géncsalad tagjai, iletve a PSD-95-hoz kapcsolodd
discs-large-associated protein (DLGAP2) rizikdgéneknek tekinthetéek ASD-ben
[95][94]. A DLGAP2 (discs-large-associated protein) a glutamaterg szinapszisok
a jelatviteli komplexek Osszeszervezésében, a Shank fehérjékkel alkotott komplexek
keresztiil a szinaptikus morphogenesisben is részt vesz [94]. A Shank fehérjék regulator
szerepet toltenek be mind a metabotrop, mind az ionotrop glutamat receptorok altal
indukalt jelatviteli uton, illetve multiprotein komplexek kialakitdsaban vesznek részt mas
allvanyfehérje csaladba tartozo fehérjékkel osszekapcesolodva. Allatmodellekben
kortikalis sejtkulturdkon igazoltak, hogy SHANKS gén kiiitése az NMDA receptorok
membranba jutasat gatolja [96]. A SHANK3 altal kodolt allvanyfehérje a PSD
posztszinaptikus részén helyezkedik el, SH3 doménjein keresztiil kapcsolodik a
transzmembran glutamat receptorokkal, neuroligin-neurexin komplex-szel és ankyrin
repeatein keresztiil az intracellularis citoszkeleton aktin filamentumaival [54]. In vitro
vizsgalatok aldtamasztottdk, hogy SHANK3 mutaciok miatt csokken a tliskék aktin
felhalmozddasa, mely csokkenti a nytlvanyok hosszat és a tiiskedenzitast is [47]. Ez a
gén az elsék kozott szerepelt azon gének kozott, mely komplex ASD formak
kialakuldsdhoz vezet, amilyen a Phelan-McDermid microdelécids szindroma is. A
Phelan-McDermid-szindroma 22q13 kritikus régioja a SHANK3 lokusza, melynek
haploinsufficiencidja sordn, az Onkifejez0 beszéd hidnya, IKZ ¢és ASD komplex
fenotipusa alakul ki [97]. A SHANK2 lokuszt érint6 eltéréseket is Osszefiiggésbe hoztak
mar ASD-vel, de monogénes etioldgia nem nyert megerdsitést. A monogenitas helyett a
,multiple hit” hipotézist erdsitette, hogy mas, major genetikai eltérések is eléfordultak
SHANK2 mutéciot hordozé egyénekben, illetve, hogy a variansok nem szegregaltak a
tiinetekkel [50]. A gatlo szinapszisok allvanyfehérjéje a gephyrin (GPHN) [54].

Az allvanyfehérjék membran-asszocidlt guanilat kindz (MAGUK) csaladjaba tartozo
Ca%*/CaM-dependens serin protein kindz (CASK) multidomén szerkezetének
koszonhetden részt vesz a sejten beliili jelatviteli utak szabalyozasaban [62].

Funkciovesztd ¢és hypomorph muticidinak koszonhetéen kiilonbozd sulyossagu,

29



fenotipus spektrumu betegségek 1étrehozasaért felelések. Funkcidvesztdé mutécioi,
heterozigdta formaban, ldnyokat érintd, silyos microcephalidval és valtozd mértéki
pontocerebellaris hypoplaziaval jaro IKZ-t hoznak 1étre (OMIM:300749). Hypomorph,
missense mutaciéi X-hez kotott 6roklédésii, nystagmussal jaro IKZ-hoz vezetnek
(OMIM:300422).

A dystrophin (DMD) altal kodolt fehérje nem egy szo szoros értelemben vett
allvanyfehérje. Azért mutatjuk be mégis az allvanyfehérjék kozott, mivel a dystrophin-
glycoprotein komplex alkotasdban vesz részt, a PSD alkotéelemeként, géntermékei a
serkentd szinapszisok szervezddésében ¢és plaszticitasaban jatszanak szerepe [98].
Funkciovesztd mutacidoi X-hez kotott, elsésorban férfiakat érinté izomdystrophiat
okoznak, kifejezetten emelkedett kreatin kindz (CK) értékekkel. A Duchenne tipusi
izomdystrophiaban szenved6k 30%-aban ASD tiinetei is észlelhet6ek [99].

crer

A fehérje szintézisét és lebomlasat befolyasold mRNS funkcidt szabalyozo géneket
soroltuk ebbe a csoportba, amelyeknek szerepiik van az apoptosis szabalyozasaban ¢és a
novekedésben is. A ndvekedés egyik legfontosabb szabalyz6 utvonala az mTOR
jelatviteli utvonalhoz kapcsolhat6, mely tobb szindromas autizmusforma 1étrehozasaban
jatszik szerepet, ilyen a sclerosis tuberosa, illetve a neurofibromatosis. A sclerosis
tuberosa egy multiszisztémas, autoszomalis domindns 6roklédésti betegség, melyben a
TSC1 (TSC complex subunit 1), illetve a TSC2 (TSC complex subunit 2) gének patogén
mutécioi involvalodnak. A TSC1 altal kddolt hamartin egy novekedést gatlo protein, mely
a TSC2 altal kédolt tuberin stabilizacidjaban jatszik szerepet. A TSC2 tumor szupresszor
génként funkcional. A TSC2 expressziojanak csokkenése a neurontestek novekedéséhez
és a tiskeképz6dés fokozodasahoz vezet [100]. A fokozott tiiskeképz6dés miatt a
dendritmiikodés rendszertelen lesz €s ez vezet a tiinetek megnyilvanuldsdhoz. Klinikai
alapon az etiologiat nem lehet meghatarozni, mivel mindkét gén hibajabol fakadoan
jellegzetes bortiinetek alakulnak ki, melyek a betegség diagnosztizkus kritérium
rendszerét is megalapozzak (hypomelanotikus foktok, facialis angiofibroma, shagreen
foltok, ungualis fibromak). KIR érintettsége miatt subependymalis nodusok, corticélis
dysplazia, kiterjedt fehéralloméanyi laesio, ektopids sziirkeallomany jelenhet meg,
azonban az ¢lettartamot legjobban befolyasold tényezd a subependymalis orids sejtes

astrocytoma (SEGA) [101]. A TSC-vel diagnosztizaltak esetén az atlagpopulaciod
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prevalenciajahoz képest jelentdsen magasabb a viselkedésbeli tiinetekkel jaro betegségek
prevalenciaja, az ASD akar 61%-ban, ADHD 21-50%-ban, tanulasi nehezitettség 36-
58%-ban fordulhat el6 [101].

A TSC1l és TSC2 mellett a PTEN (phosphatase and tensin homolog) is a
PISK/AKT/mTOR jelatviteli Ut szupresszoraként hat. A PTEN egy tumorszupresszor
gén, amely eldsegiti a sejtciklus leallitasat az interfazisban és az apoptozist, mikozben
a rendelkezésre allo tdpanyaggal, az inzulin felszabadulédssal és a gyulladast eldsegitod
citokinekkel az mTOR ttvonalon [102]. A funkcidveszté mutacidknak koszonhetéen
csokken az apoptosis mértéke és a sejtek novekedése aktivalodik [103].
Haploinsufficienciaja macrosomiahoz, sulyos macrocephalidhoz vezethet, autisztikus
tiinetek és IKZ megjelenése mellett, a fejkorfogat méretei +2,5 SD-vel meghaladjak az
atlagot. Tobb szindroma és betegség hatterében is leirtak monogénes okként a PTEN
mutaciodkat, ezek kozos jellemzdje a macrocephalia. A fejkorfogat novekedése sulyos
esetekben mar intrauterin is észlelhetd [104]. Minden macrocephaliaval tarsulo ASD
esetet javasolt szlirni PTEN mutécio iranyaban, mivel a tarsul6 daganatképzddési riziko
terapids kovetkezményeket von maga utdn. A mutaciét hordozd egyéneket évente
pajzsmirigy €s borgyogyaszati konzulticiora kell irdnyitani, illetvei, 30 éves koruk utan
teljes tumorkutatast kell végezni sziir6 jelleggel [36]

A PTEN génnel ellentétben az mTOR jelatviteli Gt aktivatoraként funkcional a BDNF
(brain-derived neurotrophic factor), mely neurotrophinként, kulcsszerepet jatszik a
neuronok talélésében, differencialddasaban, novekedésében és fejlodésében [105].

A citoplazmatikus fehérjék mennyiségi szabalyozdsaban kulcsszerepe van az
ubiqitindcionak, amely sordn a fehérjék ubiquitin ligdz segitségével ubiquitindlodnak és
igy keriilnek lebontasi helyiikre, a proteaszomaba. Az UBE3A (E3 ubiquitin-protein
ligase) a rendszer egyik f6 komponense, mely imprintalt - maternalis formaban
expresszalodik a neuronokban, mig a szervezet egyéb teriiletein biallélikusan [106]. A
gén patogén mutacioi Angelman-szindromat okoznak, amely gyakran tarsul ASD-vel, de
kifejezett IKZ és egyéb neuroldgiai tiinetek is megjelenhetnek, mint az ataxia és a
végtagremegés. Fontos, patognomikus magatartasbeli manifesztaci6 a gyakori
indokolatlan nevetés, mosolygéds ¢és az ingerlékenysége. Komplex ASD formanak

tekinthetjiik a microcephaliamikrocefalia és az epilepszia tarsuldsa miatt. A fejloddésbeli
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elmaradas mar hat honapos korban jelentkezhet, azonban a specilis tlinetek csak tobb év
utan indulnak [107].

A KLHL3 gén altal termelt protein a CUL3-medialt ubiquitinizacidoban szubsztrat adaptor
szerepet tolt be, az E3 ubiquitin ligdz komplex részeként [108]. Patogén mutaciodi
pseudohypehyperaltosterismust okoznak.

Az E3 ubiquitin ligdz masik fontos eleme a KCTD13, melynek ASD-ben betoltott
szerepére a 16pl1.2 lokuszt érint6 CNV-k mutattak ra. A gén altal kodolt nuklearis
protein ubiquitinalisan expresszalt a szervezetben. Allatkisérletek soran igazolodott, hogy
gén delécidja egerek esetében csokkent szinaptikus transzmisszidhoz vezetett, mely
korrelalt az RhoA emelkedésével, ez potencidlis terapids célpont lehet, amennyiben
igazolodik, hogy a RhoA szint emelkedése vezet a kctd13 knock out allatok tlineteihez
citoszkeleton aktivacidja soran szinaptikus transzmisszid fokozodasdhoz vezet. A
KCTD13 dozisfiiggdségére enged kdvetkeztetni az a tanulmany, miszerint zebrahalakban
a KCTD13 overexpresszidja microcephalidval, szupresszidja macrocephalidval
asszocidlt. A gén kromoszoma lokuszan létrejovo deléciok esetében human mintéban is
észlelhetd volt a macrocephalia jelenléte [110].

Az OPHNL1 (oligophrenin 1) gén is az RhoA tutvonalon kapcsolhatd az idegrendszer
fejlodéséhez, GTP-aktivald tulajdonsaga révén. Az Rho-GTPaz ttvonal represszios
faktoraként mikodik az inaktiv, GDP koté konformacié tamogatasaval [111].
Kulcsszerepe van az aktivitas dependens dendrit fejlédésben és az excitatoros szinaptikus
plaszticitasban, az AMPA receptorok stabilitasdban. Miikodése az NMDA receptorok
aktivitasatol fiigg. Csokkent expresszioja az AMPA receptorok destabilizaciojaval a
szinaptikus plaszticitas csokkenéséhez vezet [112]. Az OPHN1 magasan expresszalodik
neurdlis veldcsd neuroepitheliumdban és késobb kiilonbozd agyi teriiletek mitkddése
soran is észlelték expresszidjat, pl a hippocampalis CA1 neuronok eseté [113].

Az Rho-GTPaz jelatviteli utvonal represszoraiként funkcionalo KCTD13 és OPHN1
mellett, két Rho-GTPaz aktivitasat szabalyzo, guaninet cseréld faktorként (GEF Guanine
nucleotide exchange factor) funkcionald gént is vizsgaltunk. Az elsd, egy komplex ASD
formahoz, Aarskog-szindroma (OMIM:305400) kialakulasahoz vezet6 FGD1 (RhoGEF
and PH domain containing 1). A protein N-terminalis doménje a filopoda képzddést
gatolja az Rho-GTPaz aktivitasnak koszonhetden [114][115]. Az FGD1 gén mutacioi
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faciogenitalis dysplasidhoz és , multiplex szkeletalis eltérések kialakulasahoz vezetnek,
amely X-hez kotott 6roklédésmenetet kovet (OMIM: 305400). A DOCK4 ( Dedicator of
cytokinesis 4) gén szintén GEF aktivitason keresztiil szabalyozza a Rho-GTPaz utvonalat,
olyan modon, hogy katalizalja a GDP-GTP atalakulast [111].

A MID1 (midline 1) génterméke a mikrotubulusok felszinén helyezkedik el és a
citoszkeleton asszocialt mRNS transzport és mTOR kaszkad transzlacios szabalyzasaban
van szerepe [116]. Mivel a mutans fehérje a cytosolban marad, igy karosodik a
mikrotubulus asszocialt mRNS transzport és nem jon 1étre a ribonucleoprotein komplex.
A gén mutacidi az E3 ubiquitin ligdz kdrosodasanak kovetkeztében a katalitikus funkcidju
Opitz-szindromaért (OMIM:300000) feleldsek, mely  hypertelorizmussal,
hypospadiasissal ¢és mas kongenitalis kozépvonali malformacidval jar egyiitt. A
koézépvonali malformaciok jelenléte kulcsfontossagu a diagnodzis felallitasaban.

2.3.3.4 A sejten beliili transzportfolyamatok génjei

A KIR kialakuldsa soran a neuronok a ventriculdris z6nabol glia-vezérelt migracio
segitségével hozzak 1étre a neocortexet €és helyiiknek és kornyezetiiknek megfelelden
differencialodnak [54]. Migraciojuk soran tobb konformacié valtozason mennek
keresztiil, mely a mikrotubulusok kialakuldsan, fenntartasdn és alland6 atalakuldsan
keresztiil valosul meg. A mar kifejlodott, rendeltetés szerinti helyilikre migralt és
haloézatokba szervezddott neuronok megfeleld mikodését a sejten  beliil
transzportfolyamatok hatarozzak meg, melybenszintén kulcsszerepe van a citoszkeleton
alkoto elemeinek [118].

A PAFAH1BL1 (platelet activating factor acetylhydrolase 1b regulatory subunit 1) egyike
azon géneknek, melyet a legkorabban azonositottak a kortex morphologiai elvaltozasanak
hatterében. A gén altal kodolt acetyl-hydroldz a trombocyta aktivald factor (PAF)
inaktivaciojaban jatszik szerepet. A sejten beliili transzportfolyamatokban jatszott
szerepét a dynein mikrotubulus motor proteinre gyakorolt szabalyzo szerepe adja [119].
A geéntermék dimerizacidja, majd mas fehérjékkel valod tetramerizacioja kovetkeztében
mikrotubulusok dinamikdjaban van szerepe, ezért konformacio véltozasa kovetkeztében
stlyos migraciés zavar a lissencephalia alakul ki [119]. Patomechanizmusat illeten

haploinsufficiencidja a kéros neurondlis migracid és differencidlodas kovetkeztében, az
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atlagosnal vastagabb, négy rétegii primitiv cortexet felépiiléséhez vezet, ezzel pachy- és
agyriat hozva létre [120].

A SPAST gén altal kodolt spastin fehérje az idegrendszer egyik legfontosabb
mikrotubulus hasité fehérjéje, mely az evoluciosan konzervalt AAA doménje révén
ATPase aktivitassal rendelkezik [121]. A mikrotubulusok dinamikajanak fenntartasa
révén szerepe van az axon képzddésben és az elagazodasok létrehozasaban, ezaltal a
transzportfolyamatokban. Patogén mutacioit herediter spastikus paraparesis 4-es
tipusanak hatterében irtak le [122]. A KATNAL2 (katanin catalytic subunit Al like 2)
szintén a mikrotubulus hasitdsban jatszik szerepet, de novo funkciévesztd mutacioi
simplex ASD-s esetekkel asszocialtak [123].

Az aktin citoszkeleton dinamikéért felelds gének koziil tobb esetben taldltak asszociaciot
IKZ és ASD vonatkozasaban [48]. A Nance-Horan-szindromat okozo gén (NHS) példaul
az aktin remodellacidban jatszott szerepének kdszonhetden meghatarozza a sejtek alakjat
és ezaltal modulalja a sejtek Osszekapcsolodasat, a fokalis adhéziok kialakulasat [124].
X-hez kotott dominans modon 6roklodik, ezért fitkban sulyos, mar sziiletéstél fogva
jelenlévd diszmorfoldgiai tiinetekkel jar, melyhez congenitdlis cataracta tarsul
latasvesztéssel, de ndi hordozok esetében is szamitani kell cataracta kialakulasara
(OMIM: 302350). Az esetek 30-80%-ban kiilonb6zé mértékii IKZ tarsul a korképhez,
stlyosabb esetekben markans ASD tiinetekkel [125].

A mikrotubulusok betorése a lammelipddiumokba, a stabil mikrotubulusok és az aktin
filamentumok felhalmozodasa a nyulvanyképzddés helyszinén inditja el az axon
specifikaciot [118]. A MET (MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase) altal kodolt
tyrosine kindz az idegrendszer korai fejlédési stadiumaban az axonok végein jelenlévo
novekedési kupokban expresszalodik [126]. MET szignal hianya morfologiai
eltérésekhez vezet, hosszitavl tulexpresszidja végiil a glutamaterg szinapszisok
csokkenését eredményezi [126]. Ezért a MET szignal idobeni szabalyozasa kritikus
jelentdségl a kiilonbozo szinapszisok és a lokalis 0sszekottetések kialakulasdhoz.

A neurondlis migracio egyik legismertebb extracellularis szabalyzo6 eleme a RELN altal
kodolt Reelin glycoprotein, melyet a marginalis zona Cajal-Retzius sejtjei expresszalnak
[54]. Mutacioi recessziv  Oroklédésmenettel major morfologiai elvaltozasokat
eredményeznek a KIR-ben, ezaltal lissencephalidhoz vezetnek, mig dominans formaban

epilepszia megjelenését eredményezik [127]. A LAMC3 (laminin subunit gamma 3) az
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extracellularis matrix alkotéelemeként szintén iranyitoként funkcional a neurondlis
migracioban. Csucs expresszidjanak ideje is egybeesik ezzel, valamint a kortex
szervezddésével [128]. Autoszomalis recessziv formaban mutacioi occipitalis teriileti
cortikalis malformacidval asszocidltak (OMIM:614115), mely tiikkr6zi a funkcionalis
géntermék temporo-occipitalis régidban kimutatott dominans lokalizaciojat [128].

A KIR jol differencialt, érett neuronjainak bels6 transzportfolyamata az endoplazmatikus
retikulum sejtmaggal és Golgi-késziilékkel alkotott Osszekottetésein keresztiil valdsul
meg. Az AP1S2 (adaptor related protein complex 1 subunit sigma 2) az adaptor protein
1 legkisebb, szigma, alegységét kodolja, melynek Golgi-késziilék cytoszoli részében jelen
1év6 clathrin burok kialakitasaban van szerepe [129]. Az X kromoszéman elhelyezkedd
szindromas, fitikat érinté IKZ hatterében [129]. A VPS13B (vacuolar protein sorting 13
homolog B) egy cis-Golgi-késziilékkel asszocialt fehérje, melynek az intracellularis
vezikula transzport soran, a szintetizdlodd fehérjék eloszlasanak irdnyitdsaban van
szerepe. Kiilonbozd interakcioi révén hozzdjarul a Golgi-késziilék szerkezeti egységéhez
¢s mitkddéséhez, illetve a neurogenezis sordn a nyulvanyképzddésben is szerepe van
[130]. Autoszomalis recessziv oroklddésmenettel Cohen-szindromat eredményez, mely a
szindromas ASD formak csoportjaba tartozik [35], mivel a globalis fejlédésbeli
elmaradés, hypotonia ¢s IKZ mellett a sulyos, mar gyermekkorban manifesztalodo
szemtiinetek jelezhetik a szindroma fennallasat.. A pubertds korban megjelend obezitas
differencial diagnosztikai nehézséget jelent a Prader-Willi és a Bardet-Biedl-szindroma
iranyaban. Tipusos diszmofologiai jegyeik az alacsony novés, iziileti hypermobilitas,
microcephalia tarulasa, arcberendezésiik esetén vastag szemoldok, lefelé iveld szemrések
jelenléte, illetve a rovid philtrum és myopathias arckiillem észlelhet6 [131].

A DHCRY7 (7-dehydrocholesterol reductase) a koleszterin bioszintézis utols6 1épésének
katalitikus enzimjét kodolja. A KIR minden sejtciklusdban a koleszterinnek és
szarmazékainak szerteagazo szerep jut, a periférias koleszterin hatastol fuggetleniil [132].
Az enzim koéros/hianyzo miikodése soran emelkedik a 7-dehydrocholersterin szint, a
koleszterin szint lehet alacsony, de eshet a normalis tartomanyba is [133]. Az
anyagcserebetegségek esetében jellemzd, autoszomalis recessziv oOroklddésmenettel,
patogén mutacio a Smith-Lemli-Opitz-szindromat (SLOS, OMIM: 270400) okozzak,

melynek cardindlis tiinetei kozott az autisztikus vonasok megjelenése is szerepel. A

35



gyanut az anyagcsere vizsgalatok eldtt a jellemzd klinikai tiinetek jelenléte mar
felkeltheti, ilyen a microcephalia, suly- és pszichomotorosfejlddésbeli elakadas, illetve a
tobbszords morfogenetikai eltérések jelenléte. Morfogenetikai eltérések koziil jellemzo a
keskeny homlok, az epicantusredd, a micrognathia, a szdjpadhasadék és a syn-
/polydactilia jelenléte [134].

A vel6cs6d zarddéasi rendellenesség és folsav hidny asszociacié miatt, tobb
neuropszichidtriai betegséggel hoztak mar Osszefiiggésbe a genetikailag vagy
immunologiai okokbol 1étrejové cerebralis folsav deficienciat [135]. A FOLRL1 (folate
receptor alpha) gén mutacioi sulyos, infantilis kezdetli epilepsziaval, fejlodésbeli
regresszidval és myelinizacids zavarral jard betegséget képesek 1étrehozni, melyhez a
ligourban sulyosan csokkent 5-methyltetrahydrofolat deficiencia tarsul [136]. Nem
felismert esetekben ez ASD specifikus tiinetek megjelenéséhez vezet az ASD specifikus
¢letkorban [136]. A genetikai és immunoldgiai, folsav receptor antitesttel asszocialt

betegség elkiilonitése fontos az optimalis menedzsment és terapia szempontjabol [135].

2.3.3.5 A chromatin remodellaciéban szerepet jatszd gének és transzkripcids faktorok

Az emberi DNS hiszton fehérjékre tekeredve, nukleoszomak forméjaban van jelen a
sejtekben. A gének transzkripcidjdhoz a nukleoszoméba rendezdodott kromatinnak
(heterokromatin) az RNS-polimeraz szamara hozzaférhetévé kell valnia, vagyis
eukromatinna kell alakulnia, ezt a dinamikus atalakulast nevezziik kromatin
remodellacionak. A transzkripcids faktorok olyan fehérjék, amelyek a DNS-hez kotédve
eldsegitik vagy ¢éppen gatoljak a gének atirdéddsat mRNS-s¢. A KIR kromatin
csokkenthetik a szinaptikus rés génjeinek expresszidjat, ezaltal moduldlva a szinaptikus
plaszticitast. A génexpresszio valtozasanak hatterében allo tényezOket epigenetikai
faktoroknak nevezziik. Epigenetikai faktorok hatdsara a DNS szekvencia sorrendjének
megvaltozasa nélkiill médosulhat egy gén funkcidja. A gén altal hordozott informacid
kifejezddésében, a meghatarozott bazissorrenden feliil, fontos szerepe van a DNS lanc
metilaciojanak, hisztonok acetilaciojanak és metilacidjanak, illetve a nem-kodolé RNS
transzkripteknek. Mivel a szinaptogenezissel egyidében a CpG szigeteken kiviili
metilacid észlelhetd, feltételezhetd, hogy az idegrendszer kiilonb6z6 €rési fazisaiban az
epigenetikai szabalyozasnak fontos szerepe van [137]. Epigenetikai szempontbol harom

kiilonb6zd folyamattipusban szerepet jatszo gént lehet elkiiloniteni: azokat amelyek

36



»irjak” a kodot, tehat kiilonb6z6 oldallancokat illesztenek a DNS-re vagy hisztonra,
ezaltal befolyasolva a DNS ¢s hiszton kozotti kotéserdsséget, azokat amelyek ,,torlik” ezt
a kodot, tehat levalasztjdk az oldallancokat, illetve azokat amelyek ,,olvassak” és
megértik ezt a kodot, tehat a tényleges komformacio valtozast idéznek el6 [138]. A
paneliinkon szerepld transzkripcids faktorokat és chromatin remodellacioban szerepld

géneket e szerint a szempont rendszer szerint mutatjuk be [138].

2.3.35.1 Azirok

Az ,,irok” koziil a CREBBP (CREB binding protein) hiszton acetiltranszferaz (HAT)
doménje a hisztonok lysin reziduuménak acetildciojaért felel, mely aktivalja a
transzkripciot, mivel a chromatin kondenzaltsagat a hiszton acetilacié csokkenti [139]. A
CREBBP koaktivatorként funkcional bizonyos DNS kot6 transzkripcios faktorok és RNS
polimerazok kozott [139]. Patogén mutacidi vagy genomi lokuszanak delécidja a
Rubinstein-Taybi-szindromaért felelések, amely jellemz6 fenotipusos jegyeivel (széles 1.
ujjak, lefelé iveld szemnyildsok, alacsony nodvés, vastag szemoldok és lecsiingd
columella) szindromas ASD formaként ismert [140].

A hiszton metilacionak transzkripcidra gyakorolt hatdsa nem annyira egyértelmi, mint a
hiszton acetilalacioé. A paneliinkben vizsgalt gének koziil az NSD1 (nuclear receptor
binding SET domain protein 1) és EHMT1 (euchromatic histone lysine methyltransferase
1) géneknek a hiszton metilacidban van szerepiik, metiltranszferaz aktivitasuk révén
[138]. Az NSD1 haploinsufficiencidja tulnovéssel, IKZ-vel ¢és jellegzetes
arcdiszmorfiaval jar6 Sotos-szindroma (OMIM: 117550) megjelenését eredményezi. Bar
patomechanizmusa még nem teljesen tisztazott, expresszidja és specifikus H3-lizin
hiszton metilaldo képessége sziikséges az intragénikus DNS szakasz metilacidjanak
fenntartasahoz [141]. Az NSD1 daganatképzddésben jatszott szerepét is az intergénikus
szakaszok hypometilaciojaval hozzak Osszefiiggésbe [141]. Az EHMTL1 a H3 hiszton
farok metilacioja altal szabalyozza a chromatin fonal szerkezetét, ezaltal megvaltoztatva
a DNS hozzaférhetoségét a transzkripciot kozvetitd fehérjék szamara [142].
Haploinsufficienciaja ASD-vel és facidlis diszmorfidval jardo Kleefstra-szindroma
megnyilvanuldsat eredményezi, melynek patomechanizmusaban a nonsense-medialta
mRNS lebomlas all [143].

Az AUTS2 (activator of transcription and developmental regulator AUTS2) a polycomb

represszios komplex (PRC1) alkotoelemeként a H2A hiszton monoubiquitinacidjaban
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vesz részt. A komplex represszids aktivitdsdnak semlegesitése révén transzkripciods
aktivatorként funkcional [144]. Racl-re gyakorolt szerepe altal a mikrotubulusok
[145]. Beunders és mtsai. munkassaga révén igazolodott, hogy kopiaszam eltérései
fenotipusosan jol korvonalazhat6 szindromas ASD format hoznak létre (OMIM:615834),
melyeknek f6 jellemvondsa az ASD mellett az IKZ, a microcephalia és az epilepszia
jelenléte [146].

2.3.3.5.2 Radirok
Hisztonok deacetilacigja konzervalja a chromatin szerkezetet, ezért a transzkripcidra

negativ hatassal van. A PHF6 (PHD finger protein 6) gén a nukleoszoma remodellacio
¢és deacetiliz (NuRD) komplex része [147]. Patogén mutacioi Borjeson-Forssman-
Lehmann-szindromaért (OMIM:301900) felel6sek, amely stlyos IKZ-val, epilepsziaval,
hypogonadizmussal, gynecomastiaval, illetve obezitdssal jar. Arcdiszmorfoldgiai
szempontbol az arc borének subcutan megvastagodasa, a sziik szemrések €s a nagy, nem
deformalt fiilek jelenléte alapjan megismerhet6 [148].

A Cornelia de Lange-szindroma (OMIM:122470) patomechanizmusaban is
megfigyelhetd a hiszton deacetilacié zavara, mely soran a cohesin komplex szerkezete
megvaltozik [149]. A cohesineknek kdszonhetd, hogy az anafazisig a testvérkromatidak
Osszekapcsoltak. A Cornelia de Lange-szindroma hatterében leirt Osszes génhiba
kiilonb6z6 utvonalakon de mindig a cohesin komplex diszfunkcidjat eredményezi [150].
SMC1A (structural maintenance of chromosomes 1A) gén a cohesin egyik magfehérjéjét
kodolja [151]. A NIPBL (NIPBL cohesin loading factor) pedig a DNS szal cohesin
komplexbe valé betoltédéséért felel [150].  Bar kézenfekvonek tiinik, hogy
szindroma patomechanizmusanak hatterében a tavolhatasi enhancer-promotor interakciod
sériilése szerepel, melynek sordn az génexpresszidaktiv hurokkonstrukcidja karosodik
[151]. A Cornelia de Lange-szindromat a szindromas ASD formak csoportjaba soroljuk,
mivel a jellegzetes fels6 végtagi destruktiv tiinetek, az alacsony ndvés €s az arcdiszmorfia
mellett, gyakori az ASD jelenléte is [152]. A NIPBL haploinsufficiencidjahoz tarsulo
tiinetek stlyosabb, mig a SMC1A mutacidkhoz tarsuld fenotipus kevesebb minor

anomaliaval és enyhébb novekedésbeli kovetkezményekkel jar [150].
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Az ANKRD11 (ankyrin repeat domain 11) az ankyrin repeat tartalmu kofaktor csalad
tagja, ami hiszton deacetilazokkal valé kotodése altal a ligandfiiggd transzkripcios
aktivaciot gatolja [153]. Hypertelorismussal, a felsé metszéfogak macrodonciajaval és
IKZ-val jar6 KBG szindroma hatterében ismerhetdek fel mutacidéi (OMIM:148050), mely
egyike a leggyakoribb autoszomalis domindns oOroklodéstt IKZ-nak. A gén
neurodevelopmentalis betegségekben betoltott szerepét az is alatamasztja, hogy
kromoszomalis lokuszat érint0 heterozigota deléciock ASD ¢és IKZ tarsulasaval
asszocialtak [154].

Az epigenetikai ,,radirok™ csoportjdban sorolandé a hiszton demetilacidjaban szerepet
jatszo KDM5C (lysine demethylase 5C) gén is, mely a H3K4 tri-, dimetilalt formajanak
demetilacidja altal csokkenti a transzkripcio mértékét [155]. A KDM5C t6bb szaz gén
szindromas IKZ monogénes formajaban irtak le funkcid veszté mutacioit, amely X-hez
kotott oroklodés menetet mutat, de ndk is érintettek (OMIM:300534). Erre két eltérd
magyarazat 1étezik, az egyik a mutéacio kancsal X inaktivaciot eredményez6 hatasa [156],
a masik az onkogenesis soran észlelt X inaktivaciotol fiiggetlen expresszioja [157]. A
KDM5C mutacio fenotipusjegyei kozott az IKZ és ASD mellett, tobb esetben emlitik a

microcephalia és epilepszia tarsulasat, egyéb minor fizikalis anomaliak mellett [156].

2.3.3.5.3 Olvasok - Chromatin remodelldcio effektorai
Az epigenetikai kod olvasdinak azokat a géneket tekintjilk, melyek a chromatin

remodellacioi altal elérhetdvé teszik a chromatint a leolvaséasara. Szélesebb korben ide
soroljuk az Osszes transzkripcios faktort, melyek DNS kotd doménjeiken keresztiil
kapcsolodni képesek egy a specifikus DNS szakaszhoz, ezaltal befolyisolva a
transzkripciot.

Az ASD patomechanizmuséaban leginkabb szerepet jatsz6 ,,0lvas6” a MECP2, amely a
metilalt CpG gazdag régiokhoz kotddik tobb szaz gén expresszidjat befolyasolja [158]. A
transzkripcid represszoraként szorosan egyiittmiikodik a hiszton deacetilazokkal [159].
Az MBD5 (methyl-CpG binding domain protein 5) altal kodolt fehérje, szintén tartalmaz
metilalt CpG kot domént, viszont azt, hogy 6 is kotddne metilalt vagy demetilalt DNS-
hez nem sikeriilt igazolni. Mivel a heterochromatinnal kolokalizalt, ezért valdszinti, hogy
ennek a kialakulasaban és funkcidjaban van szerepe [160]. Mutacioi és delécioja altal

okozott haploinsufficiencia IKZ, microcephalia és epilepszia megjelenésével asszocialt.
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A 2923.1 microdelécios szindromaban is a MBDS5 lokuszanak delécioja hozza 1étre ezen
fenotipusjegyeket [161].

A hatékony ¢és gyors chromatin atrendezddés energia igényes folyamat. A CHD7
(chromodomain helicase DNA binding protein 7) és CHD8 (chromodomain helicase DNA
binding protein 7) gének az ATP dependens chromatin remodellatorok helicase
csaladjaba tartoznak [162]. A CHD?7 a csaladra jellemz6, N-terminalis chromodoménen
¢és a centralis helikdz doménen kiviil, mas funkcionalis doménnel is rendelkezik, mely
megteremti mas chromatin remodellatorokkal vald kapcsolodasat [162]. Az el6bbi két
Ubiquitinalis expressziojara utal a mutacidihoz kothetd tobbszervrendszert érintd
fenotipus, mely a CHARGE szindroma megjelenéséhez vezet (Isd. késébb) [163]. A
CHDS8 mutacioit az utdbbi 5 évben hoztdk Osszefliggésbe monogénes ASD formaval
[164], korabban ATP dependens hiszton-DNS kotéseket oldo (DNS helicase) enzimként
volt ismert, mely a wnt (homeobox) jelatviteli atvonalban bet6ltott funkcioja miatt jatszott
szerepet a korai morphogenesisben [165]. A helicase ATP dependens chromatin
remodellator csalad egy masik tagja, az ATRX (alpha-thalassemia mental retardation X-
linked) gén terméke, amelyet szintén szindromas, alpha-thalassémiaval jaro, ASD forma
hatterében irtak mar le (OMIM:301040).

Homeobox géneknek nevezziik azokat a géneket melyek egy 180 bp hosszi evolicidsan
konzervalt homeodomént tartalmaznak. Ezen szakasz megfeleld atirodasa ¢és
konformacidja képes kapcsolddni a DNS-hez. A géncsalad tagjaira kiilonosen jellemzd,
hogy a szdveti morphogenesis soran igen aktivak, mivel kiilonboz6 kopidik a test
megfeleld szelvényezettségét hozzak 1étre. Az ARX (aristaless related homeobox) egy
homeobox transzkripcids faktor, melynek hatasat az eléagy, a pancreas és a herék
fejlodésében irtak le [166]. A gén mutacidit tobb, major morpholdgiai eltéréssel tarsulo,
neuropszichiatriai  betegség hatterében azonositottdk, mint a lissencephalia
(OMIM:300215), az epilepszias encephalopathia (OMIM:308350), a corpus callosum
agenesia €s genitalia eltérések tarsulasa (OMIM:300004), illetve a szindromas és nem-
szindromas IKZ, melyek koziil barmelyik tarsulhat ASD-vel. Transzkripciot befolyasolod
hat4dsa mai napig nem teljesen tisztazott, bizonyos mértékii fenotipus-genotipus korrelacio
viszont észlelhetd. Trunkans mutacidi esetében morpholdgiai eltéréseket, mig polyalanin

régid expansiojaval jaro eltéréseit IKZ és epilepszids encephalopathia hatterében
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azonositottak [167]. AHOXA1 (homeobox Al) gén terméke az agytorzs, fiil, n. abducens,
cardiovascularis morphogenesisben jatszik szerepet, expresszidja az embryogenesis
soran térben és idében pontosan meghatarozott [168]. Homozigdta trunkans mutacioit az
Athabascan agytorzsi dysgenesia szindromaban (OMIM:601536), illetve Bosley-Salih-
Alorainy-szindromaban (OMIM:601536) azonositottak. Bar a szindromakat kiilonb6z6
névvel illetik, fenotipusjegyeik nagyon hasonloak, mindkettdben domindl az agyi
morfologiai eltérés, a congenitalis horizontalis tekintés gyengeség, illetve a sensoneuralis
hallascsokkenés. Az esetek egy részénél ASD is tarsult a Bosley-Salih-Alorainy-
szindromahoz [168]. A SATB2 (SATB homeobox 2) altal kodolt, specialis AT gazdag
szekvenciakhoz k6t6do nucledris matrix protein C terminalis végén szintén megtalalhatd
a homeodomén szekvencia. Heterozigota mutacioi, az el6zéekhez hasonldan, szintén
morfologiai elvaltozasokat eredményeznek féleg cranio-facialis részen, illetve IKZ-val
tarsulnak, igy létrehozva a Glass-szindroma klinikai képét (OMIM:612313).

A RAI1 (retinoic acid-induced protein 1) egy sejtmagi fehérjét kodol, mely kiilonb6z6
DNS régiok aktiv promoter szekvencija irant mutat affinitast [169]. A gén funkciovesztd
mutacioi szindromas ASD formahoz, a Smith-Magenis-szindromahoz (OMIM:182290)
kothetéek, ahol az ASD, az ADHD és a tarsul6d neurologiai tiinetek mellett, rendkiviil
gyakori az alvaszavar jelenléte [170]. A gén a 17-es kromoszoéma rovid karjan
helyezkedik el, lokusza specifikus lehet mentélis betegségek tekintetében, mivel nem
csak funkcidvesztése, haploinsufficiencidja, de duplikaciobol adodo tobblet is
viselkedésbeli tiineteket von maga utan [171]. A géntermék a sejtmagban tobb gén
expressziojat segiti. Leginkabb kutatott funkcidja a cirkadian ritmusban betdltott szerepe
[172]. Ezen kiviil a Smith-Magenis-szindromahoz tarsuld, életkorral valtozo
expresszivitast mutaté dysmorfologiai jegyek miatt valosziniisithetd, hogy a RAI1 protein
szerepet jatszik az agy, valamint a fej és az arc csontok fejlédésében is [170].

A MED12 (mediator complex subunit 12) olyan a szerepet tolt be a transzkripcidoban, mint
az allvanyfehérjék a jelatviteli utakban. A mediator komplex, amelynek alkotdegységét
koédolja egy platformot képez a szekvencia specifikus transzkripcids faktor és a nem
specifikus RNS polymeréz Il kozott. Annak fliggvényében, hogy milyen transzkripcios
faktorokhoz kotédik aktivator és represszor szerepét is betoltheti [173]. A gén hibajat
harom, kiilonb6zd fenotipusban megnyilvanulo, szindroma hatterében is kimutattak, a

Lujan-Fryns (OMIM:309520), az Opitz-Kaveggia altal leirt FG (OMIM:305450) és Ohdo
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(OMIM:300895) szindréma hatterében. Mindhdrom tarsulhat IKZ-al, viszont mig az els6
ketté esetében a macrocephalia, corpus callosum érintettség jellemzd, de nem tul
specifikus, addig az Ohdo-szindréma esetében a blepharophimosis patognomikus [174].
A kommunikécios céllal hasznalt beszéd eltérései az egyik legfontosabb endofenotipus
jegyek ASD-ben. Tobb olyan ASD kandidans gént ismeriink, melyek elsddlegesen sulyos
beszédzavarral, beszédképtelenséggel asszocialtak. A forkhead transzkripcios faktorokra
jellemz6 a csalad villa alaka, névado, DNS koté doménjének jelenléte, amely mellett egy
stabilizal6 cink ujj domén is jelen van [175]. A leucin zipzar doméneknek kdszonhetben
a FOXP1 (forkhead box P1) és FOXP2 (forkhead box P2) hetero- és homodimerek
alkotasara képes [175]. Eleinte a FOXP2, majd a FOXP1l gén mutacioit hoztak
Osszefliggésbe kiilonb6zd mértékli beszédzavarral, mely a megtartott nonverbalis 1Q
szinttel jar6 gyermekkori verbalis dyspraxiatol (OMIM:602081), egészen a csokkent 1Q
szinttel és ASD-vel tarsuld beszédzavarig (OMIM:613670) terjedhet. Transzkripcids
tartjdk szdmon a neurodevelopmentélis fenotipus hatterében. A betegséggel
Osszefliggésbe hozott mutaciok 80%-a ebben a doménben talalhatd [175]. Transzkripcios
faktorként tobb jelatviteli Gt szabalyzasaban vesz részt, példaul csokkenti a CNTNAP2
preszinaptikus sejtadhézids gén expresszidjat, melyet szintén beszédhibaval és IKZ-vel
jard betegséggel asszocialtak (OMIM: 610042).

A ZNF804 (zinc finger protein 408A) gén bizonyos polymorphismusai rossz verbalis
képességgel asszocialtak [176]. A ZNF804A expresszidja a terhesség masodik
trimeszterében volt kimutathato a neocortexben, mig érett KIR esetén hianyzott [177]. Ez
az expresszios kiillonbség is tdmogatja azt az elméletet, miszerint a fejlodés fazisainak
cstszasa [126], bizonyos kulcsingerek kimaradasa vezethet az ASD kialakulasahoz [177].
A cink ujj proteinek széles funkcionalitasi platformja miatt a ZEB2 (zinc finger E-box
binding homeobox 2) altal kodolt fehérje is szindromas ASD forma l1étrehozasaért felelds
[177]. A Hirschprung-korral, corpus callosum agenesiaval, microcephaliaval és IKZ-val
jar6 Mowat-Wilson-szindroma (OMIM:235730) pontos patomechanizmusa ugyan nem

ismert, de az igazolodott, hogy a ZEB2 altal kodolt transzkripcids factor hidnya a striatalis

------

42



2.3.4 Epigenetikai tényez6k — imprintalt gének az ASD hatterében
Egyes allatmodellek arra engednek kovetkeztetni, hogy az ASD tigy is tekinthetd, mint
az agy imprintalt betegsége [179]. A KIR génexpresszioja soran észlelt imprintingnek
fontos szerepe van a viselkedés megnyilvanulasaban [180]. A szindromas ASD formaval
leggyakrabban asszocialt imprintalt kromoszéma lokusz a 15911-13 [180]. A lokuszon
szereplo UBE3A maternélis formaban expresszalodik a neuronokban, mig a szervezet
egyéb teriiletein biallélikusan [106]. Az SNRPN (small nuclear ribonucleoprotein
polypeptide N) ugyan ezen a lokuszon elhelyezkedd, kizardlak paternalis expresszalodo
gén [180]. Ennek megfeleléen az UBE3A mutacidja, ahogy a maternalis allél hianya,
illetve a paternalis allél uniparentélis diszomidja, intersticialis duplikdciéja Angelman-
szindroma megjelenését eredményezi, ezzel szemben a SNRPN delécidja, maternalis allél
uniparentalis  diszomiaja, intersticitalis  duplikacioja  Prader-Willi-szindroma
megjelenéséhez vezet [180]. A Preder-Willi-szindroma kialakuldsanak hatterében allo
mechanizmus eltéré gyakorisaggal vezet ASD tiinetek megjelenéséhez, uniparentalis

diszomia esetén magasabb (38%) a valoszinlisége, mig delécio esetén 19% [181].
2.4 A mitochondrialis diszfunkcié szerepe az ASD hatterében:

A mitochondriumok a sejtek energiaellatasaért felelds sejtszervecskék, melyeknek sajat,
37 gént kodolo, DNS allomanyuk van, amelyet mitochondrialis DNS-nek (mtDNS)
nevezziink. A mitochondriumok rendellenes miikodése esetén leginkdbb a nagy
energiaigényll szervek karosodnak, ilyen a KIR, az izom, a retina és a vese. Ebbdl
adodoan tobb KIR-i betegség hatterében feltételeztek mitochondrialis etiologiat [182].
Klinikai és biokémiai paramétereket monitorozd vizsgalatok is talaltak kapcsolatot
mitohondrialis diszfunkci6 és az IKZ [183] illetve az epilepszia [184] kozott.

Az ASD esetében elsOként Lombad ¢és mitsai. feltételezték, hogy mitochondridlis
diszfunkcié kovetkeztében alakulhatott ki [185]. Tobb tanulmany erdsitett meg ezt a
feltevést biokémiai vizsgalatokkal, melyek sordn emelkedett kreatin kindz, laktat,
pyruvat, karnitin, alanin és ammonia szinteket észleltek ASD betegek szérumaban
[183][186][187]. Mas esetekben szdvettani mintak enzimaktivitasi méréseivel igazoltak
a légzési lanc elektrolittranszportjanak csokkenését [188], illetve az oxidativ
foszforilacioban (OXPHOS) szerepet jatszé gének csokkent expresszidjat figyelték meg
[189]. Napoli és mtsai. ASD-s betegek granulocytainak OXPHOS rendszerében irtak le

csokkent aktivitast [190]. Tehat biokémiai vizsgalatokkal jol alatamasztott a
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mitochondrialis diszfunkci6 ASD-ben betoltott szerepe. A kérdés az, hogy a
mitochondridlis diszfunkci6é jelenléte genetikai okra vezethet6-e vissza, tehat primer,
vagy valamilyen komplex patofizioldgiai hatds kdvetkezménye, azaz szekunder eredetii
[182]. A primér okoknak azokat a sejtmagi- vagy mtDNS-t érint6 genetikai eltéréseket
tekintjiik, melyek valamilyen mitochondriélis fehérjét kdédolnak és karosodasuk primer
mitochondrialis betegség (MD) megjelenéséhez vezet. Szekunder okok kozott kornyezeti
¢s genetikai hatasok is felmeriilnek, olyanok melyek direkt médon nem kapcsolhatdak a
mitochondriumokhoz, viszont indirekt modon koros mitochondrialis mukodést
eredményeznek [182]. Tekintettel arra, hogy az mtDNS esetébena védd funkciot betdltd
hisztonok ¢és hibajavit6 mechanizmusok hianyoznak, a mtDNS deléciok kornyezeti és
egy¢éb patofiziologiai tényezdkre is okozhatnak, mint az Oregedés vagy kronikus
betegségek [191][192]. Az ASD esetében kevés olyan komplex genetikai vizsgalat
tortént, mely a mitochondridlis diszfunkcidt probalta magyarazni. Palmieri €s Persico
[193] és Rossignol és Frye [184] 6sszefoglaldi arrdl tantiskodnak, hogy az esetek csak kis
szdzalékdban lehet a biokémiailag kimutatott mitochondrialis dysfunkciot specidlis
genetikai eltérésekhez kotni. Primer MD-t az ASD-vel él6k 5%-ban tudtak kimutatni,
melyek koziil 23%-ban volt jelen mtDNS eltérés [184]. Az mtDNS eltérések koziil,
mtDNS deléciot (mtdel) négy tanulmany vizsgalt ASD hatterében [186][188][194][195],
illetve 6todikként munkacsoportunk [196]. A mtDNS delécio lehet major vagy multiplex.
Major mtDNS deléciokat progressziv kiilsé szemizombénulés, Kearns-Sayer és Pearson-
szindroma hatterében irtak le [207], a multiplex mtDNS deléciok altalaban nuclearis DNS
mutaciok kovetkeztében masodlagosan alakulnak ki.

Korabbi vizsgalatok szerint mitochondrialis dysfunkcidval rendelkezé6 ASD betegeket
fenotipus alapjan nem lehetett elkiiloniteni mas idiopathids/esszencialis ASD betegektdl
[187]. Weissman és mtsai viszont a mitochondrialis dysfunkcioéval rendelkez6 ASD
populécié  80%-ban (20/25) talalt, olyan klinikai eltérést, mely jellemzébb a
mitochondrialis etiologiai hattérre, ilyen a viselkedésbeli regresszid, mely foként
infekciok utan alakul ki [197].

Kordbban a nem-szindromas ASD formak esetében véleményeztekmitochondridlis
etiologiat [198], viszont az utobbi idében szindromas formak kozods utvonalanak

példajaként is ismert [183]. Erre jo példa a Fragilis X szindromat okozo FMR1 gén
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crer

dendrit arborizacidjaért felelés [199].

2.5 A genetikai diagnosztika szerepe a klinikai gyakorlatban

Az ASD genetikai hattere nagyon komplex. Az Ujgeneracios szekvenalasi technikak
(NGS) elérhetosége ota jelentésen boviilt az ASD-vel asszocialt gének szama. Annak
ellenére, hogy az egyes genetikai eltérések csak az esetek elenyészd hanyadat képesek
egyesével megmagyarazni, a monogénes formak tisztazasa tobb csalad esetében jelentds
segitség a tovabbi gyermekvallalas tekintetében, illetve lehetdséget biztosit a prenatalis
diagnosztika lehet6ségére [36]. Olyan genetikai betegség esetén mely jelentds autizmus
rizikoval jar egyiitt (pl. Fragilis-X, CHARGE, Down syndroma) a megsziiletés utan
azonnal lehet késziilni tiinetek megjelenésére és a lehetd leghamarabb el lehet kezdeni a
fejlesztést.A genetikai hattér feltérképezése hozzéasegit a komplex jelatviteli utak
pontosabb megismeréséhez és ezaltal célzott terapia lehetdségével kecsegtet [30][200].
A nemzetkozi irdnyelvek, egyelore a kiterjedt genetikai vizsgalatok koltségvonzata miatt,
csak par ajanldst fogalmaznak meg, mint a Fragilis-X szindroma sziirése, lanyok
esetében, ahol az ASD IKZ tarsulasa észlelhetd, a MECP2 szekvenalas, macrocephalidval
jaro ASD formaban a PTEN szekvenalas [35][30]. Ahhoz, hogy a nemzetkdzi
iranyelveket hazankban is kovetni tudjuk, sziikség esetén kiegészitsiik fontos, hogy

ismereteket szerezniink a hazai ASD kohort jellemz0irdl, genetikai stratifikacidjarol.
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3 Célkituzések:

Vizsgalatunk célja, hogy az autizmussal korabban asszocialt gének eltéréseit és a tarsuld
fenotipust elemezzilk magyar autisa gyermekekben. A ritka monogénes formak
gyakorisdganak elemzése mellett a poligénes formak genetikai architekturajanak
elemzését tiiztiik ki célul, valamint arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy az alapos
fizikélis vizsgalat, a mély fenotipizéalas segit-e a szindromas formak prediktalasaban,
illetve, hogy eredményeink alapjan tudunk — e ajanlast tenni arra vonatkozdan, hogy az
ASD diagnozis felallitasat kovetden mikor érdemes—e genetikai vizsgalatokat végezni,
illetve, hogy milyen legyen a genetikai diagnosztika vizsgalati algoritmusa.
Kohorsz szinten kovetkezd kérdéseket igyekeztiink megvalaszolni:
e Onmagukban a fenotipus jegyek prediktaljik-e a szindromds formakat?
e A vizsgalt betegcsoportban szignifikdns-e a detektalt varidnsok széma és ez
elégséges-e ahhoz, hogy alatdmassza egy gén patogenicitasat ASD-ben?
e A ritka varidns terheltség korrelal-e az ASD sulyossagaval?
o Eszlelhetéek-e fenotipus klaszterek és ezek kozos genetikai hattérre vezethetdek
vissza?
e Azonosithatdak-e ASD subfenotipusok a fenotipus klaszterek és a detektalt ritka
variansok alapjan?
e Van-e szerepe az mtDNS eltéréseinek ASD-ben és van-e olyan ritka varidns

mely magyarazza ezek jelenlétét?
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4 Betegek ¢s Modszer

4.1 Betegek:

Betegeinket a Vadaskert Alapitvany altal mukddtetett Vadaskert Gyermek- ¢és
Ifjasagpszichiatriai Korhaz ¢€s Szakambulancia illetve sajat intézetiink betegei koziil
szelektaltuk. A gyermekek sziilei, hivatalos gondozoéi beleegyez6 nyilatkozatot toltottek
ki Helsinki Declaraci6 (1975) értelmében. Vizsgalatunk a ETT-Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsag engedélyével zajlott (44599-2/2013/EKU). 174 beteg (45 lany ¢és
129 fia, median életkor 6 év, IQR=7) tett eleget a bevalasztasi kritériumoknak ¢€s tudott
részt venni a vizsgalatban sikeres vérvétel utan. A bevalasztott betegek koziil négy
testvérpar ¢és egy egypetéjli ikerpar is bevalasztasra keriilt. Etnikai hovatartozas szintjén
a kohorszunk nagyrészt kaukazusi fehér volt (n=171). Ezen feliil két roma szdrmazast
(n=2) és egy azsiai gyermek vizsgalatara kertilt sor.

A mitochondrialis diszfunkcido ASD-ben betdltott szerepének vizsgalatahoz 60 gyermeket
(6 lany és 54 fiu, median életkoruk 7 év volt, IQR = 7.25) vizsgalatunk meg. Etnikai
szempontbol 58 beteg kaukédzusi fehérnek, 2 romanak vallotta magat. Ebbe a vizsgélati
kohorszba csakis azok a gyermekek keriiltek be, akiknél a Fragilis-X-szindroma (FXS)

kizarasra kerilt.

4.1.1 Bevalasztasi kritérimok:
Az ASD diagnozisat a vizsgélatban kozremiik6dé szakambulancia éllitotta fel
standardizalt kérddivek segitségével. A diagnézis felallitasdhoz az Autizmus
Diagnosztikus Interju (Autism Diagnostic Interview — Revised, ADI-R) standardizalt
kérddivet hasznaltuk, mely jelenleg, az ADOS (Autism Diagnostic Observation
Schedule) mellett, arany standardnak tekintheté [10]. A kérdéivek, magyar, hiteles
forditasat az Autizmus Alapitvanyon keresztiil a Kapocs Kiadotol szereztiik be.

4.1.2 Kontroll egyének:
Egészséges kontroll csoportot csak a mitochondridlis diszfunkci6é autizmusban betoltott
szerepének tisztazasakor alkalmaztunk. 60 eurdpai, 45 éves kor alatti felndttet vizsgaltunk
meg (26 nd, 34 férfi, median életkor 28 év, IQR=13,75), melyeket a rendelkezésre allo
biobankunkbol (Nepsybank http://molneur.webdoktor.hu) valasztottunk. A bevalasztas

47



sziikséges feltétele az élvezeti szerektdl és ismert organikus betegségektdl valdo mentesség
¢s a pszichiatriai betegségek hianya volt.

Az ASD-ban detektalt mtDNS eltérések etiologidjanak tisztazasa érdekében két NGS
panel vizsgalatara keriilt sor, melyekkel 4 kiilonb6z6 csoportot vizsgaltunk. A vizsgalat
szerkezetét az negyedik tdblazatban mutatjuk be (4. Tablazat). Tiz mtDNS deléciot
hordozé ASD-vel diagnosztizalt gyermek (PM) genetikai eredményeit hasonitottuk
0ssze, hét mitochondridlis delécidval nem rendelkezd, ASD-vel diagnosztizalt gyermek
eredményeivel (C-ASD) eredményeivel, illetve hét ASD-vel nem rendelkezé primér
mitochondrialis beteg (C-MD) eredményeivel és hat egészséges kontroll személy
eredményeivel. A C-ASD betegeket az 50 mtDNS delécioval nem rendelkezé ASD eset
koziil valogattuk és kor szerint illesztettiik a mtdel-ASD csoporthoz. A C-MD csoport
tagjai mind rendelkeztek mtDNS delécioval. A beteg és a kontroll csoportok kozott
rokoni kapcsolat nem allt fenn. Az mtdel-ASD csoportban 8 fiat, 2 lanyt vizsgalatunk
(median életkora 5 év, IQR = 6,50). A C-ASD csoportban 6 fia és 1 lany mintajanak
elemzésére keriilt sor (median ¢életkora 8 év, IQR = 5.50). Ez a két csoport korban
illesztett volt, és az utdbbi csoportba csak nem szindomas ASD eseteket valogattunk. A
hét igazolt primér mitochondridlis beteg median életkor 18 év volt, IQR=19, nemek
kozotti eloszlasa 4 férfi, 3 nd. A hat egészséges kontroll csoportban 1 férfit és 5 nét

vizsgaltunk (median életkora 27, IQR = 2.25).

crer

alkalmazott beteg csoportok bemutatdsa €s a vizsgalat mente. Integenomidlis
kommunikéciot (IG NGS) és ASD-t vizsgalé (ASD NGS) panel vizsgalat csak kisebb
esetszamon keriilt elvégzésre (a, b). Primér mitochondridlis betegek esetében csak az

intergenomialis panel (IG NGS) volt elérhetd.

m.3243 A>G, ASD

m.8993 Ly IG NGS NGS

Csoportok T>C/G, mtDNS delécio (51 gén) (101

m.8344 A>G gén)

ASD csoport (n=60) v v va va
Egészséges kontroll (n=60) v v v’ vb
C-MD (n=7) v v v -
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210 mtdel-ASD beteg (PM) és 7 non-mtdel ASD beteg (C-ASD) esetében kertilt sor
mindkét NGS panel elvégzésére (n=10+7)

b az egészséges kontroll csoportbol csak 6 egészséges, fiatal felnott esetében NGS

vizsgalatara keriilt sor

4.2 Neurologiai és belgyogyaszati vizsgalat

Az 6sszes beteg fizikalis vizsgalati statuszat két ugyanazon orvos rogzitette. A vizsgalatot
megeldzden részletes kérddivvel igyekeztliink az anamnesztikus adatokat is 6sszegytijteni
(Klinikai Kérddiv). Ezt kovette a minor fizikalis anomalidk (MPA) feltérképezése a
M¢hes skala alapjan [201]. Ezt az 57 morfologiai eltérést tartalmazo skalat kiegészitettiik
macro-, microcephalia pontokkal, az altalanos iziileti mobilitasra utal6 kérdéssel illetve,
egy-egy az arcot érinté gyakori, tobb esetben nagy jelentdséggel bird anomaliaval, mint
példaul a hosszukas arc, 6zvegy csucs (Widow’s peak).

A belgyogyaszati vizsgdlat soran, mindazoknal a gyerekeknél, akiknél lehetett az
esetleges vezetési zavarok, hosszii QT-szindroma felismerése érdekében EKG-t
készitettiink, a rendelkezésre all6 hasi ultrahang leletet rogzitettiik. Az addig mar esetleg
sebészileg megoldott fejlddési rendellenességet is rogzitettiikk, mint a rejtettheréjliség,
fitymasziikiilet vagy a letapadt nyelv.

A neurologiai vizsgalatkor neurologiai gocjeleket kerestiik, melyek az ASD mellett egyéb
KIRi strukturdlis eltérésére engednek kovetkeztetni. A szenzoros rendszer vizsgalata
soran a kooperacid hidnya miatt sokszor nem tudtunk informativ adatokat nyerni.

A pszichiatriai statusz felmérés sordn az autizmus specifikus tiinetek mellett
(szemkontaktus hidnya, sztereotip mozgasformak, beszédzavar) rdkérdeztiink egyéb
gyakori tarstiinetek jelenlétére, pl. onsértd magatartds, memoria romlds, hiperaktivitas.
Az intelligencia hanyados szamszer(i rogzitésére nem keriilt sor, a tarsuld IKZ-t
tajekozodo vizsgalattal és korabbi szakvéleményekre alapozva azonositottuk.

Csaladi anamnézisrél az ADI-R, és az altalunk kidolgozott kérddivek is szolgaltatattak
adatot. A sziildi életkorrol €s a sziilok iskolazottsagi fokarol, egyéb szocio-kulturalis és
kornyezeti tényezokrdl a sziiloknek adott dnkitoltds kérddiv nyujtott adatot.

Koponya MRI nem volt sziikséges a projektben vald részvételhez, azonban 39%-ban
rendelkezésre allt, igy ezeket is rogzitettiik.

Standard diagnosztikus eszkozok:

Az ADI-R autizmus-specifikus standardizalt, félig strukturalt, formalis, sziilé/gondozo

interjin alapuld terjedelmes kérddiv, mely célzottan térképezi fel a gyermek fejlodését és
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viselkedését. Célja, hogy életre sz6lo fejlodéstorténeti keretet mutasson a vizsgalt
paciensrol és, hogy informéciot adjon a beteg aktualis (legutdbbi 3 honap) funkcionalis
allapotardl. A teszt pontozasa erre specialisan képzett szakembert igényelt. A teszt 18
honapos kortdl alkalmazhat6. BNO rendszer diagnosztikus kritériumain alapul, ezért 3 £6
téma koriil csoportosulnak a teszt kérdései: 1.) szocialis interakciok (A > 10), 2.)
kommunikécios képességek (B > 7), 3.) sztereotip mozgas/viselkedésformék (C > 3). A
tesztnek van egy negyedik pillére is, mely pontozand6 (D> 1), ez a gyermek 3 éves kor
elotti idoszakara kérdez ra, mivel a diagnozis szerves részét képezik azok az informaciok
is, melyek a gyermek diagnozisanak felallitasa el6tti idészakban torténtek.

Az ADOS egy standardizalt, félig strukturalt megfigyelésen alapuld teszt, mely soran egy
eldzetesen képzett szakember kiilonb6z6 feladathelyzetekbe, szocidlis nyomas alé helyezi
a vizsgalt személyt. A vizsgalathoz az ADOS 4 kiilonb6z6 modulja all rendelkezésre,
melybdl a beteg kora és verbalis képességei szerint kell valasztani. Az elsé modult 31
hoénapos kortol ajanljak nem beszéld egyéneknek, a méasodik modul gyermekkorban
ajanlott nem folyamatos beszéd esetén, a harmadik és negyedik modul jo verbdlis
képességekkel rendelkezd egyének esetén ajanlott attol fiiggden, hogy még szivesen
hasznal-e szorakozasképpen jatékokat, vagy mar kindtte e szokasokat. Osszesen 47
esetben keriilt sor ADOS vizsgalatra, 16 esetben az 1-es, 18 esetben 2-es, 5 esetben a 3-
as és 8 esetben a 4-es modul felvételére. Mivel az ADOS jol alkalmazhaté6 minden
korcsoportu és képességili autizmussal €16 esetében, standardizaltsaga miatt autizmus
stlyossagaval korrelaltathatd. Vizsgalatunkban az autizmus sulyossagi mutatdjaként total
ADOS pontszamot illetve, Gotham ¢és mtsai. alapjan kalibralt ADOS sulyossagi értéket
szamoltunk (Calibrated Severity Score, ADOS CSS) [13].

4.3 A gépi tanulasi médszertan az ASD kutatasban

A kohorszunk kis részénél (n=49) lehetdségiink nyilt kiilfoldi kollaboracid keretén beliil

a Face2Gene (https://www.face2gene.com/) mestersége intelligencia alapt

dontéstamogatd rendszer vizsgalatara is, mely elvégezte a betegek altal rendelkezésiinkre
bocsatott fényképek alapjan kinyert antropometriai adatok illesztését, egy gépi tanulast
implementald algoritmus segitségével, az ismert arcdiszmorfidk keresési terében.
Osszesen 27 arcdiszmorfiaval rendelkez6 (autism with facial dysmorphism, AFD) és 22
arcdiszmorfidval nem rendelkezd (autism without facial dysmorphism, ANFD) beteg

esetében keriilt sor az elemzésre, 50 kontroll személy mellett, melyeket a kollaboracios
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partneriink sajat adatbazisabol valasztott ki. Az AFD csoportban 24 fiut 3 lanyt
vizsgaltuk, median kor 9, IQR=9,5, az ANFD csoportban 21 fitt és 1 lanyt vizsgaltunk,
median kor 6, IQR=3.

4.4  Genetikai vizsgalatok

A vizsgalat soran vérbdl izolaltunk DNS-t QlAamp DNA blood Kit-el, a gyarto altal
megadott hasznalati Gtmutaté szerint.

Elsoként a FXS kizarasara kertilt sor, mivel ez NGS metodikdval nem vizsgalhatd, mert
repeat betegség. Az FMR1 gén repeat expansio vizsgalatara Amplidex FMR1 PCR kit-et
alkalmaztunk. A pozitiv eseteket kivettiikk a fenotipus klaszter-analizisbdl. A tovabbi
genetikai tesztek NGS panel vizsgalatok voltak. Az NGS alapu technologidk segitségével
lehetdségiink nyilt sok DNS szakasz (gén) egyidejii elemzésére. A vizsgalatot Illumina
MiSeq platformon végeztiik, az Illumina altal forgalmazott TruSight Autism Panel-el,
mellyel 101 ASD szindrémas €és nem szindromas formai hatterében allo gén vizsgalhato.
A vizsgalt gének listajat, ezek ASD-ben betoltott szerepét és az evidencia erdsségét

mutato “sfari gene score”-t (https://gene.sfari.org/) a Bevezetés c. fejezet 3. Tablazatban

keriilt bemutatésra.

A mtDNS hotspotok vizsgalata soran az mtDNS deléci6 vizsgalatokat long range PCR-
rel végeztik a Reményi és mtsai altal alkalmazott technika szerint [202]. A 3
leggyakoribb mtDNS pontmutacié (m3243 A>G, m.8993 T>C/G, m.8344 A>G) [188]
sziirését PCR-RFLP-vel végeztiik.

Azokban az esetekben, ahol mtDNS delécio igazolodott, az ASD panelen tul, az
intergenomialis kommunik4cioban szerepet jatszo gének panel vizsgalata is megtortént
(IG-NGS), annak érdekében, hogy egy esetleg primér mitochondridlis betegség
felismerhetd legyen. Ehhez a Pentelényr Klara altal 0Osszeéllitott, az mtDNS
fenntartasaban fontos szerepet jatszo 51 gén keriilt vizsgalatra [203]. A vizsgalathoz
SureSelect QXT konyvtarkészitd kit-tet hasznaltunk.

Az ASD panel vizsgalata sordn a TruSight Autism Rapid Capture Kit-tel tortént a
konyvtarkészités (Illumina, CA, USA). Az analizis 3 0 I1épésben zajlott.
Konyvtarkészités soran a DNS molekulat enzimatikus modon, transzpozaz segitségével,
100-150bp-o0s szakaszokra fragmentaljuk, melyekhez ligacié soran adapter szekvenciakat
illesztiink. Az adapter szekvencidk a DNS fragmenst a flowcell-re horgonyzott

szekvenald primerhez illesztik, majd hidamplifikdcid soran megtorténik a szakaszok
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felsokszorozéasa. A klondlis amplifikdcidé Illumi platformon PCR alapon torténik, igy
szintézis soran polimerazok segitségével éplilnek fel a lancok, melyekbe az egyes
szekvenalo ciklusokban egy-egy fluoreszcens reverzibilis terminator nucleotid épiil be. A
jelolt nucleotidok beépiilésébdl adodo fényfelvillanast a CCD kamera detektalja. Ebbdl a
képi informaciobdl a szekvenalo platformhoz kapcsoltan generalodik a FASTQ file, mely
a nyers szekvencia adatok standard formatuma. Megfeleld lefedettség érdekében ASD
panel soran 24 mitat futtattunk MiSeq reagens Kit-tel, v2, 300 Ciklus (Illumina, CA,
USA). Az atlagos lefedettség ASD panel esetében 135x-6s, mig IG panel esetében 152x-
es volt, a target szekvencidk 90%-ban legalabb 20x lefedettséget értiink el.

Azokban az esetekben ahol felmeriilt a detektalt ritka varidns alapjan szindromas ASD
lehetdsége, Sanger szekvenalassal elemeztiik az elérhetd sziil6i mintakat is.

4.5 Bioinformatikai elemzés

Az NGS-bdl szarmaz6 nagy mennyiségli adat csak tovabbi bioinformatikai elemzés utan
valik értékelhetévé. A nyers szekvencia adatokat Picard parancssori alkalmazas

1épéseivel sziirtiik (Picard tools version 2.1.0) (http://broadinstitute.github.io/picard/).

A kapott FASTQ fajlok mar tartalmazzak a szekvenciak mindségi mutatoit is, ezek hgl9
referencia genomhoz val¢ illesztése utina BAM fajlokat nyeriink. Az illesztéshez BWA-
mem szoftvert hasznaltunk [204]. Mivel a BAM fajlok vizualizalhatoak, ezekbdl
lefedettségi adatok is kinyerhetdek. A varians hivas 3 [épésben a GATK HaplotypeCaller
(3.3-0) szoftver alkalmazasaval tortént [205]. A VCF file (variant calling file) altal
tartalmazott variansok értékeléséhez annotaciora van sziikség, melyhez a SnpEff (4.1)
szoftvert hasznaltuk [206]. Csak a gén kanonikus transzkriptjében szerepld variansok
kertiltek elemzésre, ezek koziil is azok melyeket a bioinformatikai elemzés megfeleltként
(PASS) jelolt (RD>10, Mapping quality>40, Quality by depth>2).
45.1 Varians prioritizalas, értékelés:

A variansok értékelése sordn a par szazas annotalt varians listabol ki kellett valasztanunk
azokat, melyek a tiinetek, az oroklddésmenet és a fehérjefunkcidt befolyasold hatas
szempontjabol szoba johetnek, mivel monogénes betegségek esetén egy-két, tiinetekért
feleldssé tehetd, varianst keresiink. Variant Analyzer szoftver hasznélatdval el6szor
kizartuk a samesense eltéréseket, majd a megmaradt missense variansok koziil sziirtiik a
HGMD [207] és ClinVar [208] adatbazisokban patogénnek mindsitett variansokat. Ezek

mellett megtartottuk a nagy és a kdzepes hatasu variansokat (stop-, framshiftet okozo
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mutacidkat), majd kizartuk az 5% minor allél frekvenciandl (MAF) gyakoribb
varidnsokat. A varidnsok allél frekvencia adatat a szoftver az 1000Genom és ExAC
adatbazisokbol annotalta. Ezen a gondolatmeneten tovabbhaladva kizartuk azokat a nem
szinonim variacidokat melyek a vizsgalt kohorszunkban t6bb mint négy betegben voltak
jelen. Tovabba az allélgyakorisagot ellendriztiik sajat 200 teljes exom adatbazisunkon is.
Missense mutaciok esetében, melyek klinikai hatasarol a kiilonboz6 adatbazisok nem-,
vagy csak kevés informacioval rendelkeztek, fehérje funkciot befolyasold hatast
prediktaldo szoftverek altal meghatdrozott scoreokat is figyelembe vettiink. Ilyen
predikcios szoftverek, példaul, Polyphen 2 HVID [209], SIFT [210], Mutation t@ster
[211], mutation accessor [212], CADD [213], radial SVM [214]. Ezen feliil a nukleotid
evolucids konzervaltsagat figyelembe vevé GERP score-t is hasznaltuk [207]. A
varidnsokat végiil az American College of Medical Genetics (ACMG) irdnyelvek alapjan
rangsoroltuk patogén (P), valdsziniileg patogén (likely pathogenic, LP), ismeretlek
klinikai jelentdségii (Variant of Unknown Significane, VUS), valésziniileg benignus és
benignus osztalyokba [215]. Megegyez0 fenotipust testvérek esetében csak azt a varians
vettiik figyelembe, mely a testvérpar mindkét tagjdban jelen volt. Mivel varidns
specifikus annotaciok alapjan gyakran nem sikeriilt kozelebb jutni simplex esetekben egy
specifikus varians klinikai jelentdségéhez, gén specifikus annotdciokat is alkalmaztunk
kohorsz szinten.

4.6 Statisztikai elemzés

A ritka varidnsok elemzésére egy multifaktorialis hypothesis keretén beliil, kohorsz
szinten a kovetkez0 mddszereket alkalmaztuk. A modszerek kidolgozasat €s alkalmazésat
Bolgar Bence (Budapesti Miiszaki Egyetem) és Balicza Péter (Semmelweis Egyetem)
veégezték. E16szor a Rao és Nelson altal leirt modszerrel teszteltiik, hogy egy adott génen
beliil a detektalt funkcionalis varidansok szama nagyobb-e az elvarhatonal [216].
Funkcionalis variansoknak tekintettiik a missense, nonsense, frameshift és spilce-site
mutaciokat. Szignifikancia szinthez a SORVA (Significance Of Rare Variants) szoftver

(https://sorva.genome.ucla.edu/) altal szamolt P-értéket hasznaltuk. A ritka varidns

terheltség meghatarozasa céljabol a géneket a muticiokkal szembeni genetikai
intoleranciajuk szerint rangsoroltuk [217], ugy hogy az RVIS értékiikk alapjan egy
stlyszamot rendeltiink a génekhez, az inverz RVIS percentilis meghatarozasaval. Ez

utobbit a kdvetkezo képlet alapjan hataroztuk meg: [1-(RVIS percentile+ 100)]. Ez azt
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jelentette, hogy amennyiben egy gén RVIS értéke 2%-o0s tartomanyba esett, a gén 0,98

stlyszamot kapott. A génekhez rendelt RVIS értéket a http://genic-intolerance.org/

oldalon keresztiil értiink el. (3. Tablazat) Ez utan, ahhoz, hogy betegre lebontva a
variansok szamat Osszegezni tudjuk, vagyis meghatarozzuk az egyénenkénti varians
terheltséget, a kovetkezd képletet hasznaltuk: [Y(varians x gén sulyszama)]. A
varians terheltség vizsgalatanal a testvéreket kiilon-kiilon elemeztiik, mivel feltételezhetd,
hogy a kiilonb6z0 ritka varidnsok hozzajarulhatnak a csaladon beliili eltérd fenotipus
jegyekhez. A ritka varians terheltség és az ASD sulyossdga kozotti korrelacid
megitélésére linearis regresszid analizist végeztiink. Hasonloképpen a varians terheltség
¢s a MPA-k szama kozotti kapcesolat feltérképezéséhez is. Az ASD sulyossdganak
szdmszerisitésé¢hez 6ssz-ADOS pontszamot és kalibralt stilyossagi pontszamot (ADOS
CSS) hasznaltunk, utobbit a Gotham és mtsai. altal leirt modszer alapjan szamoltuk [218].
A ritka varians terheltség nemek kozotti kiillonbségének megitélésre, illetve a szindromas
¢s nem-szindromas ASD formak kozotti MPA terheltség 6sszehasonlitasahoz kétmintas
T-probat alkalmaztunk. Tekintettel a kis esetszdmra, a mtDNS delécidé ASD-ben betoltott
szerepének megitéléséhez y>-probat végeztiink Yates féle korrekcioval, illetve a Fisher
egzakt probat a csoportokon beliili kiilonbségek megitélésére. Kiilonbozo gépi tanulasi
technikak alkamazéasaval (spektralis klaszterezés, PCA) fenotipusos klasztereket
azonositottunk és vizsgaltuk a homogén genetikai hattér lehetdségét a fenotipus
klasztereken beliil. A fenotipus klaszterezés soran 149 klinikai kérddiv adataibol
dolgoztunk, melyek tartalmaztak informaciot csaladi anamnézis, tarsbetegség,
farmakoldgiai anamnézis tekintetében is, a neurologiai tiinetek €és MPA-k feltérképezésén
tal. A fenotipusra vonatkozo6 klaszteranalizishez, tekintettel a kohorsz méretére és arra,
hogy a klaszterek varhat6 szama alacsony, két kernel-alapu adatbanyaszati eljaras kertilt
alkalmazasra, nevezetesen kernel fokomponens analizis (PCA) és spektralis klaszterezés.
A kernel modszerek egyik elonye, hogy nem-linearisak, azaz képesek a klinikai valtozok
nem-linedris kombinacidjat, mint relevans tulajdonsagot azonositani. Ehhez egy un.
kernel matrixot kell definialni, amely tekinthetd a mintdk felett értelmezett paronkénti
hasonldsagi matrixnak. A korabbi tanulmanyoknak megfelelden a spektralis klaszterezés
soran hasznalt klaszterek szamat négyre allitottuk. Megvizsgaltuk az egyes klaszterekre
jellemzd valtozokat is olyan modon, hogy kiszamoltuk az egyes tulajdonsagok

jelenlétének relativ gyakorisagat (minden egyes klaszter esetében). A kernel PCA-val az
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adatot egy harom dimenzids térbe képeztiik le azért, hogy dbrazolni tudjuk a transzformalt
mintdkat és azt, hogy melyik minta melyik klaszterbe sorolodik. Felvetddott a kérdés,
hogy van-e korrelacié az alfenotipusok és a detektalt ritka variansok kozott, amely arra
utalhat, hogy bizonyos géneknek a fenotipusos jegy létrehozasaban oki szerep
tulajdonithat6. Esetlinkben a fenotipus klaszterek klinikai jegyeit a klinikai kérddivekbdl
nyertilk, mig a genetikai hattérre vonatkozd adatokat a megfigyelt ritka varidnsok
jelentették, génenkénti Osszesitett formaban. A fenotipusok altipusai és a genetika hattér
kozotti korrelacio értékelésére megvizsgaltuk, hogy a jelolt gének megfigyelt ritka
varidnsai megndvekedett gyakorisaggal fordulnak-e eld valamelyik klaszterben.
Vizsgalatunkhoz ANOVA-t és paros t-probat hasznaltunk Bonferroni korrekcidval a

tobbszor hipotézis-vizsgalat miatt.
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5 Eredmények

5.1 A kohorsz demografiai és fenotipus elemzése

A vizsgalati kohorszba 174 ASD beteg keriilt bevalasztasra, 45 lany és 129 fit, melyek
kozott ot testvérpar volt. A kohorszunk klinikai-demografiai adatait az 5. Tablazatban
foglaljuk 6ssze. Az ASD mellett leggyakrabban észlelt komorbiditasokat az 2. Abran

szemléltetjiik.

5.Tablazat: A vizsgalt betegpopulacié fobb demografiai jellemzoi

Nemek Fit/lany= 129/45 =2.86/1
Median Eletkor (IQR) 6 (7) /5 (7)

Atlag ADI-R modulok pontszamai:

Reciprok tarsas interakciok 23+5,2

Reciprok kommunikacié (Verbalis/ 13,95+4,2 / 18,48+2,5
NonVerbalis)

Repetitiv, beszikiilt viselkedés 6,06+2,1

Atlag ADOS pontszam 21,2+5,7
Ethnikumok:

Magyarnak vallott 171

Romanak vallott 2

Egyéb 1

Anyai ¢€letkor a fogantataskor (95% CI) | 30,7+1,05
Apai életkor a fogantataskor (95% ClI) 33,4+1,29
Sziil6k iskolazottsagi foka
Féiskola vagy afeletti végzettség 34 %
mindkét sziild esetén
Fdiskolat vagy afeletti végzettség egyik | 27 %
sziild esetén
Kozépiskolai vagy ez alatti végzettség 39 %
mindkét sziild esetén
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A leggyakoribb komorbiditasok
szazalékos eloszlasa
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2. Abra: A diagramm a kohorszunk leggyakoribb komorbiditasait

mutatja be, szdzalékos eloszlasban.

A MPA-k feltérképezése soran azt talaltuk, hogy a kohorsz 84%-a rendelkezett
legalabb egy morfogenetikai rendellenességgel. A molekularis hattérrel megerdsitett
szindromas ASD esetek atlagosan nem rendelkeztek tobb MPA-val mint a nem
szindromas ASD—vel rendelkez6 betegeink (szindromas forméaknal a minor
malformaciok aranya 4,9/egyén volt, mig a nem szindromads eseteknél 5,03/egyén, T

teszt p=0,91). A kohorsz MPA telitettségét a 3a. Abran mutatjuk be, mig a kiilénb6zo

40
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€]
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Vizsgalt betegek szama

€]

MPA-k prevalenciajat a 3b. Abran.

2-4 6-8 8-10 10-12 12-14 14-16 16+

Mmor anomalidk szama

3a. Abra: A hisztogramm a kohorszunk MPA terheltségét mutatja be. Egyénenként
altaldban tobb MPA fordult eld.
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Macrocephalia
Microcephalia

Hosszukas arc
Elédomborodo occiput
Elédomborodé homlok
Lapos occiput
Micrognathia

Benyomott orrgydk
Felfelé fordul6 orrnyilasok
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Microtia
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3b. Abra: A kiilonboz6 MPA-k prevalencija a vizsgalt populacion beliil.

A monogénes hattér legerdsebb indikatorai az ASD mellett jelenlévd IKZ, epilepszia
voltak, illetve a tarsuld neuroldgiai tiinetek (pl. ataxia). Bar dnmagaban az MPA-k
halmozott jelenlétealapjan nem lehetett kvetkeztetni szindromas ASD formara a MPA-
k specifikus konstellacioi alapjan mar lehetett kovetkeztetni monogénes hattérre, mint
példaul a Fragilis-X szindroma vagy CHARGE szindréma esetében.

A Face2gene szoftver segitségével, a kiilsd fenotipusos jegyek mesterséges intelligencidn
alapuld vizsgalata sordn, a harom kiilonb6z6 csoportban (AFD, ANFD, kontroll)
egyértelmi trendek mutatkoztak diszmorfoldgiai variaciok tekintetében. Annak ellenére,
hogy az ANFD kohorszot arcdiszmorfidt nem mutatd csoportnak tekintettiik a szoftver

ezt mégis automatikusan elkiilonitette a nem érintett kontrolloktol. (4. Abra)

) Normal kontroll
== AFD

ANFD

Normal kontroll
ANFD sl
AFD

|
i
=

L T

L N

05 1 15 3

4a. Abra: A szoftver tanulasi fazisaban | 4b. Abra: A teljes mintaszdm

torténd alkalmazott kisebb esetszdmt | (n=50+27+22) elemzése soran is észlelhetd,

vizsgalat soran (n= 50+6+17), hogy az arcdiszmorfiaval nem rendelkez6
diagramon abrazoltuk az Y tengely csoport is elkiiloniil a normal kontroll
mentén az elemzett fotok szamat, X csoporttol.

tengely mentén a szoftver altal

detektalt és pontozott arcdiszmorfiat.

Pontdiagramon abréazolva a kiilonb6z0 vizsgalt egyéneket arcdiszmorfiajuk alapjan, a

tanulasi fazisban szintén észlelhetd, hogy kontrollokat inkabb a [0,0] kdzéppont koré
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értékeli a szoftver (5a. Abra), viszont a teljes kohorsz vizsgalata soran mar nem tudott

antropometriai kiilonbséget azonositani az AFD és ANFD csoportok kozott. (5b. Abra)

250 1500

e ANFD ® ANFD
AFD AFD
i ®  Normal kontroll
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5a. Abra: A képi adatok elemzése soran a normal | 5b. Abra: Kifejezett kiilsnbség azonban az
kontroll csoportba tartozok kevesebb ¢€s kisebb | AFD és ANFD csoport kozott nem észlelhetd
mértékii arcdiszmorfiaval rendelkeztek, mint a | antropometriai arcdiszmorfiak tekintetében.

teljes ASD csoport.

Sok esetben szamoltak be pozitiv csaladi anamnézisrdl a kérddivet kitoltd sziilok a
pszichiatriai, illetve neurologiai betegségek tekintetében. A csaladban eléforduld
betegségeket az 6. Abran mutatjuk be, kiilsnbséget téve elsd- illetve méasodfokt rokoni
kapcsolat kozott. Els6 foku rokonok kozott 14 esetben fordult elé ASD (8%), mig masod
fokt rokonoknal 17 esetben (9,7%). 158 simplex esetet vizsgalatunk, 2 csalad esetében
csaladi anamnézis nem volt ismert, mivel 6rokbefogadott gyermekrol volt sz6. Tovabbi
pszichiatriai betegségek koziil megkésett beszédfejlodés és az IKZ keriilt gyakran
emlitésre, el6bbi els6 foka rokonok esetén 10%-ban, masodfoka rokonok esetén 6%-ban,
utobbi 5, illetve 11%-ban. A csaladban eléforduld pszichiatriai betegségek kiilonbdzd
stlyossagiak voltak, volt olyan aki post-partum depresszids epizdd miatt tekintette
pozitivnak csalddi anamnézisét, de olyan is volt, akinél tobb felmend kozott fordult eld
suicidum, vagy suicid kisérlet. A neuroldgiai betegségek koziil az epilepszia 2,8% illetve
4%-ban fordult eld az els6-, illetve a masodfokti rokonok kozott. Izom hypotonia
eléfordulasat csak az els6foku rokonok kozott jeleztek, 7%-ban. Fejlodési
rendellenességek (dysmorph jegyek) az elsé fokt rokonok 2%-ban, a masodfoka rokonok

4%-ban jelentkeztek. A csaladtagokban emlitésre keriilé dysmorph jegyeknél eléfordult
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6. Abra: az els6 (1) és masodfoka (Il) rokonoknal el6forduld relevans komorbiditasokat
foglalja 6ssze. Sorok a vizsgalt személyek, az oszlopok: sotétpiros = I, rozsaszin = 11 rokonok
érintettségét jelzi.

syndactilia, ajakszajpadhasadék, rovidilt nyelvfék, de fiilkagylo hiany, Dandy-Walker
malformacio és kézujjak hianya is.

Osszesen 6 csalad esetében volt korabbrol mar ismert monogénes betegség, 2 esetben
Duchenne izomdystrophia, 1-1 esetben Charcot Marie Tooth betegség, neurofibromatdzis
1-es tipusa, 1 esetben policisztas vesebetegség, 1 esetben Cri-Du-Chat-szindroma.

5.2 Szindromas formak:

Osszese 13 esetben tudtunk kutatasi projektiink keretében szindromas autizmus format
genetikailag igazolni, melyeket fobb klinikai jellemzdikkel €s genotipus adatukkal a 6.
tablazatban foglalunk 6ssze (6. Téblazat).

61




9

6. Tablazat: Vizsgalatunk soran igazolt szindromas autizmusformak fébb jellemz6i

3 a.kln-tt . r
Beteg | Nem Fenotipus adatok Gén Mutacio dbSNP | Zigécia Ordklott/ S%mflro,ma neve ACMG
De novo (Oroklésmenet)
Enyhe IKZ, hosszukas arc, alacsonyan lsmeretlen
6 fiilek, telecanthus, hypertelori repeat Fragilis X
P1 N eredo fiile . e. ecan ilS, ypertelorismus o, CQG epfea” N/A HET (sziilék nem . a}gl IS P
mammae, gotikus szajpad, telarche teljes mutacio s szindroma (XLD)
elérhetdek)
preacox
. . Oroklott
Kozépsulyos IKZ, epilepszia, hosszikas CGG repeat rcr) n(; tfa?,y a Eragilis X
P2 F arc, alacsonyan iil8, elallo fiilek, FMRL - fepeat N/A HEM| ~ Premuacio e P
. . teljes mutacio hordozé, szindroma (XLD)
prognathismus, macroorchidia. C
anticipacid)
. CGG repeat
Enyhe IKZ, rectalis prolapsus, hosszukas mozaikuisé Ismeretlen Eragilis X
P3 F arc, elallo, nagy fiilek, macroorchidia, FMR1 ., g N/A HEMI (sziilok nem ) ,g P
. , (premutati6 és , i szindroma (XLD)
impulzus kontroll zavar, kéz tremor. ) .., elérhetéek)
teljes mutacio)
KozepSI,llyo’s IKZ,’kenys’zercselekvesek, Oroklott (anya
sztereotip kézmanirok, siilyos CGG repeat teljes mutéci6 Fragilis X
P4 F beszédkésés, hosszukas arc, frontalis FMR1 ) p, ., N/A HEMI J . , ) ,g P
. . o teljes mutacio hordozo, szindroma (XLD)
eléboltosulas, alacsonyan iil6 és elalld anticipicio)
fiilek. P
. ., . NM_00116596: s
ps  p Cpilepszids encephalopathia, IKZ, gy 0 agsaGsA: 15121017976 HET De novo Dravet szindréma P
hypertelorismus, fejlodésebeli regresszio. (AD)
p.R1645Q
Hypotonia, sulygyarapodas elmaradasa,
coloboma, hipoplaziés és alacsonyan ilé NM_017780: CHARGE
P6 F filek, pitvari sovény defektus, jarulékos CHD7  c.4822delA; HET De novo C P
szindroma (AD)

inhur, sulyos IKZ, cryptorchidia,
micropenis, emelkedett laktat szint.

p.R1608Gfs*31
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P7

P8

P9

P10

P11

P12

P13

Alacsonyan 1il6 fiilek, gotikus széjpad,
epicanthus, Achilles kontratara, izom DMD
dystrophia.

IKZ, prognathia, jarasi és torzs ataxia,

MECP2
sztereotip, kdzépvonali kézmanirok. ¢

Megkésett pszichomotoros fejlodés,
regresszio a beszédfejlodés terén,
syndactylia, micrognathia, alacsonyan lé
fiilek, alacsonyan ered6 hatsé hajvonal

PTPN11

Megkésett beszédfejlodés, epilepszia,

EEG: temporalis eredetii éles hullamok.
Hypertelorismus mammae, révid nyak, RELN
holdvilag arc, macrotia, Synophrys,

telecanthus.

Lissencephalia, hypertelorismus,

epilepszia, stilyos IKZ, microcephalia, RELN
alacsonyan il6, nagy flilek.

Autoagressziv magatartas, ASD, normalis
izomtonus, anyjanak sincs spasticus

, > &y P SPAST
tonusfokozodasa.
IKZ, jarasi ataxia, genu valgum, kifelé
fordulo, vastag felsé ajak, benyomott
orrnyereg, epilepszia.

NM_004006:

c.8713C>T;
p.R2905X

NM_004992:
€.763C>T;
p.R255X

NM_002834:
c.1502G>A;
p.R501K

NM_005045:
c.2015C>T;
p.P672L

NM_005045:
C.4354G>A,;
p.D1452N

NM_014946:
C.1625A>G;
p.D542G
NM_015570:

AUTS2 ¢.2440GA>AT,

p.E814M
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rs114446781

rs142053576
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Oroklétt (apa
heterozigota)

Oroklott (anya
heterozigota)
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Lissencephalia 2.
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Herediter spastikus
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VUS
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Tovabbi 6t esetben egyéb etiologiai tényezd keriilt azonositasra: 15q13.3 és 2q37
microdelécids szindromak, melyek esetében 30% eséllyel fordul elé ASD [219], illetve
ARID1B mutaci6 altal okozott Coffin-Siris szindroma ¢s OCA2 génmutaci6 altali
oculocutan albinizmus. Az ARID1B mutici6 magyarazhatja az autisztikus vonasok
jelenlétét [220],mig az OCA2 gén mutacidéihoz ASD nem kotott. Egy gyermek esetében,
akinél a tarstliineket indokoltta tették a panel vizsgalat teljes exomra val6 kiterjesztését,
végiil ez tisztazta az ASD-je monogénes hatterét, melyet egy KDM6B génben jelenlévo

heterozigdta frame-shift varians magyaraz.

5.2.1 Fargilis-X-szindrémas eseteink:

Az NGS futast megelézden, szlirdvizsgalattal, 4 esetben diagnosztizaltunk Fragilis-X-
szindromat. Mind a 4 beteg esetében a szindromara jellemzdé fenotipus jegyek
¢észlelhetoek az ASD diagnozis mellett: ilyenek a hosszukés fejforma, durva arcvonasok,

magas homlok (7. Abra).

-1 2
7. Abra: A harom FXS-el diagnosztizalt férfi beteg kiilonboz6

korosztalyba tartoztak, a szindroma specifikus fenotipusjegyei
mégis mindharom képen megtalalhatoak, illetve az is
megfigyelhetd, ahogy ezek egyre kifejezettebbé valnak a kor

elorehaladtaval.

A csaladfa alapjan minden esetben X-hez kotott 6roklédésmenet volt észlelhetd, kivétel
az FXS-el diagnosztizalt lany (P1) gyermek esetében, akinek a 2 egészséges fiu testvére

miatt nem meriilt fel X-hez kotott oroklddésmenetet kovetd betegség.
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5.2.2 Egyéb monogénes hatterii ASD eseteink:

Az NGS szekvenalasbol szarmazé adatokbol ACMG klasszifikacid szerint 4 mutaciot
tekintettiink patogénnnek, melyek esetében a fenotipus szorosan korrelalt a detektalt
mutéacioval.

Egy csecsemdkori kezdetii epilepszids gyermek (P5) esetében SCN1A génben 1€v0 ismert
patogén mutaciot detektaltunk (VCV000068558), mely a tipusos EEG jelekkel egyiitt a
Dravet szindroma diagndzisat megalapozzak. A Dravet szindromas gyermekek 24%-ban
az ASD tarsul az epilepszia mellé [221].

Egy esetben a CHD7 génben talaltunk egy eddig nem ismert frame shift varianst, melyet
patogénnek mindsitettiink, tekintettel arra, hogy az ACMG iranyelvek szerinti PVS1? és
PS2? kritériumokat teljesiti. A varians de novo volta igazolodott a szegregacios
vizsgalatok soran, mivel egyik sziild sem hordozta ezt a varianst. A CHD7 gén patogén
mutaciéi CHARGE-szindromat okoznak. A szindroma elnevezése a vezetd tiinetek
acronymaja: C-coloboma, H-Heart defects, A-atresia choanae, R-retardation of growth,
G-genital abnormality, E-ear abnormalities, tehat coloboma, szivdefektusok, choanalis
atresia, novekedési elmaradas, genitilis abnormitasok, fiil abnormitdsok jelenléte
¢észlelhetd. Betegiink (P6) esetében a mozaiksz6 legtobb tiinete fellelhetd. A coloboméat
és a tobbszords fejlodési rendellenességeit (8. Abra) mar sziiletésekor észlelték.
Paciensiink anamnézisébdl kideriilt, hogy gyermekkoraban spontan zar6do pitvari sévény
defektust észleltek, az echokardiografidn bal kamrai jarulékos inhlr igazolodott. Etetési
nehézségek, illetve elmaradt sulygyarapodasa miatt fiil-orr-gégészeti kivizsgalas tortént,
mely hypotdnids lagyszéajpadot igazolt. Harom honaposan laryngoscopia tortént, mely Q
alakt epiglottist, duzzadt, vaskos aryepiglottikus tajékot detektalt, az epiglottis belégzésre
a gége bement felé hajlott. A fokozo6dd nehézlégzés és etetési nehézségek miatt
orrmandulait eltavolitottak. Két éves kordban orchidopexia tortént cryptorchidia miatt.
Az opus sordn jobb oldali herehypoplasia detektalodott. Kilenc éves koraban
endokrinologiai vizsgalata soran micropenist irtak le, mely a pubertds megjelenése utan
is fennallt. Szemészeti vizsgalata két oldali colobomat és stlyos latascsokkenést igazolt,

melyhez konvergens strabismus tarsult. Beszédkésés miatt letapadt nyelvre gyanakodtak,

1 PVSI1 (Pathogenic Very Strong): Null varians (nonsense, frameshift, kanonikus splice helyet érint6, start
codon, egyszeri/tobbszori exon delécid) olyan génben, amelyben a gén LOF mutacioi ismert betegséghez
kothetéek

2 PS2: de novo a mutacid, mindkét sziiléi minta negativ
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emiatt frenulum linguae bemetszés tortént, beszéde azota sem érte el az életkoranak
megfeleld fejlettségi szintet, egyszeriibb szavakat viszont mond.

Motoros fejlédése is megkésett volt, hdromévesen kezdett jarni, jardsa most is kissé
ataxias. Neuroldgiai statuszabol disztalis izomcsoportokban jelenlévé enyhe hypotrophia,
laza iziiletek emelend6ek ki. Pszichiatriai szempontbol IKZ, illetve egyértelmii
autisztikus vonasok (kényszeres viselkedés és sztereotip kézmanirok) igazolodtak.

Cirkadian ritmuszavar miatt gyogyszeres kezelést igényelt.

8. Abra: CHARGE-szindrémas esetiink fejédési rendellenességei lathatoak: 1. képen
a coloboma észlelhetd az iris also terililetén, a 2. képen az arc asszimetria,
plagiocephalia, illetve a széles, bifid orrhegy, 3. képen pedig a szajpadlés, illetve a
fogak eredésének és helyzetének rendellenességei. A 4. és 5. képeken az alacsonyan
6 fiilek, microtia, illetve a révid orr 1athatd, kiilondsen a jobb fiilon (4. kép) észlelhetd

az antihelix jellegzetes egyenes lefutdsa, mely elveszti a kapcsolatot az antitragusszal,

igy hozva létre a ,,clipped off helix” malformaciot. A 6. képen a Morton labfej lathato.
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Koponya MRI vizsgalata vermis hypoplasiat detektalt. EEG generalizart irritativ jeleket,
VEP vizsgélata baloldalon emelkedett P100 értéket detektalt. BERA normalis volt.
Laborparamétereibdl kiemelend6 az alacsonyabb melatonin, kalcium, tesztoszteron és D3
vitamin szint, illetve az emelkedett laktat szint melyet a detektalt mtDNS delécio
magyarazhat (Isd. késobb). A tobbszoros MPA-k miatt aCGH is késziilt, ennek
eredménye negativ lett. Az ismert CHARGE szindromads esetek 27,5%-ban figyelhetd
meg ASD [222].

Egy 10 éves, ismert Duchenne tipust izomdystrophids gyermeknél (P7) a DMD génben
igazolodott egy ismert patogén stop muticio (VCV000011288.3). A gyermek
izommintajaban 7 évesen igazolddott a dystrophinopathia, de MLPA vizsgélat a génben
deléciot nem mutatott. Mar az izomtiinetek megjelenése eldtt, masfél éves koratol észlelt
a sziilo autisztikus vonéasokat, szemkontaktus hidnyat, viselkedésbeli és érdeklddésbeli
sztereotipidkat, enyhe intellektualis kognitiv deficit mellett, késébb ezekhez
hiperaktivitds is tarsult. Laborjaiban izomdystrophidjanak megfeleléen kifejezetten
emelkedett creatin kinaz (CK) értékeket mértiink. A DMD gén nemcsak az izmokban,
hanem az agyban is expresszalodik, ez magyardzza azt, hogy a Duchenne
izomdystrophiaban szenveddk 30-40%-a ASD tiineteit is mutatjak [99].

Egy atipusos Rett-szindromaval diagnosztizalt kislanynal (P8) a MECP2 génben
egyismert nonsense mutaciot azonositottuk (VCV000011829.15). A Rett szindroma
korabban az ASD kategoriaba tartozott, de a DSM-V bevezetése 6ta mar nem soroljuk
ide, azonban tiineti szempontbol jol ismert a két betegség kozotti jelentds atfedés. A
kislany els6 tiinete a megkésett beszédfejlodés volt, melyet kezdetben a csalad
kétnyelviiségének tulajdonitottak. Két és fél éves koraban azonban nyilvanvalova valt,
hogy a beszédkésés csak az elsd tlinet volt, melyhez mozgaskészség romlésa is tarsult.
Harom éves korara a rendellenes kéztartas €s sztereotip kézmanirok is jelentkeztek, majd
a torzsataxia is megjelent. Epilepszia nem jelentkezett a diagndzis idépontjaig, illetve
microcephalia sem tarsult a fenotipushoz.

Tovéabbi harom esetben valosziniileg patogén (LP) mutéciot detektaltunk a PTPN11 és
RELN génekben.

Egy harom és fél éves kislany (P9) esetében a PTPN11 génben detektaltunk egy missense
varianst, melyet a ClinVar adatbazis patogénnek mindsitett (VCV000040555.5). A

varians ritka mivoltat az EXAC és az 1000Genome adatbazisokbol vald hidnya tdmasztja
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ala. Kohorszunkban ezt a varianst egy esetben detektaltuk és a sajat adatbazisunkban 1évo
200 magyar exom mintaban sem volt jelen. A legtobb altalunk alkalmazott predikcids
szoftver algoritmusa korosnak prediktalja (SIFT, Polyphen 2 HVID, CADD, SVM). A
varians egy evolucidsan konzervalt régidban helyezkedik el (GERP érték: 5,13). A gén
autoszomalis dominans 6roklédéssel Noonan-szindromaval asszocidlt. A beteg néhany
tiinete, autisztikus vondsai, pitvari sovénydefektusa, egymastol tavol elhelyezkedd
mellbimbdi, kissé haromszogletli arca, retrognathidja, mélyen barazdalt philtruma,
alacsonyan eredo fiilei és lefelé iveld szemrései korrelalnak Noonan szindréma tiineteivel
(9. Abra), viszont magassaga, nyaki vastagsagnak a hidnya és a hypertelorismus hianya
nem jellemzodek erre a korképre. Szegregacios vizsgalathoz, csak az anyai minta volt
elérhetd, akinél a hordozoi statusz nem igazolodott, igy komplett szegregécios vizsgalatra

nem volt lehet6ségiink.

9. Abra: Noonan szindromara utald MPA-k jelenléte
megfigyelhetdé egy PTPN11 mutaciét hordozd kislany
esetében, mint a tavol elhelyezkedd mellbimbdk, enyhe
micrognathia, illetve a mélyen bardzdalt philtrum jelenléte. A

kezeknél lathaté repkedd mozdulatok az ASD-re jellemzd

4 sztereotipiakhoz sorolhatoak.

A kovetkez06 két esetben, két eltérd fenotipussal rendelkezd kislanyt mutatunk be, akiknél
a tiinetek, az eltérd fenotipus ellenére, RELN gén patogén mutacioival korrelaltathatoak.
Az els6 esetben (P10) egy tobbszords minor anomalidkkal rendelkezé kislanynal (10.
Abra) talaltunk a RELN génben egy ClinVar adatbazisban VUS/patogénnek mindsitett
varianst (VCV000208481.2). A kislanynak 8 honapos kordban tobb atipusos absence
rohama volt. Az EEG tobb 4-7 Hz-es polymorph theta hullamot mutatott, melyekhez
keverten lasst alphékat tartalmazoé hattértevékenység is megjelent. Ezek mellett tobbszor
2 mp-ig tarté magasfesziiltségli, meredek lassii paroxysmus is megjelent, melyek az
absence klinikai tlineteivel egybe estek. Valproat kezelésre a rohamtevékenység
megsziint, késobb ez elhagyhato volt. Koponya MRI vizsgalata sordn strukturalis agyi
elvaltozas nem volt észlelhetd. Szegregaciods vizsgalata soran ASD-vel diagnosztizalt, de
epilepszias anamnézissel nem rendelkezd testvére nem hordozta a varianst, az édesapa

viszont igen. Edesapjanak nem szerepel az anamnézisében epilepszia, melyet a RELN
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mutéciok altal okozott, autoszomalis dominansan 6roklédo lateralis temporalis lebeny
epilepszia (ADLTE), csokkent penetranciaja magyarazhat. Az irodalmi adatok alapjan a
betegség penetranciaja 70% korili [127].

10. Abra: ADLTE-vel diagnosztizalt kislany esetében tobb MPA
is észlelhetd: tavol elhelyezkedd mellbimbok, rovid nyak, kerek
arc, transzverzalis mosoly, széles és nyomott orrhat, hossza
philtrum, synophris ¢és macrotia észlelheté. Hatan észlelhetd

lanugo jelenléte hypertrichosisra utal ebben az életkorban.

A masodik esetben egy lissencephaliaval rendelkezd kislanynal (P11) detektaltunk egy
de novo heterozigéta RELN varianst, melyet 2 jelentés alapjan a ClinVar VUS-nak
klasszifikalt (VCV000286839.2). A lissencephalia fenotipusa RELN mutaciok esetében
autoszomalis recessziv oroklodésmenethez kotott. Mivel a paneliinkben nem minden
lissencephaliaval asszocialt gén szerepelt, tovabbi genetikai okok felderitése céljabol egy
kereskedelmi forgalomban 1év lissencephalia panel vizsgalat is késziilt, a Centogene
(Rostock, Németorszag) laboratoriumban, mely megerdsitette eredményiinket.
Tekintettel a varians igazolt de novo statuszara VUS helyett a valdsziniileg patogén
kategoriaba soroltuk at a varidns. A kortorténetébdl kiemelendd, hogy méhen beliil a
terhesség utolsé szakaszaban colpocephalia, sziiletésekor microcephalia és tobb minor

anomalia igazolodott, melyek késébb is megmaradtak (11. Abra).

11. Abra: A 3,5 éves lissencephalidval diagnosztizalt
kislany MPA-i lathatéak: microcephalia, valamint a
keskenyebb bitemporalis tavolsdg. Hypertelorismus,
magasan iveld szemdldok, a felfelé nézd orrnyilasok,

hosszu philtrum, triangularis ajkak és macrotia lathato.

Mivel 10 hetes koraban szopas kdzben napi tobb alkalommal myoclonusok, spasmusok
jelentkeztek EEG késziilt, mely hypsarrythmiat igazolt. Tekinttel arra, hogy a spasmusok
a vigabatrin mellett is megmaradtak ACTH kezelésben részesiilt, mely hatasara

rohammentessé valt, a hypsarrythmia megsziint.
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A detektalt szindromas ASD formaink koziil, két varianst VUS-ként klasszifikaltunk.
Egy 9 éves lanynal (P12) a SPAST génben detektaltuk egy missense varianst, mely a
ClinVar adatbazisban valdsziniileg patogén/VUS-nak volt mindsitve (VCV000217003.2)
1-1 fiiggetlen bekiildo altal. A varians alacsony MAF értékkel rendelkezik (0,0002), bar
nem egy kifejezetten konzervalt régidban talalhato, tekintettel arra, hogy a fehérje
polaritasat valtoztatja, mivel az aszparaginsav (D) polariztalt hydrophil aminosav helyett
egy glicin (G) toltés tekintetében neutralis aminosav keriil beépiilésre, tobb predikcios
szoftver is patogénnek véleményezi. Szegregacids vizsgalat soran az édesanya is
hordozdnak bizonyul, egyeldre tiinetmentesen. A SPAST gén patogén variansai herediter
spasticus paraparesis 4-es tipusat okozzak, autoszomalis dominans 6rokl6dés menettel.
Esetiinkben sem a kislanynak, sem fiatal anyukajanak nincs spasticus paraparesise €s az
anyuka felmendi kozott sem volt hasonld. A kisldny esetében enyhébb ASD mellett
id6szakosan autoagressziv magatartas is észlelhetd volt. A SPAST gén de novo mutacioi
ASD-ben rizikofaktorként ismertek [223]. Esetilkben hosszmetszeti kovetés javasolt,
mivel jelenleg nem tudjuk egyértelmiien Osszefiiggésbe hozni a kislany tiineteit a
detektalt varianssal.

A P13 esetében egy szokatlan genetikai konstellaciot észleltiink, mivel az AUTS2
(korabban KIAAQ0442) gén egyetlen kodonjaban két egymas melletti mutacid volt
észlelhetd, mely p.E814M aminosavcserét eredményezett. A két mutacio a BAM file-ok
alapjan cisz helyzetben van jelen. Szegregacios vizsgalatra csak édesanya esetében volt
lehetdségiink, akinél nem igazolddott mutacid, édesapa kronikus aethylismusban
szenved, nem volt elérhet szegregacios vizsgalat céljabol. Betegiink anamnézisébdl
kiemelendd, hogy gyermekkoraban diagnosztizaltak az autizmust a korai, stilyos tlinetek
fennallasa alapjan. Ezekhez késObb agressziv magatartds, impulsivitds, és mentalis
regresszi6 is tarsult. TOrzsataxidja, juvenilis epilepszidja miatt koponya MRI vizsgalat
késziilt, mely megaciszterna magnat €s jobb tulsulyt hippocampalis atrophiat talalt. Az
EEG a sulyos autisztikus tiinetek miatt nem volt elvégezhetd, empirikusan valproat kertilt
beallitasra, rohamoldasra pedig diazepamot kapott. A beteget 14 évesen egy grand mal
epilepszias roham kovetkeztében elvesztettiink. Kifejezett arcdiszmorfia nem volt
észlelhetd, szélesebb és felfelé forduld felsdajak, illetve benyomott orrnyereg keriilt

leirast (12. abra).
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12. Abra: Az AUTS2-szindromas gyermek esetében juvenilis
induldsu epilepszids rohamok mellett, csak igen enyhe
arcdiszmorfia figyelheté meg a felfel¢ forduld, vastag felsdajak,

illetve benyomott orrgydk jelenléte miatt.

Osszegezve a szindrémds autizmus formak kozott kohorszunkban négy de novo és ot
oroklott ritka varianst detektaltunk. Négy esetben a szegregacios vizsgalatot nem tudtuk

crer

azok funkcionalis fehérje doménekhez viszonyitott helyzetét a mutation mapper szoftver

segitségével a 13. Abran mutatjuk be. (http://mutationmapper.bioch.ox.ac.uk/)
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13. Abra: A szindromas formakban detektalt variansokat, grafikai prezentaciéval, az
eddig ismert funkcionalis fehérje domainekhez viszonyitottan helyzetiik el. A kép

szerkesztéséhez a mutation mapper szoftvert alkalmaztuk.




5.3 Arritka variansok elemzése kohorsz szinten

Osszesen 370 olyan ritka varianst detektaltunk a vizsgalt populacioban, mely teljesitette
a metodikai részben leirt ritka varidns szlrésiink kritériumait. A vizsgalt 101 kandidans
gén koziil 80 génben taldltunk ritka varidnst, melyek koziil 44 esetében legalabb egy
patogénnek predikalt varians (CADD srore > 20, vagy SVM=damaging) volt jelen. A 44
gén funkcié alapu asszociacios halojat a 14. Abran mutatjuk be. Funkcidvesztd mutaciot
a kovetkezd 8 gén esetében detektaltunk: AUTS2, CHD7, DHCR7, DMD, GNA14,
MECP2, SCHANK2, SHANKS. Ezek koziil az RVIS érték alapjan (RVIS <5 pc.) az
AUTS2, CHD7, SHANK2, SHANK3 gének kifejezetten intoleransak a funkcionalis
variansokkal szemben, ami a detektélt variansok patogén szerepét erdsiti. A kohorszunk

génjeinek mutacios terheltségét egy diagrammon abrzasoltuk (15. Abra).
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14. Abra: A ritka, patogénnek prediktalt muticiokat tartalmazd gének funkcié alapt
kapcsoltsagi halozata. A haldzat vizualizaciojat a STRING (https://string-db.org/) szoftverrel

készitettiik. A géneket Osszekotd vonalak vastagsaga utal a gének kozotti Osszefiiggés
erdsségére. A teljes haldzatra vonatkoztatva szignifikans dusulas volt kimutathaté az
idegrendszeri fejlédésben résztvevd génekre. (GO:0007399; p=3,22e-15). Jol lathato példaul az

epilepszia hatterében gyakran leirt gének gyakori €s tobbszoros kapcsoltsaga.
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15. Abra: A kohorszunkban leggyakrabban mutalodé géneket a muticiok szama és tipusa alapjan egy diagramon abrazoltuk. A
kiilonb6z6 mutacio tipusokat eltérd szinekkel jeloltiik. Leggyakrabban a VPS13B génben észleltiink mutaciokat. Funkcioveszt6 (LoF)

mutéciot 8 gén esetében detektaltunk.




Annak meghatarozasa érdekében, hogy észlelheté-e ritka varians dusulas, illetve
funkcioveszté mutacié dusulas az altalunk vizsgalt génekben a Rao és Nelson [216] altal
alkalmazott 1épéseket hasznaltuk a SORVA szoftver segitségével. A szignifikancia
szintet meghalado ritka varians szamot észleltiink az AUTS2, NHS, NSD1, SLC9A9,
VPS13B génekben (7. Tablazat).

7. Tablazat: A szignifikans ritka varians dusulast tartalmazo gének. A 101 vizsgalt gén
koziil 5 esetben detektaltunk az elvarhatotdl szignifikdnsan nagyobb ritka varians
terheltséget, 5% MAF cut-off mellett. A varidns szdm figyelembevételénél kiilon

kategoriaba tartoztak a testvérparok, az 6 esetiikben, csak a kozos variansok szamitottak
(+0/5), (+1/5).

Gén Koédolt fehérje Varians szam SORVA
hossza (AS)  (varians/egyén+kozos_varians/testvérpar) p_érték
AUTS2 1259 30/164+0/5 8.50E-06
NHS 1651 17/164+0/5 0.000149848233
NSD1 2696 53/164+0/5 8.40E-12
SLC9A9 645 17/164+1/5 0.026
VPS13B 4022 55/164+0/5 5.50E-05

A ritka varidns terheltségben nem észleltiink kiilonbséget a nemek kozott, fiuk esetében
az atlag terheltség 3,49, mig lanyok esetében 3,31 volt (p = 0,57). X kromoszéman
elhelyezkedd ritka variansok szama sem volt szignifikansan nagyobb fiukban, mint
lanyokban. 67 egyén (38,5%) esetében nem észleltiink prioritizalasi feltételeinknek

megfeleld, korosnak prediktalt ritka varianst.

5.3.1 A ritka varians terheltség és az ASD sulyossaganak korrelacidja

Az ASD sulyossaganak szamszerlsitésére két, ADOS teszten alapuld, modszert is
hasznaltuk. Az egyik soran a 47 esetben elérhetd nyers-total ADOS pontszamot vettiik
figyelembe, masodikban pedig kalibralt stilyossagi pontszamot (ADOS CSS) szamoltunk
a nyers ADOS értékekb6l a Gotham és mtsai. altal alkalmazott metodika szerint [13].
Korrelacios vizsgalatokhoz a kalibralt sulyossagi érték nem volt jol alkalmazhat6, mivel
a legtobb beteg, ilyen modszer alapjan, a legsulyosabb kategdridban volt besorolhato
(CSS = 8-10 pont). A nyers ADOS pontszam jobb eloszlast mutatott (16a Abra).
Regresszi6 analizis sordn viszont a nyers ADOS pontszam sem mutatott korrelaciot a

ritka varians terheltséggel (R? = 0,0047; p = 0,648). (16b Abra)
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16. Abra: Az ASD stlyossagat szamszer(isit két mutato eloszlasa (a) és a sulyossagi

mutatonak a varians terheltséggel val6 korrelacioja (b) lathato. A 16. a) dbran 1€vé pont

diagrammon lathat6, hogy a nyers ADOS pontszam (kék pontok) nagyobb szorast
mutat, mint az ADOS-CSS (piros pontok), melyek tobbsége 7-10 pont kdzott valtozott.

A 16. b) abra a nyers ADOS pontszdmok és a varidns terheltség regresszid analizisét

mutatja, mely sordn korrelacié nem észlelheté a nyers ADOS pontszdm és a ritka

varians terheltség kozott.

77




......

A minor fizikdlis anomadlidk ¢s a ritka varidans terheltség asszocidcidjanak
meghatdrozasara is regresszid analizist végeztiink, de itt nem taldltunk szignifikans
osszefiiggést (R? = 0,003; p = 0,51).

5.4 Klaszteranalizis és a gének dusulasa a Kiilonb6z6 fenotipus klaszterekben

Az azonositott klasztereket és a 11 legjellemzdbb tulajdonsagot a 17. illetve 18. abran
mutatjuk be. Lathato, hogy a 22 fenotipus jegyb6l 11, két vagy anndl tobb klaszterben is
szerepel. Ebbdl az allapithatd meg, hogy tiineti szinten jelentds atfedés all fenn a
kiilonbozd fenotipus klaszterek kozott. Ennek ellenére vannak olyan tulajdonsagok
melyek bizonyos klasztereket jobban jellemeznek. A 3. klaszter esetében elmondhato,
hogy erre a beszédzavar, szocialis izolacio és a tarsas kapcsolatok sulyos zavara jellemzo,
mig a 4. klaszter valoszinlileg az ADHD-val tarsul6 ASD-s eseteket foglalja magaban. A
2. klaszterre inkdbb az IKZ ¢és OCD tiinetek jellemzdek, melyek gyakran sulyos
viselkedésbeli zavarokhoz vezetnek, mint pl. az autoagresszio, vagy a higiénids normak
figyelmen kiviil hagyéasa. A detektalt klaszterek koziil, az elsé a legnehezebben
interpretalhatd, mivel egyetlen egy kiemelkedd tulajdonsag sem jellemzi. A t6bbi
klaszterhez viszonyitva ebben a kiilonb6z6 minor anomalidk és a csalddban eléfordulod
egyeb pszichiatriai megbetegedések nagyobb aranyban fordulnak eld. Viszont a
szindromas ASD format eredményezd gének nem mutattak disulast sem ebben, sem a
masik 3 klaszterben. Tehat egyetlen egy klaszter esetében sem volt szignifikans gén

dusulas kimutathato.
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17. Abra: A fenotipus klaszteranalizis eredményei lathatbak. A kernel PCA
eredményeként a mintdkat egy hdrom dimenzios térbe képeztiik le, melyen lathato,
hogy teljesen elkiiloniild klaszterek nem jelennek meg, de egy bizonyos csoportosulasi

trend megfigyelhetd. A minték szinei a 4 valasztott klasztert jelentik.
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18. Abra: A fenotipus klaszterelemzés soran a hisztogrammon a 22 leggyakoribb fenotipusjegy eléfordulasi gyakorisaga lathaté egy - egy
klaszteren beliil. Lathato, hogy a fenotipusjegyek fele egynél tobb klaszterben reprezentalodik, azonban az is észlelhetd, hogy bizonyos

tulajdonsagok jellemzdbbek bizonyos klaszterekben, igy példaul a 4. klasztert az ASD mellett megjelend ADHD jellemzi.




5.5 Az ASD és mitochondrialis diszfunkcio korrelaciéja

Az mtDNS delécido eldforduldsa a 60 ASD-vel diagnosztizalt gyermek esetén
szignifikansan nagyobb volt, mint a 60 egészséges, idosebb kontroll egyén esetében. Az
ASD csoportban 16,6% (10/60) volt az mtDNS delécié eléforduléasi gyakorisdga, mig
egészséges, idOsebb, kontroll csoportban 3,3% (2/60) (Yates korrelacios y2-proba = 4,5,
p = 0,03, OR = 5,8; 95% CI 1,21-27,72). Az mtDNS hotspot mutaciok (m3243 A>G,
m.8993 T>C/G, m.8344 A>QG) vizsgalata soran viszont egy gyermek sem bizonyult
pozitivnak. A 10 mtDNS delécioval rendelkezd gyermek koziil ketté multiplex deléciot
hordozott, nyolc pedig egyes major deléciot (2,4-7,9 kb tartomanyba es6t). Az mtDNS
deléciot hordozé ASD-vel diagnosztizalt gyermekek (mtdel-ASD) fébb klinikai tiineteit
¢s csaladi anamnézisiikre vonatkoz6 adatokat a 8. Téblazatban foglaltuk dssze.

A mitochondrialis betegségre utald fobb tiineteket figyelembe véve dsszehasonlitottuk az
mtdel-ASD csoportot az 50 non-mtdel-ASD csoporttal, ennek az Gsszehasonitasnak az
eredményét a 19. Abran mutatjuk be. Klinikai fenotipus szempontjabol a fejlddésbeli
regresszid jelenléte és a multiszisztémas tiinetek jelenléte szignifikans eltérést mutatott a
két csoport kozott. Regresszios fazisok esetében p = 0,0199; OR = 5,4231; 95% CI =
1,32-22,13, mig multiszisztémas tiinetek jelenléte esetén p = 0,03; OR = 6; 95% CI =
1,31-27,44 volt. 1zomhypotonia és a tarsul6 kiilonféle neurologiai tiinetek is gyakrabban
fordultak eld mtdel-ASD kohorszban, de szignifikans kiilonbség nem volt (p = 0,11,
illetve p = 0,07) (19. Abra). Epilepszia elé6fordulsi gyakorisaga szempontjabol nem volt
kiilonbség a két csoport kdzott.

A mitochondrialis hattér iranyaban vizsgalt 60 gyermek csaladi anamnézisében 48%-ban
volt emlitésre mélto eltérés, melyek koziil 20 esetben (33,3%) pszichiatriai betegségek,
négy esetben (6,7%) érzékszervi betegségek, ataxia és/vagy komplex endokrin
betegségek voltak észlelhetéek. A felsorolt tiinetek egyiittes eléforduldsa az MDC
(mitochondrial disease criteria) érték emelkedése alapjan mitochondrialis betegséget jelez
[224]. A pszichiatriai tiinetek és az MDC-hez kotott tiinetek a csaladi anamnézisben
minddssze 6t esetben (8%) fordultak egyiitt eld. A szérum laktat, és/vagy laktat/pyruvat
arany négy esetben volt emelkedett az mtdel-ASD csoportban (8. Tablazat).
Osszességében a csaladi anamnézist, fenotipus jegyeket, illetve a laboratoriumi értékeket

figyelembe véve az MDC érték hét esetben utalt lehetséges mitochondrialis betegségre.
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Tovabbi megerdsitést izombiopszia adhatott volna, azonban ett6l az invaziv

beavatkozastol etkai okok miatt eltekintettiink.

Fenotipusbeli kilonbségek a mtdel-ASD és non-mtdel-ASD
kohorszok kozott
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Fejlédésbeli Elipelszia Izomhypotonia  Multiszisztémas Neurologiai
regresszio eltérések tiinetek

B mtdel-ASD ® non-mtdel-ASD

19. Abra: Mitochondrialis betegségre utald tiinetek eloszlasa az mtdel-ASD és non-
mtdel-ASD csoportban. A *-al jelolt esetekben szignifikans eltérés mutatkozott a tiinetek
frekevenciajaban a két csoport kozott. Epilepszia el6fordulési gyakorisdga szempontjabol
nem volt kiilonbség a két csoport kdzott. Izomhypotonia és a tarsuld kiilonféle neurologiai
tiinetek 1s gyakrabban fordultak el6 mtdel-ASD kohorszban, de szignifikdns kiilonbség
nem volt (p = 0,11, illetve p = 0,07).
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8. Tablazat: mtDNS deléciot hordozo ASD eseteink fobb, mitochondrialis betegség szempontjabol relevans, tiinetei.

Beteg Csaladi anamnézis Tarsbetegség MPA ASD melletti tiinetek Labor eltérések mtDNA (HP)
, , . . . , . Laktat szint: 3.6 mmol/l (norm: < .
PM1 rokcl)};fkr;l ;szdf?é(uszia Krénikus ofitis + HypoacuSI;a(;(ri(;fati;arLgs’sgr;’:as’zlilzz’ vegtagl 1.6mmol/l) , alacsony tesztosteron, magas I\/(Iglztcl)po/loe;x
, epilep J » Epriep LDH, normal CK
) . . . Laktat szint: 0,6mmol/l (norm:<
PM2 MS: autoimmun Glutén érzékenység | + Figyelemzavar, IKZ, Enyhe macrocephalia, 1.6mmol/l), emelkedett laktat/pyruvat Major (80%)
hypothyreosis székrekedés . . .
arany, normal CK és LDH
. ani : : BPST , Laktat szint: 1.9 mmol/l (norm: <
PM3 MS: epllgpsgla Fogaszati eltérés + Multlp.lex feﬂOdeSl ! enc,lell?n.esseg’ ,CC.)IObO,ma’, 1.6mmol/l). emelkedett progeszteron szint, Major (20%)
FS: anxietés hypotonia, torzs ataxia, 1égzési-, etetési nehézség
emelkedett LDH
. . , Postnatalis fejlédési elmaradas, hypotonia, Laktat szint: 1.3 mmol/l (norm: < . o
PM4 | Edesanya: panikbetegség GERD + stilygyarapodis megrekedése, IKZ 1.6mmol/l) Major (65%)
, ., . Laktat szint: 0.9 mmol/l (norm: < . o
PM5 Negativ Atopias dermatitis No 1.6mmol/l) Major (35%)
Provokalt abortusz, FS:
hydrocephalus, analis Ujsziilottkori o
. o o ; . . e . . Laktat szint: 2.3 mmol/l (norm: < . 0
PM6 atregla,’MS. d@presszm sargasag, + Microcephalia, latdszavar, izom hypotonia 1.6mmol/l), emelkedett LDH, normal CK Major (20%)
anxietas, ptosis, OCD, strabismus
carcinoma
, , . . Laktat szint: 1.2 mmol/l (norm: < . 0
PM7 Negativ Negativ + Enyhe torzsataxia 1.6mmol/l) Major (85%)
Laktat szint: 1.5 mmol/l (norm: <
PM8 MS: BD (3 rokon), Atopias dermatitis, + Sensoneuralis hallascsokkenés, enyhe myopathia, 1.6mmol/l), emelkedett LDH, normal CK. Major (85%)
pajzsmirigy problamak CMV, hepatitis ptosis Magas anti-CMYV antitest titer sziiletéskor, !
Emelkedett majenzimek
- . .. S Laktat szint: 1.5 mmol/l (norm: <
+FS . < _
PM9 MS+FS: P[?, /?\D, IKZ; Negativ + Postnatalisan hypotonia, En}_/he tOrzsataxia, vadli 1.6mmol/l). Eemelkedett laktat/pyruvat Major (90%)
FS: felvetédott ASD hypertrofia . , ,
arany, normal CK és LDH
. . , Laktat szint: 1.2 mmol/l (norm: < Multiplex
PM10 Negativ Negativ + Negativ 1.6mmol/l) (>20%)




Annak eldontése érdekében, hogy a detektalt mtDNS delécié primér vagy szekunder
eredetli-e, az ASD-NGS panel eredményét és egy kiegészitd NGS panel (IG panel)
vizsgalat eredményét vettiik alapul. Az IG panel hasznalataval probaltuk felderiteni a
delécio hatterében 4allo esetleges primér okot.

Az mtdel-ASD csoportban (PM) egy SUCLG1 (succinate-CoA ligase GDP/ADP-forming
subunit alpha) génben jelenlévd heterozigota missence varians esetében merilt fel
patogenicitas (VCV000203970.1) (9. Tablazat). Ez a varians szegregacios vizsgalat soran
de novo-nak bizonyult. A SUCLG1 gén mutacioi recessziv oroklédésmenettel vezetnek
mtDNS deplécidé szindroma kialakulasdhoz (OMIM:245400). Betegiink heterozigota
formaban hordozta a varianst, igy tiinetképzdé jellegét elvetettiik. Mivel az ASD
kohorszunkban az IG panel alkalmazasa nem bizonyult célravezetonek az etioldgia
tisztazasat illetéen, a panel diagnosztikus értékét egy primér mitochondridlis
betegcsoportban is megvizsgaltuk (C-MD). Ebben a kohorszban az IG panellel tobb
valdsziniileg patogén (LP) és VUS varianst detektaltunk (p = 0,017). A C-ASD (non-
mtdel-ASD tagjaibol) kontrollok esetén, IG panellel, az mtdel-ASD csoporthoz
hasonldan, egy VUS volt detektalhatd, mig az egészséges kontrollok esetén két VUS.
Osszességében az IG panel eredményei alapjan nem volt szignifikénst kiilonbség mtdel-
ASD és C-ASD (p = 0,669), illetve mtdel-ASD és egészséges kontrollok (C-H) esetén (p
= 0,360). A panel viszont, a kontrollként hasznalt mitochondrialis betegek esetében (C-
MD), alkalmasnak bizonyult a mtDNS delécié hatterében allo primer okok felderitésére
(p =0,017).

Az ASD panel alkalmazasa soran mind az mtdel-ASD, mind a C-ASD csoportban tobb
ritka varidnst detektaltuk (10. Tablazat), mint az egészséges kontroll csoportban. A
CHARGE szindroméval diagnosztizalt kisfii esetében is igazolodott mtDNS delécid
(PM3). Az 6 részletes fenotipus leirasat a Szindromas formak c. alfejezetben ismertettiik.
A gyermek mitochondrialis betegséggel asszocialo tiineteit a 8. Tablazatban foglaltuk
Ossze. Nala a CHD7 koroki varians mellett, egy ritka TSC2 varianst is észleltiink, melyet
VUS-nak interpretaltunk.

A PM2 beteg esetében az AUTS2 génben egy missense varianst detektaltunk. Mivel a gén
mutacioi autoszomalis domindns oroklédésmenettel szindromas ASD-vel asszocidlnak

(OMIM:615834), illetve mivel a mutacio ritka (ExXAC MAF 0,0002025), a ClinVar
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adatbazisban még nem jelentett, a szegregacios vizsgalata mellett dontottiink. A mutaciot
a beteg egészséges édesanyja is hordozta. Az annotacidhoz hasznalt legtobb predikcids
szofter a varianst benignusnak jelzi, GERP értéke -1,62, mely nem konzervalt
lokalizaciojara utal. Igy ezt a varianst nem tartottuk kérokinak.

A panellel az mtdel-ASD csoport 60%-ban (6/10), mig a C-ASD csoport 71%-ban (5/7)
tudtunk ismeretlen klinikai relevanciaju varianst kimutatni (9. Tablazat). A PM6-ban
¢észlelhetdé ZNF804A varianst (rs112183442) a 6 egészséges kontroll egyén kozott is
megtalaltuk két esetben, ezért felvetddott, hogy populacié specifikus lehet, mivel azonban
az ExAC adatbazisban is prevalenciaja 0,1-0,5% kozott van, valosziniileg benignus.

A PMBS betegnél egy nonsense patogén DHCR?7 varianst detektalunk, mely heterozigota
formaban volt jelen, illetve ennek a betegnek egy NHS génben 1év6é VUS-a is volt. A
varians klinikai tlinetekkel valo korreléaltatasa soran kideriilt, hogy a varidnst hordozo 5
éves kislanyt elhuzodo sargasag, emelkedett majenzim értékek és alacsony prothrombin
értékek miatt congenitdlis CMV fert6zés iranydiagndzissal vizsgaltak, melyet az
emelkedett I[gM és IgG CMV antitest értékek ala is tdmasztottak. A kislany iddre sziiletett
csaszarmetszéssel. A terhesség 11. hetén parcialis placenta levaldst véleményeztek.
Sziiletési sulya 3000 g volt. Sensoneurindlis hallascsokkenését 8 honaposan
diagnosztizaltak, ekkor fejlddés neurologiai vizsgalata normalis fejkorfogatot, koranak
kozel megfeleld pszichomotoros fejlettséget véleményezett. 26 honaposan jobb oldalon,
majd 29 hdénaposan baloldalon keriilt sor cochlearis implantaciora. Az implantacio
hatéséra, az addig késlekedd beszédfejlédése megindult. Harom évesen diagnosztizaltak
az ASD-t. Hat évesen hyperaktivitds miatt risperidone keriilt beallitisra. Perzisztalo

crusta lactea miatt borgyodgyasz kezelte.
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9. Tablazat: Az IG panel eredményei mtdel-ASD csoport és a kiillonb6zo kontroll csoporok esetén. A panellel pathogén mutéciot csak a
kontrollként alkalmazott mitochondrialis betegséggel diagnosztizalt egyéneknél talaltunk. Benignus és valdsziniileg benignus variansok
nem kertiiltek feltiintetésre.

Beteg Gén Mutécié dbSNP | Zigécia (;_rr":]l;lr‘?gé Szindréma ACMG
MtDNS delécioval rendelkezé ASD eseteink (mtdel-ASD, N = 10)
PM9 SUCLG1 €.236G>A; G79D n/d HET AR mtDNS deplécio 9 VUS
MtDNS deléciéval nem rendelkezé kontroll ASD eteink (N = 7)
C-ASD2 EARS2 €.295G>C; G99D rs1188537602 | HET AR OXPHOS deficiencia VUS
Mitochondrialis betegséggel diagnosztizalt kontroll csoport, ASD tiinetek nélkiil (N =7)
C-MD2 APEX1 €.605G>C; R202P n/d HET n/d VUS
C-MD3 ATP5A1 c.517A>G; 1173V n/d HET AR ATP syntase deficiencia VUS
C-MD4 YARS2 c.572G>T; G191V rs11539445 HET AR Myopathia, laktcidozis VUS
MGME1 €.532C>T; R178W rs143417446 HET AR mtDNS deplécid 11 VUS
C-MD5 C10orf2 | c.1196A>G; N399S n/d HET AR Perrault P
C10orf2 | c.1358G>A; R453Q n/d HET AR Perrault VUS
C-MD6 MRPL3 €.224G>A; S7T5N rs151331067 HET AR OXPHOS deficiencia P
MtDNS deléciot nem hordozo egészséges kontroll egyének (N = 6)
C-H3 EARS2 €.1445G>A; S482N | rs1275341540 | HET AR OXPHOS deficiencia VUS
C-H4 | SLC25A3 | c.655G>T;V219F | rs373621664 | HET | Ap | Mitochondrialis foszfat VUS

carrier deficiencia
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10. Tablazat: Az ASD-panel eredményei a mtdel-ASD, illetve korban illesztett non-mtdel-ASD (C-ASD) és egészséges felndttek esetén.

Betegek Gén Mutacio dbSNP Zigécia | Oroklédés menet Szindréma ACMG
MtDNS delécioval rendelkezé ASD eseteink (mtdel-ASD, n = 10)
PM1 FOXP2 €.1114G>A; A280T n/d HET AD Speech-language disorderl VUS
PM2 RAI1 €.4693G>A; V1565M rs368106957 HET AD Smith-Magenis VUS
AUTS2 €.1298T>C; L433P n/d HET AD AUTS?2 VUS
PM3 TSC2 €.66G>T; K22N rs766200310 HET AD Sclerosis Tuberosa VUS
CHD7 €.4822delA; p.R1608Gfs*31 n/d HET AD CHARGE P
PM4 RELN c.1487T>C; L496P n/d HET AD/AR Lysencephalia, ADEAF VUS
KATNAL?2 c.169C>T; R57W rs148791504 HET AR/AD n/d VUS
PM6 ZNF804A €.3322G>A; A1108T rs112183442 HET n/d n/d VUS
PM7 RAI1 €.3208G>A; G1070R rs370633684 HET AD Smith-Magenis VUS
PM8 DHCRY7 c.452G>A; W119* rs11555217 HET AR Smith-Lemli-Opitz P
NHS €.1226G>A; R409Q n/d HET XLD Nance-Horan VUS
PM10 PDE10A €.1429C>G; PATTA rs61733392 HOM AR/AD VUS
MtDNS delécioval nem rendelkezé kontroll ASD eteink (n = 7)

C-ASD1 | SHANK?2 c.3406G>A; A1129P rs377255888 HET n/d n/d VUS
C-ASD2 NRXN1 €.2459G>A; S820N rs80293130 HET AR Pitt-Hopkins-like VUS
CNTNAP2 €.2147A>G; Y716C rs760930032 HET n/d Pitt-Hopkins like VUS
C-ASD3 | SCN2A €.1729C>A; L5771 rs796053187 HET AD EIEE VUS
C-ASD4 | NLGN4X €.266C>G; Q89H n/d HET XLD n/d VUS
C-ASD6 | GNA14 €.860A>G; Y287C rs61755085 HET n/d n/d VUS
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MtDNS deléciot nem hordozo egészséges kontroll egyének (n = 6)

Betegek Gén Mutacio dbSNP Zigécia | Oroklédés menet Szindréma ACMG
C-H1 | ZNF804A €.3322G>A; A1108T rs112183442 HET n/d n/d VUS
C-H2 | ZNF804A €.3322G>A; A1108T rs112183442 HET n/d n/d VUS
C-H3 RELN c.449C>T; A150V rs752566456 HET AD/AR Lysencephalia, ADEAF VUS




6  Megbeszelés

6.1 A magyar ASD kohorsz viszonyulasa a nemzetkozi kutatasi eredményekhez

Az ASD prevalencidjanak novekedése vilagviszonylatban észlelhetd, ennek oka egyeldre
nem tisztazott [1]. A fokozott diagnosztikus éberség mellett a szélesedd spektrum is
hozzajarul a diagnosztizalt betegek szamanak novekedéséhez [2]. A nagy ateresztéképességii
molekularis diagnosztikus modszerek felhaszndlasa 6ta novekvd ardnyban keriilnek
diagnosztizalasra a ritkabb genetikai okok is. A KIR mukodését érintd alapkutatdsi
eredmények klinikai korrelaltatdsa olykor nehézkes, mivel a mindennapi klinikai
diagnosztikdban nem tlikr6zodik vissza megfeleléen a tiineti heterogenitas Mig a
Magyarorszagon érvényben 1évé BNO10 az F84 kod ala tartozo 9 diagnosztikus csoporttal
reprezentdlja valamelyest az ASD heterogenitasat [7], a DSM-V egyetlen, egységes
diagnosztikai kategdridba sorolja, az esetenként nagyon kiilonb6z6 fenotipusos jegyekkel
rendelkez6 egyéneket [225]. A vizsgalatunkba bevalasztott egyéneket a nemzetkozileg
elismert, aranystandard kritériumok szerint probaltuk meg diagnosztizalni, azért mert ezek a
tesztek lehetdvé teszik a tiinetek szamszerli leképezését ezatal hozzdjarulva az ASD
stlyossaganak megitéléséhez [10] [226]. A diagnosztikus teszteken tal kiilonb6z6 kérdbivek
alkalmazaséval torekedtiink egy mélyen fenotipizalt kohorsz megalkotéasara, mely a genetikai
tesztekkel egyiitt hozzajarul az ASD hatterében all6 molekularis alapmechanizmusok
megismeréséhez.

A kohorszunk demografiai adatait figyelembe véve mutatja az ASD populécidkban
felismerhet6 jellemvonasokat [12]. A mi kohorszunkban is észlelheté volt, hogy az ASD
gyakrabban érint fiukat, mint lanyokat (5. Téablazat). Ennek oka egyeldre nem tisztazott.
Mivel az ASD magas heritabilitasa igen erds a genetikai hattéret feltételez [27], felvethet6 a
kérdés, hogy ez a nemek kozotti aranytalansag genetikai okra vezethet6-e vissza? Felvet6dott
az ASD hatterében gyakran mutalodé X kromoszoma szerepe [31], illetve a véletlenszert X
inaktivacid potencialis védé szerepe is [227]. Az altalunk vizsgalt génpanelben a gének
negyede (27 gén) X kromomszomalis 10kuszu, mégsem talaltunk szignifikans kiilonbséget
fitk és lanyok kozott az X kromoszomara lokalizalhato ritka variansok tekintetében.

Val6szinlisithetd, hogy a nemek kozotti kiillonbségnek ASD-ben nem kizardlag genetikai oka
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van. Ezt a megfigyelést erdsiti, hogy komplex ASD formdk esetében, ahol a nemek aranya
kiegyenlitettebb, gyakrabban detektalhatoak erds hatasu ritka variansok a genomban, mint az
enyhébb, idiopathias formak esetében [228][227].

Tobb tanulmany is igazolja, hogy az eldrehaladott apai életkor erésen hajlamosjt az ASD
Osszefliggésbe [229] [230]. Kohorszunk esetében a sziilok atlagéletkora nem esett a riziko
tartomanyba (5. Tablazat), 6sszesen 2 apuka volt 45 év feletti életkoru a fogantataskor.

Az irodalmi adatok alapjan az autizmussal él6k rokonai gyakran mutatnak autizmusra
jellemz6 tulajdonsagokat enyhébb formaban. Ezt a jelenséget a szakirodalom széles autizmus
fenotipusként irja le (borad autism phenotype) [22]. Magyarorszagon a széles autizmus
fenotipus szinonimajanak tekinthetda rokonok kiiszob alatti diagnézisa. A sziiloknél direkt
ASD-t célz6 vizsgalatok elvégzésére nem volt lehetdségiink, hiszen nagyon gyakran csak az
egyik sziil6 volt elérhetd. Ezért kérddiveink segitségével probaltuk feltérképezni a csaladban
fennall6 esetleges kiiszob alatti diagnoézisokat, a szubklinikai tiinetekre valod rakérdezéssel.
Ennek felmérésére eldontendd kérdéseket és onkitoltds kérdéseket is hasznaltunk. Mindezek
mellett, mivel a kérddivet tobbnyire csak az egyik sziild jelenlétében vettiik fel, bizonyos
esetekben az értékelés soran nehéz volt kikiiszobolni a szlilok egymashoz vald viszonyulasat.
Jol obijektivizalhato adatokra is rakérdeztiink, mint az iskolai végzettség, illetve az aktualis
munkaviszony. Egy viszonylag 0j tanulmany szerint az apai IQ és az utdéd ASD fenotipusa
kozott egy nem-monoton asszociacid allithatd fel, melyet er6sen befolydsolnak az egyéb
tarsdiagnozisok [231]. Bar az IQ szint mérésre szintén nem volt lehetdséglink, a sziilok
iskolai végzettségével igyekeztiink ezt a kérdést indirekte megkozeliteni. A szdzalékos
eloszlas alapjan a magas sziil6i iskolai végzettség nem volt gyakoribb az altalunk vizsgalt
populadcidban, mint az atlagos, vagy atlag alatti végzettség (5. Tablazat). Ezért ugy véljiik a
magas sziiléi iskolai végzettség nem tekintheté sem kiiszob alatti diagndzisnak, sem

hajlamosito tényezonek.
6.1 A genetikai diagnozis jelentosége sajat tapasztalatink alapjan

Az ASD-vel elék egy kis csoportjat azok a betegek alkotjak, akiknek egy meghatarozott

szindromajuknak a részjelensége az ASD, ezeket szindromds ASD forméknak nevezziik. A
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szindromas ASD formak az 6ssz ASD esetek kb. 10%-at teszik ki [232] [233], melyekhez ha
hozzdadjuk az ASD-ben szerepet jatsz0 magas penetrancidji genetikai eltéréssel
rendelkezbket, elmondhatd, hogy monogénes ctiologia az esetek 10-25%-ban azonosithatd
[47]. Vizsgalatunk soran Osszesen 13 esetben tudtunk igazolni szindromas ASD format az
altalunk elvégzett modszerekkel, tovabbi 0t esetben egyéb kiegészitd genetikai vizsgalat
igazolt monogénes hatteret, olyan gének esetén melyek nem szerepeltek a paneliinkdn. Ennek
megfelelden a vizsgalat ASD kohorszunk 10,34%-ban igazolddott monogénes etioldgia. Az
egyes szindromas esetekben a patomechanizmus nagyon kiilonbozik, attol fliggben, hogy az
adott génnek mi a sejtbioldgiai feladata. Kilenc esetben olyan genetikai eltéréseket talaltunk,
melyek kiilonb6z6 epigenetikai mechanizmusokon keresztiil a génexpresszio és transzkripcid
modosulasai miatt vezetnek ASD-hez, kettd esetben a mikrotubulus-aktin citoszkeleton
diszfunkcidja implikalhato6 ASD patomechanizmusaban és a fentmarad6 6t esetben az
ingeriilet attevodés és szinapszis alkotdelemeinek karosodasa vezet tiinetek megjelenéséhez.
A két microdelécios szindroma esetében a tobb gént érintd delécid miatt nem kisérelheté meg
ilyen tipusu besorolas.

A KIR kialakuldsa soran tobb konformaci6 valtozason megy keresztiil mig az ektodermalis
eredetli velocsObdl kialakul a cortex és subcortikalis régiok funkciondlis egysége. A
morphogenesis ideje alatt megkezdddik a neurogenesis is, a sejtek differencialodasi
folyamata. Mindkét folyamat a fejlodd szovet génexpresszids mintazatanak valtozasaval jar
egylitt [234] [235], ezért a transzkripciot szabalyzo gének, transzkripcios faktorok fontos
szerepet toltenek be, mind a fejlédd, mint a fejlett idegrendszer mitkodése soran.

A MECP2 egyike a legrégebbi szindromds ASD formaban implikalodo transzkripcios
faktoroknak, melynek mutaciéit 1999-ben igazoltak a fenotipusosan jol korvonalazhatd Rett
szindrémas lanyok esetében [236]. Az elmult 20 évben tobb mas fenotipussal is asszocialtak
mutaciot, koztiik tobb enyhébb essencialis ASD-re jellemz6 fenotipussal [237]. Vizsgalatunk
soran egy atipusos Rett-szindromas kislany esetében igazoltunk ismert patogén MECP2
mutaciot. A kisldny sem microcephalidval, sem epilepsziaval nem rendelkezett a diagndzis
pillanataban, azonban az ASD ¢és kozépvonali kézmanirok felvetették Rett szindroma

lehetdségét. A mutacid kovetkeztében egy korai transzlacios stop szigndl trunkalja a fehérjét

crer
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kimutattdk a mutacid jelenlétét (PMID: 23270700, 1241840, 17089071, 10508514),
egészséges kontroll populacidban viszont nem keriilt leirasra (ExAC). Funkcionalis vizsgalat
tamasztotta ald a mutacio kovetkeztében kialakulo transzkripcionalis represszor diszfunkciot,
illetve a kéros mikrotubulus stabilitast (PMID: 23238081, 11058114).

A CHD?7 génben egy korabban az irodalomban nem leirt patogén mutéaciot azonositottunk,
mely alapjan a 11 éves gyermeknél a CHARGE szindroma diagnozisat allitottuk fel. A gén
CHARGE szindroma patomechanizmusaban betoltott szerepe még pontosan nem ismert, azt
tudjuk, hogy nélkiilozhetetlen szerepe van a neuronalis differencialodasi program
szabalyozasaban [238]. Mivel egy ATP dependens helikazt kdédol a nukleoszéma
szabalyozasaban [162]. Az altalunk detekalt mutacio nem az eddig ismert funkcionalis
doménekbe esik (13. Abra), de ennek ellenére az ACMG iranyelvek szerint patogénnek
tekinthetd, és jol illeszthet6 a beteg fenotipusjegyeivel (8. Abra).

Az AUTS2 korabban, hajlamositd faktorként (susceptibility) kertilt leirasra ASD hatterében,
azonban a varianst hordozé egyének mély fenotipizéldsaval és a klinikai spektrum
pontositasaval nyilvanvalova valt a szindromas ASD-ben betoltott szerepe [146]. A gén
egyike a neuroanatomiai fenotipus géneknek [234], melyek a fejlodé agyban magas
expressziot mutatnak [145]. A P13 esetben azért gondoltuk a detektalt varianst korokinak,
mert a koponya MRI-n olyan major elvaltozasok voltak jelen, melyek megfeleltethetoek a
neuroanatomiai fenotipus gének altal 1étrehozott morphologiai elvaltozasoknak. A detektalt
varians egy szokatlan genetikai konstellacié eredménye, melynek kovetkeztében két cisz
helyzetben 1év6 nukleotid mutalddott. Sajnos komplett szegregacids vizsgalat elvégzésére
nem volt lehetdségiink, mivel az édesapa stulyos aethylismusa miatt nem volt elérhetd.

Az epilepszidval tarsuld szindroméaknal pl. a Dravet, ADLTE esetén a detektalt mutacio
korrelalhat az epilepszia sulyossagaval. Az SCN1A génben észlelt mutacié magyarazza a
hypsarrythmia és a stlyos terapia rezisztens epilepszia fennallasat, mivel a detektalt mutacio
a feszliiltségfiiggd Na* csatorna porusformal6 alegységének fesziiltségszenzorat kodolo, 4-es
szegmentumara lokalizalhato [239]. A RELN mutacidoval asszocialt ADLTE-val
diagnosztizalt esetnél, pedig szintén jol illeszthetd az enyhébb klinikai kép az irodalomban

RELN mutaci6o kovetkeztében kialakuld epilepsziakéhoz [127]. A RELN mutacioi
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autoszomalis recessziv formdban okoznak kifejezetten stilyos, nem feltétlentil epilepsziaval
jard fenotipust.

Felmertilhet a kérdés, hogy egy priméren Dravet szindromaval asszocialt genetikai eltérés,
mint a detektalt SCNI1A4A mutdcio, hogyan vezet ASD-s tiinetek megjelenléséhez? Hiszen
jogosan feltételezhetd, hogy a folyamatos epilepszias rohamtevékenység okoz a KIR-ben
olyan sulyos funkcionalis eltéréseket, melyek végiil ASD-s tlinetekben nyilvanulnak meg.
Erre az alapkutatdsokbodl szarmaz6 adatok adhatnak valaszt. SCN1A esetén Bender és mtsai
kis interferald6 RNS-c¢k alkalmazasaval Scnla heterozygota KO egereken igazoltak, hogy
rohamtevékenység nélkiil is, a Na* csatorna expressziojanak csokkenése kovetkeztében a
hippokampalis oszcillacié dysregulacidja volt észlelhetd. Ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy a
csatorna szerepe a tanulasi folyamatokban a rohamoktdl fliggetlentil is karosodik [240].
Melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy az SCN1A mutécio esetén a rohamoktdl fiiggetleniil
IS, a csatorna diszfunkcioja miatt neuropszichiatriai tiinetek alakulhatnak Kki.

A genetikai diagnodzis sziikségességét €s a standardizalt sziirdvizsgalatok végzését erdsiti,
hogy vizsgalt populancionkban egy Kislany esetében is igazolodott FXS. Tekintettel a kislany
két egészséges filitestvérére, a meglévé FXS-re utalo fenotipusos jegyek mellett sem
gondoltak kordbban erre a lehetdségre. Molekularis diagnozisa a standardizalt, nemtdl
fliggetlen szlirés kovetkezménye volt. Az FXS diagnozis feldllitdsa nem csak a beteg
szempontjabol fontos, hanem a csalad esetleges késébbi életkorban megjelend tiineteinek
hatterét is konnyebben megérthetjiik, illetve lehetdséget nyljt a prenatalis diagnosztikara.
Egy FXS szindromaval diagnosztizalt gyermek édesanyja ugyanis lehet teljes mutaciot
(expansiot) hordozo, akinél a szerencsés X inaktivacionak koszonhetéen nem alakultak ki
tiinetek [241], viszont eshet az expansid nagysaga a premutacios tartomanyba, mely a FXS-
t6l eltérd fenotipusjegyekben nyilvanul meg [37]. A harom FXS pozitiv csalad koziil, az
egyik esetében a felmendk kozott premutaciot hordozd ndk esetében kiilonb6zo
neuropszichologiai eltérések voltak jelen, illetve egy esetben a Fragilis-X-Tremor-Ataxia
szindroma (FXTAS) klinikai képe jelentkezett a beteg 60 év koriili nagynénjénél. A
premutacids alléllt hordozé ndk 8-17%-nal jelentkezik FXTAS, mely penetrancidja fiigg a
CGG repeat hosszatol és az életkortol [242]. Az életmindségiiket legjobban befolyasolo

tiinetet, a progressziv ataxiat mélyagyi stimulacioval kezelni lehet [243].
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Az FMR1 nem az egyetlen olyan ASD gén mely neuroldgiai betegségekben is megnyilvanul.
Szindromas eseteink koziil a DMD és SPAST mutaciok is elsésorban neuroldgiai tiinetekhez
vezetnek. A gének bioldgiai funkcidja magyarazza mégis az ASD tiineteit [98], viszont nem
magyardzza, azt hogy mi az oka annak, hogy nem minden Duchenne izomdystrophias ¢és
HSP4 beteg rendelkezik ASD-vel. Erre potencialis valaszt adhatna a pontosabb genotipus-
fenotipus asszociacid ismerete. DMD esetében mutaciok az egész gén mentén ismertek,
fenotipusbeli megnyilvanuléds tekintetében ismert szabdly az “olvasasi keret szabaly”
(reading frame rule) [244]. E szabaly szerint, azok a deléciok, melyek leolvasasi keret
eltolodéssal jarnak sulyosabb, mig az in-frame deléciok enyhébb fenotipusban nyilvanulnak
meg. Esetiinkben viszont egy stop mutacié hozta létre a sulyosabb fenotipust, mely
izomtiineteket is okoz. Bar a DMD ritka variansait dsszefliggésbe hoztak mar ASD-vel, olyan
korrelaci6 még nem keriilt leirdsra, hogy ezen variansok milyen gyakran okoznak
izomdystrophiat is [245].

A SPAST esetében ismert, hogy HSP4 hatterében leggyakrabban a gén konzervalt, AAA
doménjét érinté mutaciok azonosithatoéak [121]. Az is igazolodott, hogy ugyanazon mutacio
jelenléte mellett el6fordult komplikalt és tiszta HSP is, igy egyértelmii genotipus-fenotipus
Osszefliggések nem allapithatdak meg a gén szintjén [246]. Az altalunk detektalt mutaci6 bar
a HSP specifikus AAA doménbe esett, HSP-re jellemz6 tiinettel sem a kislany, sem a
mutéciot szintén hordozé édesanya nem rendelkezett. Arrdl sajnos SPAST kapcsan sincs adat,
hogy az ASD hatterében azonositott mutaciok minden esetben tarsulnak-e a HSP-vel [247].
A P9 esetében detektalt PTPN11 missense varidns a gén tyrozin phosphataz doménjében
helyezkedik el, mely az erds konzervaltsdgot mutato rezidudlis arginint lysinre cseréli, ezaltal
kicsit valtoztatva a fehérje fizikokémiai tulajdonsagain. Minden altalunk alkalmazott fehérje
funkciot prediktalo szoftver a varians karosito hatasat feltételezi. Ezen varians jelenlétét tobb
Noonan szindromas beteg esetében kimutattdk (PMID: 16263833, 18562489, 11992261),
viszont az ExAC populacids adatbazisban kontrollok esetében nincs jelen. Bar a varians
esetében funkcionalis vizsgalatok nem késziiltek, a fenti két kritérium és a klinikummal vald
korrelaltatas elégséges a varians patogenitasdnak igazolasara. Bar az altalunk vizsgalat
kislany esetében alacsony novés nincs jelen, a kongenitalis szivhiba €s a neuropszichiatriai

tiinetek jelenléte Osszefiiggésbe hozhatdé a varians jelenlétével. A beteg édesanyjanal
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hordozoi statusz nem igazolodott, az édesapa sajnos nem egyezett bele a szegregcésiod
vizsgalatba, igy nem tudtuk bizonyitani az esetleges Osszefiiggést az apa féltestvérének
Asperger szindromajaval, illetve az édesapa el6z6 kapcsolataban vastag nyaki redével
rendelkez6 abortalt magzattal. Bakker és mtsai. szerint normal kariogramm mellett
megjelend emelkedett nuchalis transzlucencia esetén 5-15%-ban vetheté fel PTPN11
asszocialt korkép lehetésége [248]. Ez altal nem kizarhatd, hogy ez édesapa esetleges
csiravonalas mozaicizmusa allhat mindkét utod tiinetei mogott.

A KIR kialakuldsa megsziiletésiink pillanatdban még nem zéarodik le, hanem a kiillonb6zo
szenzoros ingerek hatasara, korai feldolgozasi folyamatok aktivalasanak kovetkeztében még
nagymértékben valtozik [249]. A kialakult szinapszisok funkcionalitdsanak valtozasat értjiik
a szinaptikus plaszticitas alatt, mely az egész élet soran egy folyamatosan zajlé esemény.
Homeosztatikus szinaptikus plaszticitas f6 mechanizmusa az aktivitas fliiggé negativ
feedback, melynek kdszonhetéen a KIR védekezik a kronikusan fokozott aktivitas ellen
[250]. A PTPN11 mutaciok a neuronalis aktivitasra indukaléddo RAS utvonal zavara altal
valtoztatjak a szinapszis glutamaterg receptor expressziodjat, mely neuropszichiatriai tiinetek
megnyilvanulasahoz vezet [251]. A szinapszisok dsszetétele alvas és ébrenlét fiiggvényében
Is valtozik, melyhez mind a neuroliginek altal szabalyzott glutamat- és GABAerg szignalok
valtozasa [54], mind a GRIN2B, CREBBP, BDNF gének alvas dependens expresszidja
hozzéjarul [252].

Vizsgéalatunk soran csak azokban az esetekben végeztiink szegregacids vizsgalatokat,
melyeknél szindromas ASD forma lehetdsége vetddott fel. Kohorsz szintjén nem ellendriztiik
minden detektalt ritka varians esetében, hogy de novo mutaciorél van-e sz96. A szindromas
ASD formak koziil hat esetben igazoldodott a mutacido de novo statusza. Az ASD-vel
asszocialt génekben a ritka, de novo exoni mutaciok az esetek 5-14%-ban kimutathatoak
[253] [254]. Az is igazolt, hogy a simplex ASD csaladok esetében a de novo ritka variansok
aranya szignifikansan nagyobb az ASD-vel diagnosztizalt csaladtagban, mint az egészséges
testvériikben, a ritka szinonim variansok kozott viszont nem észlelhet kiilonbség [253]. Bar
a de novo funkciovesztd mutaciok koroki szerepe elég gyakran nem egyértelmi, ezek
dusulasa né nemii ASD-vel élokben arra utal, hogy kozrejatszanak az ASD genetikai

hatterének megteremtéséhez [49]. Korabban ugy vélték, hogy az ASD-vel diagnosztizalt n6k
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nagyobb része rendelkezik sulyosabb ASD tiinetekkel, igy a spektrum ezen végén a fia:lany
arany kiegyenlitettebb [20]. Enyhébb ASD formakban, mint pl. az Asperger-szindroma, a
fil:lany ardny még a megszokottnal is nagyobb mértékben van eltolodva a fiuk javara
(fit:lany arany 11:1)[253]. Masok viszont azt feltételezik, hogy a nemi kiilonbségek jelenléte
ASD-ben abbdl eredeztethetd, hogy a ndk rendelkeznek védo faktorokkal ASD-vel szemben
[255][228]. Ezen némiképpen ellentmondoé felvetéseket magyarazhatja az a megfigyelés,
hogy az ASD sulyossaga fokozodik IKZ tarsulasa esetén, és a de novo karositdé genetikai
eltérések elsGsorban a non-verbalis IQ szinttel mutatnak korrelaciot [256]. A mutacios rata
az életkor eldrehaladasaval novekszik a csirasejtekben is, ebbdl adddhat, hogy a magasabb
apai életkorral korrelaciot mutat a de novo mutaciok gyakorisagai [230][229].
Osszességében elmondhatjuk, hogy a detektalt szindromas formak esetében, egy
kivételételtol (SPAST) eltekintve nem volt varatlan a szindromas forma fennallasa. Fenotipus
alapjan az Osszes diagnosztizalt esetben lehetett szamitani monogénes formara, mivel
mindegyik hordozott, olyan jellemz6 klinikai tiinetet, mely alapjan a beteget a complex ASD
kategoriaba soroltuk, ahol a monogénes hattér igazolodasara nagyobb esély van [257].
Vizsgalatunk soran a monogénes hattér legerdsebb indikatorai a tarsuld IKZ, az epilepszia,
illetve tarsuld neurologiai tiinetek (pl. ataxia) voltak, de ugyan igy az MPA-k specifikus
konstellaciol is felvethetik szindromés forma lehetdsége, mint példaul a Fragilis-X-
szindroma vagy CHARGE-szindréma esetében.

A szindromas ASD formak meghatarozasa elsddlegesen a csaladon beliili ismétlddési riziko
meghatarozasaban segit. Ilyen esetekben a de novo mutaciok jelenléte nem feltétleniil
egyszeriisiti a tanacsadast, mivel 4ltalaban a csirasejtekben jelenlévé mutaciok vizsgalatara
nincs lehetdségliink és az apa ¢letkoranak novekedésével pont ezeken a helyeken
akkumulalodnak a de novo eltérések [256]. A genetikai diagnozisnak prognosztikai
jelentésége is lehet és bizonyos esetekben tampontot nyujt a specifikus komorbiditasok
keresésére. Terapias megkdozelitésre egyeldre, a legtobb esetben, csak a tiineti kezelések
kapcsan van lehetdségiink.

Sajnos kutatasunk soran nem volt lehetdségiink a nagyobb CNV-k teljeskori szlirésére,
valdsziniileg ez magyardzza, hogy a diagnosztikus sikeraranyunk kiss¢ elmarad a

nemzetkozileg ismerttél. Egy hasonld esetszamu és eszkozparku vizsgalat soran [258] a
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kiegészitésként alkalmazott microarray vizsgalat 12%-ban igazolt olyan CNV-t, mely
Osszefliggésbe hozhat6 a tiinetekkel. A nemzetkdzi ajanlasokat is figyelembe véve a
szekvenalasi metodikak mellett a CNV-k genom szintli szlirése képezi az ASD diagnosztika
gerincét [36].

6.2 A kohorsz szinten detektalt ritka varidnsok jelentosége

Az ASD magas heritabilitasa arra utal, hogy a genetikai tényezok a betegség hatterében igen
erosek. Ennek ellenére a Kklasszikus diagnosztikus genetikai vizsgalatok még a legjobb
esetben is csak az esetek 10-15%-ban tudnak monogénes hatteret alatimasztani [233]. Emiatt
feltételezziik, hogy a genetikai hattér komplex €s az esetek nagy részében nem egyetlen gén
eltérése okozza azt. Az ASD kialakulhat kevés erds hatasu ritka eltérés eredményeként, de
sok kisebb hatast gyakoribb eltérés 6sszegeként is [259]. Bourgeron és mtsai. szerint a kép
még ennél is komplexebb, szerintiik a gyakori kdzos variansok egy alapkockézatért feleldsek
¢és pufferelhetik a ritka nagyhatas variansok klinikai tiineteinek megnyilvanulasait [47].
Noha a becslések szerint a gyakori variansok simplex és multiplex csaladok esetén 40-60%-
ban tehetoek feleldssé a hajlam kialakulasaért [260], a legtobb genom szintii asszociacios
vizsgalattal (GWAS) csak kevés 16kuszt lehetett azonositani ASD hatterében [261] [262].
Ezzel szemben viszont tobb szaz olyan ritka genetikai eltérést azonositottak ASD hatterében,
mely jelentésen novelik az ASD kockazatat, és Osszességében az esetek 10-25%-aért
felelések [47]. Ezen kandidans gének tobbsége a 2q, 7q, 15q és X kromoszomara
lokalizalhat6é [36] [232]. Paneliinkdn ezen kromoszoma régiok 8, 11, 3 és 27 esetben
reprezentalodtak (3. Tablazat). Vizsgalatunk sordn mi is azt tapasztaltuk, hogy egy-egy
betegben altalaban tobb ritka varians is észlelhetd (0sszesen 370 ritka varianst talaltunk a 174
A ritka esetleg de novo, erds hatast variansok felismerése egyén szintjén fontos mivel igy
juthatunk el 4j szindromas/monogénes ASD formak felismerésére, mint ahogy az a CHD8
[263] és AUTS2 [146] gén esetében is tortént. Viszont ezen variansok még génenkénti
csoportositasban is tavol allnak attol, hogy magyarazo erével birjanak kohorsz szinten. Mivel
a cikkekben reprezentalt kohorszbol csak 15/3730 [263], illetve 24/49684 [146] esetben
igazolodtak. Ez is azt bizonyitja, hogy ASD-ben csak sok riziké gén egyidejii vizsgalatatkor
érheté el a 10-25%-os sikerrata. Ahhoz hogy a WES vizsgélatok, olyan heterogén
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betegségben mint az ASD, gén/l6kusz szintjén elérjék a genom szintli szignifikancia értéket
nagyon nagy mintaszamra lenne sziikség [264]. Ezért a WES vizsgalatok talalati aranyanak
novelése érdekében egy lehetséges megoldas, hogy egy adott haplotipusba tartozo gének
keriiljenek vizsgalatra [265], vagy olyan régiok génjei melyek korabban, mar pozitiv
asszociaciot mutattak ASD-vel nagy eset-kontrol kohorszokban [266]. Ez utobbi a régiok
varianst terheltségének meghatarozasa altal noveli a szignifikancia szintet.

Vizsgalatunk soran mi is a gén szintli ritka varians terheltség meghatarozasaval probaltunk
kozelebb jutni a variansok kohorsz szintli jelentdéségéhez. Ehhez a Rao és Nelson altal
fejlesztett szoftvert és metodikat hasznaltuk [216]. Ez a megkdzelités lehetové tette, hogy
egy altalanos, nagy, kontroll csoport exom adataihoz viszonyitsuk a sajat talalatainkat. Az
esetleges populacio-specifikus varidnsok kizarasara a MAF-ot 5% alattira allitottuk, és a sajat
exom adatbazisunk adataival is dsszevetettiik. Osszesen 5 gén esetében talaltunk a vértnal
szignifikansan nagyobb varians terheltséget, az AUTS2, NHS, NSD1, SLC9A ¢és VPS13B
génekben. Ez erdsiti a gének ASD kockdzataban jatszott szerepét. A kis esetszam miatt a
tobbi kandiddns gén szerepét nem tudtuk megerdsiteni. Kleefstra és mtsai. irodalmi
attekintésében mas megkozelitést hasznalt IKZ-ban a detektalt genetikia hattér
értelmezésére, mégis a miénkhez hasonlé eredményeket észlelt. Ok azt talaltak, hogy a
chromatint k6t6, -remodellald, -modifikald gének 2,7-szer gyakrabban érintettek IKZ-ban,
mint mas funkcioval rendelkez6 gének. Hasonlo eredményt adtak a szinapszis funkcidjahoz
kotott gének is, ahol 3-szoros dusulas figyelheté meg [138]. Az 6t magasabb ritkavarians
terheltséget mutatd gén koziil az AUTS2, NSD1 a chromatin szerkezetét befolyasolja hiszton
modifikacioban jatszott szerepén keresztiil (3. Tablazat), az SLC9A9 pedig ioncsatorna
funkcioja miatt szinaptikus funkcioban vesz részt [85].

A detektalt genetikai hattér tovabbi erdsitésére teszteltiik, hogy a ritka varians terheltség
korreladl-e az ASD sulyossagaval, esetleg az MPA-k szamaval. Erre azért volt sziikség, mert
tudjuk, hogy az MPA-k jelenléte noveli a genetikai tesztek diagnosztikai sikerratajat [12]
[257]. Testvérvizsgalatok alapjan az is kimondhat6, hogy sulyosabb, IKZ-val tarsul6 ASD-
ben a detektalt karosito (LGD — likely gene disrupting) mutaciok szama szignifikansan
nagyobb, mint az egészséges testvérek esetében [49]. Tehat a komplex (MPA-val tarsulo) és

sulyosabb ASD formék esetében valdsziniibb egy erds hatast genetikai eltérés felfedezése,
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mint az enyhébb, essencidlis esetekben. Ezen feliil az is kimutathaté volt korabbi
tanulmanyok alapjan, hogy a nonverbalis IQ forditottan aranyos a de novo mutéiciok
elé6fordulasaval [256].

Kohorszunkban nem taldltunk korrelacidt sem a ritka varidns terheltség ¢s MPA-k szama,
sem a ritka varidns terheltség és ASD sulyossaga kozott. Diszmorfologiai tlinetek
szempontjabol a kohorszuk elkiiloniilt a kontroll populaciotél (4. és 5. Abra), viszont az
igazolt monogénes hattérrel rendelkezd csoport szamszeriileg nem rendelkezett tobb MPA -
val, és arcdiszmorfiat elemzd szoftver segitségével sem igazolodott szignifikans kiilonbség a
két csoport kozott (3.,4. és 5. Abra).

6.3 A fenotipus klaszter képzés jelentosége

Mivel az ASD mind klinikailag, mind genetikailag nagyon heterogén, a fenotipus
klaszteranalizis célja, hogy olyan klinikai alcsoportokat azonositson, melyek kozos
specifikus hattérrel és patomechanizmussal rendelkeznek. Az ASD kutatasban régota ahitott
cél, hogy a nagyon heterogén és valtozatos tlinetekben megnyilvanuld betegségen beliil
fenotipus alcsoportokat azonositsanak [267]. Tobb objektiv matematikai és adatbanyaszati
technika alkalmazédsaval probaltak mar homogén csoportokat képezni klinikai tlinetek
alapjan, mint példdul a dimenzionalis redukcio, klaszteranalizis. Tobb korabbi tanulmany is
beszamolt arrél, hogy az ADI-R kérdéivek adataibol van lehetség klaszterelemzésre, hiszen
ez a kérdbiv tobb genetikailag is relevans kérdést is tartalmaz [268]. Foleg a linaris
metodikdk, mint a f6 komponens analizis és a hierarchikus klaszterezést volt sikeres
homogén alcsoportok azonositasaban [269] [270]. Az is igazolodott, hogy a klinikai
klaszterek kozott kiilonboznek a génexpresszios profilok, tehat az ilyen technika alkalmas
lehet az endofenotipusok feltéréképezésére [269] [270]. Az Gsszes altalunk citalt tanulmany
elsdsorban a nyelvi készségek, foleg a nem beszEld, sulyos beszédzavarral kiizd6 ASD
csoportot illetve, a savant tulajdonsagu csoportot tudta kiilonallo alcsoportként detektalni. Ez
utobbi [270] igazolta, hogy a savant tulajdonsagt, sulyos beszédzavaros és enyhe tiinetekkel
rendelkez0 ASD alcsoport kiilonb6z0 génexpresszids mintazattal rendelkezik. Sajat
vizsgélatunkban spektralis klasztereléssel négy fenotipus klasztert azonositottunk, de egyik
esetében sem igazoltunk elkiiloniilé genetikai hatteret, ritka varians duasulast [271]. A

szindromas eseteink sem egy klaszterbe sorolodtak, hanem eloszlottak a kiilonb6z6
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fenotipusklaszterek kozott, ennek egy lehetséges oka, hogy a négy FXS-el diagnosztizalt
eseten kiviil a legtébb szindromas forméban azonositott genetikai eltérés kiilonbozo
jelatviteli utvonalat érintett.

Az ASD leggyakoribb komorbiditasai az IKZ [14] és az epilepszia vagy mas EEG eltérések
[12]. ADHD is az esetek tobb mint felében megjelenik [15]. A mi kohorszunkban is az
ADHD ¢és IKZ volt a két leggyakrabban emlitett tarsdiagnozis. A fenotipus klaszterképzés
soran ezek a tulajdonsigok legalabb kép klaszterben jelen voltak (18. Abra). A 11
legjellemzObb fenotipusos jegy alapjan a klaszterek kozott atfedést lehetett érzékelni, de a
korabbi tanulmanyokhoz képest, a vizsgalatunkban is sikeriilt valamelyest elkiiloniteni a
foleg nyelvi készségzavarokkal rendelkezd alcsoportot, illetve a hiperaktivitas-
figyelemhidny-kényszercselekvés tengely mentén is kdrvonalazodott egy alcsoport.

A standardizalt diagnosztikus kérddiveken alapuld klaszteranalizis soran felvetddik a kérdés,
hogy valoban alcsoportképzés torténik-e és nem pedig a spektrumon beliil elhelyezkedd
kiilonboz6 sulyossagh ,,gradiens” csoportok keletkeznek-e [272]? Mi tigy gondoljuk, hogy
mindaddig amig az allapot sulyossagat, nagyon gyakran nem is a fobb ASD specifikus
tiinetek, hanem a tarstiinetek stlyossdga hatarozza meg [13], addig ez a kérdés nem
megvalaszolhatd a csak a standardizalt kérdéivekbdl szarmazo adatok alapjan. Alternativ
forrasokbdl szarmazé adatokkal kiegészithetd és tovabbfejlesztheté a modszer, pl. a
képalkotdé vizsgalatokbol szarmazoé adatokkal [273], vagy egyéb, az elektronikus
egészségligyi nyilvantartasban szerepld, adatokkal [274]. Ez utobbihoz, j6 kezdeményezés a
Magyarorszagon is létrehozott elektronikus egészségiigyi szolgaltatasi tér. Vizsgalatunk
adatait sajat kérddiveink (a sziilék altal kitoltott ASD kérddiv és a vizsgald orvos altal
kitoltott klinikai kérddiv) adataival egészitettik ki és ezen az Osszepoolozott
adatmennyiségen végeztiik a klaszteranalizist.

Osszességében a fenotipus klaszterképzésnek elengedhetetlen szerepe van az endofenotipus
meghatarozasban. Bar ezen a kis esetszdmon is észlelhetdek klinikailag elkiiloniild, bizonyos
klaszterekben csoportosuld fenotipusjegyek, nagyobb mintaszdmra és jobban elérhetd

standardizalt adatokra van sziikség meszemendbb kovetkeztetések levonasahoz.
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6.4 A mitochondrialis DNS érintettségének jelentosége ASD-ben

Tobb, mint 20 éve vizsgaljak a mitochondridlis diszfunkcid ASD-ben betdltott szerepét
[185]. Nyilvanvalova valt, hogy mitochondrialis diszfunkcioval asszocialhaté biokémiai
eltérések gyakoriak az ASD-vel é16 gyermekek kozott, ezek prevalenciaja 7,2% [187]. Az
egyik legnagyobb ASD etioldgiai hatterét vizsgald tanulmany 10-bél 8 ASD gyermek
lymphocitdjaban igazolt csokkent NADH aktivitast [186]. A gyermekek koziil azonban
minddssze kettdnél igazolddott mtDNS delécid az észlelt biokémiai eltérés hatterében, 6t
esetben pedig egyéb mtDNA kopiaszam eltérést talaltak [186]. Felvet6dott, hogy vajon a
mitochondrialis dysfunkcioval asszocialt ASD kiilon endophenotipust képez-e az ASD-n
beliil? Olyan primer genetikai eltérést, mely magyaraznd a mitochondriélis diszfunkcio
jelenlétét az esetek 79%-ban nem igazolodott [184]. Mivel nagyon gyakran a genetikai
vizsgalat nem talalt primer eltéréseket felvetddott, hogy a mitochondridlis diszfunkcid
masodlagos lenne. Vizsgalatunk soran a detektalt mtDNS eltérések eredetét probaltuk
meghatarozni, illetve azt hogy a detektalt mtDNS delécid a betegek tiineteivel 0sszefliggésbe
ASD-vel. Ezekre azért volt sziikség, mert bar a mitochondrium 6nallo6 DNS allomannyal
rendelkez6 sejtszervecske, a miikodéséhez sziikséges fehérjék jelentds részét nuklearis gének
kodoljak [203]. A vizsgalt ASD csoporton beliil szignifikansan magasabbnak talaltuk az
mtDNS delécio eléfordulasat, mint a kontroll populacioban. Ezért ellendriztiik, hogy fennall-
e olyan genetikai eltérés, mely magyardzza a beteg tiineteit és a fennalld6 mtDNS deléciot.
Egy kisebb 12 ASD-vel diagnosztizalt gyermeket vizsgalo tanulmanyban 8 esetben talaltak
mitochondridlis deléciot, melynek hatterében intergenomialis kommunikacios eltéréseket,
kornyezeti faktorokat és gén-gén interakcios hatasokat feltételeztek [194]. Mivel az ASD
genetikai hatterének tisztazasara alkalmazott panelen mindossze két olyan gén volt, mely
mitochondrialis fehérjét kodol, az IMMP2L illetve az SLCOAG ezért sziikséges volt olyan
genetikai teszteket is elvégezni, melyek kizarjak a primer mitochondridlis betegséget,
melynek szintén lehet tlinete az ASD. Ezért ASD csoportunkban ellendriztiik a mtDNS
hotspot mutéciok jelenlétét, illetve hasznaltunk egészséges (C-H) és primer mitochondrialis
beteg (C-MD) kontroll csoportot. A nuklearis mitochondrialis hattér tisztazasara olyan panelt

terveztiink, mely a leggyakoribb intergenomialis kommunikacioban résztvevd géneket
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vizsgalta [203]. Ezzel a panellel az mtdel-ASD és a non-mtdel-ASD csoportokban 1-1 ritka
varidns igazolodott, melyek kozil, egyik sem tudta egyértelmlien megmagyardzni a
mitochondrialis diszfunkcid jelenlétét, mivel a variansok olyan génekben fordultak eld,
melyek autoszomalis recessziv oroklddésmenettel asszocialtak, ¢és kohorszunkban
mindegyik csak heterozygdta formédban volt jelen. A primer mitochondrialis betegcsoportban
viszont tobb jelentds rizikojua ritka varianst is igazolt.

Egyesek ugy gondoltdk, hogy a mitochondridlis diszfunkcié inkabb a szindromas ASD
formak kozos etiologiai tényezbjének tekinthetd [183], masok azt feltételezték, hogy a nem-
szindromas ASD egyik lehetséges magyarazo eleme [184]. Vizsgalatunk soran mi egy
szindromas ASD forma esetében tudtuk igazolni az mtDNS delécio jelenlétét, mégpedig a
CHARGE-szindromas kisfia esetében. Ebben az esetben a de novo, frameshift CHD7
mutacio mellett egy TSC2 ritka varianst is detektaltunk, melyet VUS-nak interpretaltunk. A
CHARGE szindromaban az ASD nem ritka fenotipusjegy, mivel az esetek 30%-ban
el6fordul. A kisfiu esetében mar sziiletésétdl kezdve észlelt laktat acidozist, melyet azonban
nehezen tudtuk Gsszefliggésbe hozni a szindromaval. A CHD7 funkcidja szerint egy er6sen
ATP dependens chromatin remodellator, mely tobb gén transzkripcids regulatoraként
mikodik [162], feltételezziik, hogy indirekt mechanizmussokkal magyarazhat6 a tarsuld
mtDNS delécio és laktacidozis [196]. A detektalt TSC2 mutaciot nem tartottuk
tiinetképzOnek, mivel a beteg klinikailag nem teljesitette a sclerosis tuberosa major
kritériumai koziil egyet sem [275]. A TSC2 mutaciok az mTOR ttvonal aktivacioja révén
noveli az mtDNS expressziét és a mitochondrialis densitdst. Az mTOR utvonal a
sejtnovekedésben betdltott szerepéhez kapcesoltan szabdlyozza a mitochondridlis membran
potencialt és az ATP szintézis hatasfokat [276]. Mindezeket 6sszevetve nem kizarhatd, hogy
indirekten mindkét genetikai eltérés hozzajarul az mtDNS delécio 1étrejottéhez.

Egy masik esetben (PMS8) kongenitalis CMV fert6zés tarstiineteként talaltuk meg az mtDNS
deléciot. Genetikailag a beteg egy ismert patogén DHCR7 mutaciéval rendelkezett,
heterozygota formaban és egy VUS-ként interpretalt NHS mutaciéval. A DHCR7 mutacioi
szindromas ASD formaval asszocialtak, mivel Smith-Lemli-Opitz szindromat (SLOS)
hoznak létre [277]. Eddig azonban egyetlen egy hazai publikacio kivételével [278] a

szindroma hatterében homozygota vagy compound heterozygota mutaciokat detektaltak
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[134]. Az SLOS-ben a koleszterin szintézis utols6 Iépése karosodik ¢és igy 7-
dehydrocholesterin szint emelkedett lesz, az emelkedett 7-dehydrocholesterin szint
mitochondrialis diszfunkcioval valé tarsulasa ismert [279]. Az eset érdekessége, hogy akut
CMV fert6zés szintén eredményezhet mitochondrialis diszfunkciot, mivel a megnovekedett
glikolizis a szabad oxigéngyokok felhalmozodasat eredményezi [280]. A kislany esetében a
7-dehydrocholesterin szint normalis volt. Ezért feltételezziik, hogy ebben az esetben a
genetikai eltérés €s a korabban igazolt infekcid hoztak 1étre a mitochondridlis karosodast.

A Fragilis-X szindromaban is ismert a mitochondrialis diszfunkcié. Fmrl-KO egérkisérletek
soran igazolddott, hogy a FMRP hiannyal egyidoben a dendritek mitochondriumai
morfologiailag kisebbek és fragmentaltabbak voltak, melynek oka a mitochondrialis fuzios
készség karosodasa volt [199]. A mitochondrialis fGzidban szerepet jatszé gének
transzkripcidja csokkent volt Fmrl-KO egereckben. A mitochondrialis fuzidt serkent
phenylhydrazone kezelés hatasara a dendritek érési folyamata parcialisan helyreallt [199].

Az mtdel-ASD csoportunk 60%-a hordozott valamilyen ritka mutaciét az ASD asszocialt
génekben, de ez ugyan gy igaz volt a kontrollként hasznalt 7 mtDNA delécioval nem
rendelkezd C-ASD esetre is. A mtDNS delécioval rendelkezd esetek kozott is talaltunk ritka
missence varianst az AUTS2 génben, ebben az esetben mégsem feltételeztiik az AUTS2
szindroma fennallasat, mivel a beteg tiinetmentes édesanyja is hordozta a mutaciot. Az el6z6
fejezetben szindromas ASD-ként bemutatott AUTS2 varians hordozé beteg és az mtDNS-
deléciot és AUTS2 mutaciot hordozo beteg fenotipusa kozott is volt eltérés, a szindromas
formaban tarsult epilepszia is és jelentds mértékii agresszivitas, mig az utébbi esetben egy
enyhébb, jol funkcionald ASD esettel alltunk szemben. A genetikai tanacsadast nehezitetod
tényez6, hogy az AUTS2 szindroma fenotipusa 2013 ota [281] még minidg csak
korvonalazodik és egyetlen szerz6 munkassaganak koszonhetd a bemutatott esetek jelentds
hanyada [146]. A legnagyobb esettanulmany 13 AUTS2 szindromas betegrdl szamol be,
melyek koziil 12 esetben a génben delécid igazolodott, €s mindssze 1 eset keriilt leirasra
nonsense mutacioval [146]. Osszességében az epilepszia hidnya és az anyuka tiinetmentes
hordozdi statusza volt a legfébb oka annak, hogy az utobbi esetben (mtdel-ASD PM2) ezen

varians koroki szerepét elvetettiik. Kohorsz szinten végiil is igazolddott, hogy a gén ritka
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variansai asszociaciot mutatnak ASD-vel, mivel panelinkon az egyik leggyakrabban
Mivel genetikailag mind a monogénes, szindromas ASD formakkal, mind a nem szindromas
ASD formakkal asszocialt az mtDNS delécio a kohorszunkban feltettiik a kérédést, hogy
kiilonbdznek-e ezek az esetek mitochondridlis betegség specifikus tiineteik tekintetében az
mtDNS deléciot nem hordozé ASD esetektdl. Korabban Rossignol és Frye az ASD/MD
kohorszot 6sszehasonlitotta altalanos ASD és altalanos MD csoportokkal [184]. Jellemzének
talaltak az ASD/MD csoportban az emelkedett laktat/pyruvat szinteket, az epilepszia, a
megkésett motoros fejlédés és gastrointestinalis tiinetek gyakorisagat, és mar ebben a
csoportban is sokkal kiegyenlitettebbnek talaltdk a nemek kozotti eloszlast [184].
Egységesen elfogadott biomarker nem 4ll rendelkezésiinkre mitochondriélis betegségekben,
azonban a serum laktat szint, a laktat/pyruvat arany, az acyl-carnitine direkt markerei az
mitochondrialis diszfunkcionak [198]. Vizsgalatunk soran mi szignifikdnsan gyakoribb
eltérésnek talaltunk a fejlddésbeli regresszid és multiszisztémas érintettség jelenlétét a mtdel-
ASD csoportban, azonban neurologiai tiinetek és a izomhypotonia szazalékos eloszlasa is
magasabb volt ebben a csoportban (19. Abra). Mitchondrialis betegségre utald biokémiai
eltérést csak 4 esetben tudtunk igazolni, melybdl 3 esetben a magasabb laktat érték, egy
esetben pedig az emelkedett laktat/pyruvat arany utalt a betegségre.

Mivel az mtDNS asszocialt mitochondrialis betegségnek kiilonlegessége, hogy maternalisan
oroklodik, ezért a kohorszunkban megnéztiik, hogy a gyermekek csaladi anamnézisében a
maternalis 4gon el6fordulnak-e mitochondridlis betegségre utald eltérések. A
mitochondrialis betegségre utald eltéréseket az MDC score hasznalataval 6sszegeztiik. Egy
szild esetében sem utalt az MDC érték definitiv mitochondridlis betegségre, viszont egyik
sziilénél sem tortént izombiopszia mely az MDC értéket akar két ponttal ndvelhette volna.
6.5 Atfedések mas neurodevelopmentalis betegségekkel

A genetikai vizsgalatok elterjedésével sorra igazolodott a legkiilonbdzott pszichiatriai
betegségekrdl, hogy azok a szinapszis diszfunkciohoz tarsulnak [51]. GWAS vizsgalatok
soran az igazolodott, hogy jelentds az atfedés az egyes pszichiatriai betegségekben kimutatott
rizikoallélok tekintetében, tehat a genetika feliilirja a diagnosztikus hatarokat [282]. Jelenleg

az idegrendszer betegségei hatterében, leggyakrabban, valamilyen PSD alkotdelemét kodolod
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gén mutacidja igazolhato [138]. A PSD allvanyfehérjéinek genetikai eltéréseit mind ASD,
mind szkizofrén betegeknél kimutattak, ezaltal felvetve a kozOs neurobiologiai
patomechanizmus lehetdségét [94]. A legtobb altalunk vizsgalt gén is a szinapszis kiilonb6z6
alkotdelemét kodolta, amint azt a “Bevezetés” fejezetben be is mutattuk. Vizsgalt génjeink
legnagyobb részben a szindromas és nem-szindromas IKZ hatterével mutatottak atfedést (3.
Tablazat). Genetikai szempontbdl nem lehet kiilonbséget tenni a kiillonb6zd pszichidtriai
diagnozisok kozott, illetve tiineti szempontbol is jelentds atfedés lehet pszichiatriai
diagnozisok kozott. Klinikumban gyakran eléfordul, hogy egy elsddleges diagndzis mellett
altalaban tobb komorbiditas is észlelhetd. Ahogy patomechanizmus és tiinetek tekintetében
is jelentds atfedés van a diagnozisok kozott egyre elterjedtebb az a nézet, hogy a pszichiatriai
betegségek egyazon spektrum kiilonbozé végtpontjainak tekinthetéek [34]. Az ASD
kohorszunk vizsgélata soran is igazolodott, hogy az IKZ és ADHD gyakori tarsdiagnozisok,
komorbiditasok az ASD mellett (2. Abra). Amennyiben a csaladi anamnézist is figyelembe
vettlik, kideriilt, hogy egy-egy esetben, rokoni kapcsolat miatt kozos genetikai okkal
asszocialtan, a pszichiatriai betegség széles palettaja keriilt leirasra (6. Abra). Az egyik
legnagyobb kiterjedésii vizsgalat 265218 beteg 17 fenotipusos osztalyat vizsgalta annak
érdekében, hogy meghatarozza az atfedés mértékét a kiilonbozo neurologiai €s pszichiatriai
betegségesoportok kozott [282]. Ok azt talaltdk, hogy a pszichiatriai betegségek genetikai
hatterében jellemzd a kdzds etiologiai tényezd, mig neuroldgiai betegségek esetén a genetikai
hattér és az etioldgiai okok is elkiiloniilnek egymastol. A neuroldgiai betegségek koziil csak
a migrén mutatott korreldciot kiilonbozd pszichidtriai betegségekkel, mint az ADHD,
unipolaris major depresszié és Tourette szindroma [282]. Egy potencidlis magyarazatot
mutatnak be Grant és mtsai. a k6z0s etiopatogenezis - kiilonb6z6 fenotipusos megnyilvanulas
problematikajara. Mivel mind az ASD [52], IKZ [283] és szkizofrénia [34]
patomechanizmusat tekintve alapvetden szinaptopathidnak tekinthetd, a szinapszis
funkcionalis alegységének tridsza (receptor, allvanyfehérje és enzim) kdrosodik a genetikai
tényezok kovetkeztében. Ugyanazon genetikai faktorok kiilonbozd eltérései bizonyos
mértékben IKZ-val, ASD-vel vagy szkizofréniaval asszocidlnak, de a végsé fenotipust az

elvaltozasok mintazata hozza 1étre (20. Abra).
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(a) Kognitiv betegségelc

( Fekete = Intellektualis kepessegzavar
Piros = ASD
Zold = Skizofrénia

(b)

Current Cpinion in Neurobiology

20. Abra: A kognitiv betegségek hétterében allé szinaptopatia sémaja. Az a) abran az
idegrendszer funkciondlis alegységének az alkotdelemei vannak &brazolva és azok
interakcidi. A kiilonbozd alakzatok egy-egy kulcsszerepet betdlté molekuléris csoportra
utalnak (kor, haromszog €s trapéz), illetve ezen alapmechanizmusok szabalyzo elemeire
(hatszog és rombusz). A funkciondlis alegységet alkoté harmas: receptor funkciodja,
a kiilonboz6 betegségekben detektalt funkcidcsoportokat hivatottak jeldlni és dbrazoljak,
hogy a kiilonb6z6 betegségekben a szinapszis ugyanazon alkotoelemei érintettek mas-mas
modon. A b) abran észlelhetd, hogy a neuronalis haléban a detektalt varidansok nem
egyesével, hanem bizonyos mintdzatok alkotdsa soran vezetnek eltérd pszichiatriai

diagnodzisokhoz, de egy — egy pont érintettsége tobb betegségben azonos lehet [51].

Az ASD ¢és epilepszia tarsuldsdnak genetikai okainak feltardsa kapcsan két kiilonbozo
patomechanizmus feltételezhetd. Az egyik az excitatoros ¢és inhibitoros szinaptikus
egyensuly megbomlasa, melynek sordn egy excitatoros tulsuly keletkezik, mely miatt az
ingerkiiszob lecsokken [52] [54]. Ez az ingerkiiszob csokkenés nem csak epilepszia
megjelenésében nyilvanulhat meg, hanem egy potencialis magyarazat lehet, ASD-ben észlelt

tulzott szenzoros hyperérzékenységre is [284][285]. A legtobb ASD génhiba esetében
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funkcionalisan visszaigazolhatd a szinapszis Osszetételének valtozasa (Isd. Bevezetés C.
fejezet), azonban el6fordulhat olyan eset is, amikor egy rossz idében bekdvetkezd inger vezet
a serkentd-gatld szinapszisok arantalansagdhoz. A GABAerg neurotranszmisszioé zavarat
mind ASD hatterében, mind epilepszia patomechanizmusaban kimutattak [52]. A GABA
neurotranszmisszi6 a f6 gatld mechanizmus posztnatalisan, viszont prenatalisan, a GABAAa
receptor funkcidja kovetkeztében membran depolarizacid észlelhetd, tehat serkentd
szinapszisként funkcional. A glutamaterg rendszerrel szinergiaban, trofikus hatast fejt ki az
idegrendszer fejlédése soran. Sziiletés koriil a GABAA receptorban megvaltozik a klorid
transzport iranya, ezaltal jon létre a serkent§-gatld szinapszis csere [286]. Ez a csere
elengedhetetlen a KIR finomhangolasaban nagy szerepet jatszo gatld és serkentd egyensuly
megteremtésében [284]. A csere, egy oxitocin receptor altal, fokozott aktivitasu, K*-CI
kontranszporter miatt valosult meg a sziiletést kovetd sziik iddsavban [284][52]. A nem
megfeleld idében lejatszodo csere megvaltoztathatja a figyelem, 6sszepontositas és memoria
folyamataiban kulcsszerepet kapd y-oszcillaciot. Az érett agyban a GABAAa receptoron
megvalosuld Cl” transzport stabilizélja a membran potencialt, ezaltal kivédi a depolarizaciot.
A glutamaterg receptorokkal kapcsolatban is észlelhetd pre- és posztnatalis mitkddésbeli
kiilonbség. A GRIN2B altal kodolt gluN2B prenatalisan jelentésen dominal a gluN2A-val
szemben, posztnatalis expresszidja viszont lecsokken [82]. Az upregulacidja a szinaptikus
metaplaszticitas 1étrejottének egy f6 mozgatd rugdja [47]. A metaplaszticitas a szinaptikus
plaszticitas elészobdja, mely képessé teszi a sejtet a plaszticitas folyamataira, mint az LTP,
LTD. Mivel az ionotrop NMDA receptorok alegységdsszetétel valtozasai jelentsen
befolyasoljak a csatorna elektrokémiai tulajdonsagait, az alegységek idébeli expresszidjanak
kontrollja pontosan szabalyzott. A MET ASD gén jelatvitelében is ismert az id6hatarolt
expresszio, melynek csuszasa az eléagy szinapszisainak differencialodasi és huzalozasi
zavarahoz vezet [126]. Vizsgalatunk soran egy stlyos-komplex ASD-vel rendelkezo ikerpar
esetében talaltunk MET mutaciot, akik esetében a kiterjedt genetikai vizsgalatok sem tudtak
egyéb, tiineteikhez illeszthetd varianst detektdlni. Bar a detektalt varidnst mi sem tudjuk
koérokinak mondani, feltételezhetd, hogy valamilyen szignal valtozast eldidézhetett

embrionalisan, mely végiil ASD fenotipusaban nyilvanult meg.
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Egy masik lehetséges patomechnizmust epilepszia hatterében szintén ASD gének vizsgalata
soran ismertek meg, mely szerint példaul PCDH19, illetve ARX homeobox gének mutacioja
esetén a nem egységes sejtpopulacid vezet epilepszia megjelenéséhez [287] [73].

Tehat az expresszios kiilonbséget [73] és a fejlodés fazisainak csuszasa [126], bizonyos
kulcsingerek kimaradasa egyarant vezethet az ASD kialakulasahoz [177].

Osszeggezve a KIR szervezédésében és mitkddésében szerepet jatszo gének eltérései egy
neurokognitiv spektrumot hoznak Iétre, melyen az ADHD, IKZ, ASD, szkizofrénia ¢€s
bipolaris depresszio f6 tiinetei mellett, barmelyik mas, a spektrumon elhelyezkedd, betegség
tiinete is megjelenhet. Bar vannak genetikai eltérések, melyek szorosabban korrelalnak
valamelyik diagnozissal, a végsé fenotipus mégis az egyénre jellemzd genetikai hattér és

kornyezet kolcsonhatasabol eredeztethet6 [12] [46][34] [288].

108



7 Kovetkeztetések

Kutatasainkkal elsdként vizsgaltuk egy magyar ASD populécidoban az NGS panel vizsgélatok

diagnosztikai hatékonysagat. Eredményeink a kovetkezoként foglalhatoak ossze:

Az NGS panel vizsgalat koltséghatékony ¢és alkalmas modszernek bizonyultak az olyan

komplex és heterogén genetikai hatteri betegségek vizsgalatara, mint az ASD.

A vizsgalat ASD kohorsz 10,34%-ban igazolodott monogénes, szindromas forma, mely
megfeleltethetd a nemzetkozi eredményeknek. A szindroémas ASD formak azonositasa fontos
a beteg optimalis menedzsmentje szempontjabol, valamint a csalddon beliili ismétlédési

rizikd meghatarozasa szempontjabol is elengedhetetlen.

A vizsgalt kohorsz 61,5%-ban legalabb egy, de altalaban tobb ritka genetikai varians
jelenlétét igazoltuk. Ez alapjan valosziniisitjiik, hogy a végsé fenotipus a gén-gén

interakciok, a ritka és gyakori variansok egylittes hatasanak koszonhetéen alakul Ki.

Eredményeink alapjan ajanlast tesziink az ASD atvizsgalas soran kovetendd genetikai

vizsgalat menetére:

e Fragilis-X-szindroma sziirése minden ASD-vel ¢él6 gyermek esetében javasolt
kiilondsen, ha a specialis fenotipusjegyek is meg vannak.

e Az ASD-vel ¢l6 lanyoknal mindenképpen vizsgaland6 a MECP2 gén, fOleg
amennyiben epilepszia is tarsul, mert felvetédhet atipusos Rett-szindroma
lehetdsége.

e Komplex ASD formék esetében nagyateresztd képességli genetikai vizsgalat
valasztasa az indokolt. Sok minor rendellenesség jelenléte esetén aCGH-el javasolt
a genetikai diagnosztikat kezdeni, ezek hidnyaban az FMRI1 gén vizsgaltatat
kovetden NGS panel vizsgalat is széba jon, amennyiben a vizsgalatbol
egészségnyereség adodik.

Szindrémas ASD formak elemzése soran igazoltuk, hogy a tiinetek megjelenését tobb diverz

jelatviteli ut kéarosoddsa eredményezheti, melyek nagyrésze a szinaptikus jelatvitel
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diszfunkcigjaval asszocialhat6. A szindromas eseteinkben a taldlt genetikai eltérés
magyarazza ASD fenotipust, de patomechanizmusukat tekitve ezen formak sem egységesek.
A kohorsz szintjén azonositott ritka variansok szerepét a ,,ritka varians-gyakori betegség”
multifaktoridlis keretrendszerében vizsgaltuk és meghataroztuk a kohorszunkat jellemzd
ritka varidns terheltséget, mely sordan AUTS2, NHS, NSD1, SLC9A9 ¢s VPS13B gének ritka

variansai esetében igazolodott szignifikans asszociacido ASD-vel.

A varians terheltséget Osszevetettiik az ASD stulyossagi mutatdival, és megallapitottuk, hogy
ezen a kis esetszdmon, nem taldltunk pozitiv korrelacidt a nyers ADOS pontszam alapjan
mért sulyossagi fok és ritka varidns terheltség kozott, sem a MPA terheltség és ritka

variansterheltség kozott.

Spektralis klaszterezési technikat alkalmazva négy fenotipus klasztert azonositottunk,
melyek tiineti szempontbol nem teljesen kiiloniiltek el egymastdl, de trendek észlelhetoek
voltak. Igy a nemzetkozi vizsgalatokhoz hasonldan a mi kohorszunkban is elkiilonitheté volt
az adatok alapjan a foleg nyelvi készségzavarokkal rendelkezd alcsoport, illetve a

hiperaktivitas-figyelemhiany-kényszercselekvés tengely mentén is kdrvonalazddo alcsoport.

A fenotipusklasztereken beliil vizsgaltuk a homogén genetikai hattér lehetdségét, azonban
egyik klaszter esetében sem igazoltunk elkiiloniilo genetikai hatteret, ritka varians dusulést.
Emiatt megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalat csoport tul kicsinek bizonyul ahhoz, hogy

endofenotipus meghatarozasra alkalmas legyen

Az mtDNS delécio gyakorisagat kohorszunkban az egyik leggyakoribb komorbiditasnak
talaltuk. Az mtDNS deléciét hordozé ASD esetek fenotipusosan jol elkiiloniiltek a
fejlodésbeli regresszid és a tarsuld multiszisztémads érintettség tekintetében az mtDNS

deléciot nem hordoz6 ASD csoporttol.

Megallapitottuk, hogy mitochondrialis diszfunkcié mind szindromés €s nem-szindromas
ASD forma részjelenségeként el6fordul. A mitochondrialis deléci6 az ASD-vel
diagnosztizalt betegek esetén nem primer intergenomidlis kommunikacidzavar

kovetkezménye, hatterében indirekt, szekunder okok feltételezhetdek.
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8 Osszefoglalas

Az ASD mind klinikailag, mind genetikailag rendkiviil heterogén betegpopulacionak
tekinthetd. Genetikai hatterét tekintve a gyakori és ritka genetikai eltérések szerepe egyarant
felvethet6. Klinikai és genetikai alapon torténd alcsoportra bontasanak fontos szerepe van a
patomechanizmus és a személyreszabott kezelési lehetdségek megismerésében. Kutatasunk
soran atfogd genetikai vizsgalatot végeztiink 174 magyar ASD beteg esetében, a genetikai
hattéren alapuld stratifikdié érdekében. Vizsgalatunk soran 13 monogénes ASD format
igazoltunk, melyek legerdsebb indikatorai az ASD mell¢ tarsulé komorbiditdsok (IKZ,
epilepszia), illetve a MPA-k specifikus konstellacioi voltak. A kohorsz szintjén azonositott
ritka variansok szerepét a ,ritka varidns-gyakori betegség” multifaktorialis
keretrendszerében vizsgaltuk, meghataroztuk a kohorszunkat jellemzdé ritka varians
terheltséget és ezt 6sszevetettiilk az ASD stlyossagi mutatdival, névszerint az ADOS és MPA
terheltség eredményeivel. Kiilonboz6 gépi tanulasi technikak alkamazasaval (spektralis
klaszterezés, PCA) fenotipusos klasztereket azonositottunk és vizsgaltuk a homogén
genetikai hattér lehetdségét a fenotipus klasztereken beliil. Mivel a mitochondriélis
diszfunkcioé gyakran asszocial ASD-vel, megvizsgaltuk az mtDNS delécio gyakorisagat és
azon nukledris genetikai eltéréseket melyek ezzel asszocidlhatdoak. Kohorsz szintjén az
AUTS2, NHS, NSD1, SLC9A9 ¢és VPS13B ritka variansai esetében igazolodott szignifikans
asszociacio6 ASD-vel. Ritka varians terheltség tekintetében nem taldltunk pozitiv
Osszefiiggést sem az ADOS pontszam, sem az MPA terheltség kozott. Négy fenotipus
klasztert azonositottunk, melyek nem kiiloniiltek el tokéletesen egymastdl és nem
azonositottunk egyik esetében sem olyan genetikai tényezdt, mely jellemezné genetikailag a
klasztert. Mitochondrialis deléci6 szignifikdnsan gyakoribb eltérés volt az ASD
populédcioban, mint a kontrollokban, melynek hatterében szekunder okokat feltételeztiink. A

mitochondrialis delécié mint szindromas, mind nem szindroémas ASD esetekben el6fordult.
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9 Summary

Autism spectrum disorder (ASD) is genetically and phenotypically heterogeneous. Former
genetic studies suggested that both common and rare genetic variants play a role in the
etiology. To detect homogenous subgroups based on clinical or genetic findings is important,
because the results can contribute to the precise understanding of pathogenesis and leads to
personalized therapeutic approaches. Comprehensive genetic analysis was performed to
investigated the yield of NGS panel sequencing of an unselected ASD cohort (n = 174) for
the detection of ASD associated syndromes and to analyze rare variants in a common disease-
rare variant framework. We performed phenotypic cluster analysis with kernel PCA and
spectral clustering approaches, and gene enrichment analysis in phenotype based clusters.
We performed rare variant burden based on RVIS score. Using SORVA software we
confirmed the association of five genes with ASD: AUTS2, NHS, NSD1, SLC9A9, and VPS13
respectlivy. We have diagnosed 13 molecularly proven syndromic autism cases. Strongest
indicators of syndromic autism were intellectual disability, epilepsy or certain pattern of
somatic malformation. We found no correlation between rare variant burden and number of
minor malformation or autism severity (calculated from ADOS scores). We identified four
phenotypic clusters, but no specific gene was enriched in a given cluster, however the clusters

showed some overlap regarding common features.

Despite evidence of altered mitochondrial function in some individuals with ASD, it is not
known whether mitochondrial dysfunction is a cause or an effect of ASD. In a subset of our
cohort mtDNA deletions were confirmed in 16.6% (10/60). To rule out the primary MD we
tested the presence of mutations in nuclear mitochondrial genes, no cause for primary MD
was detected. In 80% of our mtdel-ASD children rare SNVs in ASD-associated genes were
found. Mitochondrial dysfunction co-occurred in both syndromic and non-syndromic ASD
cases, it was considered mostly secondary due to mutations in non-OXPHOS genes or due
to some environmental factors, such as CMV infection. Regarding clinical features some

differences where observed between mtdel-ASD patients and non-mtdel-ASD pateints.
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12 Koszonetnyilvanitas

Szeretném kdszonetemet kifejezni legeldszor témavezetomnek, Prof. Dr. Molnar Maéria
Juditnak, aki a kezdetektdl tamogatott és motivalt munkamban, és akihez minden helyzetben
fordulhattam segitségért. Szeretettel koszondm a Genomikai Medicina és Ritka Betegségek
Intézetének minden kedves munkatarsanak, hogy segitette munkamat. ElsGsorban
koszonettel tartozom Dr. Balicza Péternek és Dr. Pentelényi Klaranak a sok segitségért,
feligyeletért, tdmogatasért, amit nyujtottak, Oszintén megvallva tudom, nélkiilik nem
sikeriilt volna ezt a szinvonalas munkat megvalositani. Koszondm Magyarosi Szilvianak a
projekt koordinalasaban betdltott szerepét. Koszondm Laszlo 1zabella, Kovacs Margit, Sary
Monika asszisztenseknek, hogy szaktudasukkal elviselhetébbé tették betegeink részére a
vérvétel okozta fajdalmakat. Koszondm Prekop Csilla gyogypedagogusnak és a Vadaskert
Gyermek- és Ifjusagpszichiatriai Korhaz Osszes dolgozdjanak a betegbevalasztasban

betoltott szerepét, illetve, hogy helyet biztositottak a betegek vizsgalatara.

Ko6szonom Dr. Il1és Anett, Bencsik Renata, Csaban Déra és Kékesi Anna biolégusoknak a
labormunkéban és a genetikai tesztek kivitelezésében betdltott szerepét, illetve kszondm Dr.

Gal Aniko laborvezetd kozremiikddését, épitd kritikait a dolgozat megsziiletéséhez.

Kiilon koszondm az NGS adatok kiértékelésében nyujtott segitségiiket Dr. Balicza Péternek,
Dr. 1llés Anettnek és Dr. Buza Krisztiannak. Koszondm Béthory Gyorgyinek és Kovancs
Margitnak a mintdk biobankoldsdban jatszott szerepét. Koszondm az intézetiink
orvosgardajanak, hogy a kezdetektdl fogva mind a mai napig terelgetnek a betegellatas és
menedzsment rogds utjdn. Szivbol koszondm a betegek és sziileik részvételét és
hozzajarulasat az ASD kutatés fejlodéséhez. Illetve kdszonom csalddomnak és férjemnek a

faradhatatlan szeretetiik mellyel munkam sordn tdmogattak.
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KTIA_13_NAP-AIIT/6 Nemzeti Agykutatasi Program.

150



