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BEVEZETES

Az autizmus spektrum zavar genetika hattere

Az autizmus spektrum zavar (ASD) az idegrendszer
fejlédési zavaranak tekinthet6, mely két kardinalis
funkcid mindségi zavaraval hatarozhaté meg, ezek: a
tarsas kapcsolatokban ¢és kommunikacidoban tart6san
fennall6 elmaradas, illetve a szik korl, sztereotip,
repetitiv  érdeklodési és cselekvési mintazatok. A
fenotipus heterogenitasa mellett, etiologiai hattere is
nagyon komplex és heterogén. Magas heritabilitasa (64-
91%) er6s genetikai hattér jelenlétére utal. ASD-vel
Osszefliggésben leirt genetikai elvaltozasok kozott
kromoszoma rendellenességek, kopiaszam elvaltozasok
(CNV) ¢és szekvencia eltérések 1is kimutathatoak.
Genetikai hatterét tekintve a gyakori és ritka genetikai
eltérések szerepe egyarant felvethetd. A SFARI adatbézis
szerint, eddig tobb mint 1000, kiilonb6zd celluldris
jelatviteli uton funkcionald, gént asszocialtak ASD-vel.
Genetikai tényezOit tobb mas pszichiatriai betegség
hatterében is kimutattdk, ezért feltételezhetd egy kozos

genetikai hajlam jelenléte.



Régota ahitott cél, hogy a nagyon heterogén és valtozatos
tiinetekben megnyilvanuld betegségen beliil fenotipusos
alcsoportokat azonositsanak, melyekhez genetikai szinten
bizonyos tiinetekért felelés variansokat lehet kapcsolni. A
Klinikai és genetikai alapon torténé alcsoportra
bontasanak fontos szerepe van a patomechanizmus és a
személyreszabott kezelési lehetdségek megismerésében.
Génenkénti alcsoportképzés lehetséges, de a monogénes
formak kiilon-kiilon csak az esetek elenyészé hanyadat
képesek magyarazni. Klasszikus definicid szerint
szindromas ASD formaro6l beszélink abban az esetben,
ha egy klinikailag jol meghatarozhaté szindréma
tarstiineteként jelentkezik ASD, ez az 0ssz-ASD esetek
kb. 10%-ban all fenn. A szindromas és monogénes

formak egyiittesen is csak az esetek 25%-at magyarazzak.

A mitochondrialis diszfunci6 egy régbdta észlelt
biokémiai elvaltozast ASD esetén. Ennek ellenére primer
mitochondridlis betegség csak az esetek elenyészd
hanyadaban detektalhato. ASD-ben a gyakran észlelt
mitochondrialis diszfunkcidé eredete kérdéses. Primér

mitochondridlis betegség (MD) akkor alakul ki, ha a



mitochondrialis DNS (mtDNS), illetve a sejtmagi DNS
mitochondrialis fehérjéket kodold része karosodik.
Mitochondrialis diszfunkcid6 azonban észlelhetd olyan
gének mutacidja kovetkeztében, melyek direkten nem
kapcsolhatdéak a mitochondridlis funkcidhoz, illetve 1étre
johetnek kornyezeti hatdsok kdvetkezményeképpen is. Ez
utobbi esetében szekunder mitochondrilis diszfunkciorol
besz¢liink. Mitochondrialis diszfunkcié mind szindromas
¢s nem-szindromas ASD forma részjelenségeként leirasra

kerilt.



CELKITUZESEK

Célkittizéseinket az alabbi pontokban fogalmaztuk meg:

1.

Az ASD-vel korabban asszocidlt gének
eltéréseinek és a tarsulo fenotipusnak az
elemezése, genetikai hattér stratifikacidja a
magyar ASD gyermekekben.

A ritka monogénes formdk gyakorisdganak
elemzése.

A kohorsz szintjén detekdlt ritka varidnsok
jelentéségének megitélése, génenkénti
szignifikanciaszint meghatarozasa.

Ritka varidns terheltség meghatdrozasa ¢és
korrelaltatasa ASD sulyossagaval.

Fenotipusos klaszterek detektalasa ¢és ezek
genetikai hatterének meghatarozasa a detektalt
ritka variansok fiiggvényében.

Az mtDNS eltérések gyakorisaganak
meghatarozasa ASD-ben, illetve ezek ethioldgiai

hatterének vizsgalata.



MODSZEREK

Genetikai kutatasunk soran vizsgalat betegek

Betegeinket a VVadaskert Gyermek- és Ifjuisagpszichiatriai
Korhdz ¢és Szakambulancia betegei koziil valogattuk.
Osszesen 174 ASD beteg keriilt bevalasztasra sikeres
vérvétel utan. A betegbevalasztas soran a belgydgyaszati
és neurologiai statuszfelmérés mellett, Méhes skala
alapjan rogzitettiik a minor fizikélis anomalidk (MPA)
jelenlétét. Klinikai és Onkitoltés kérddivek segitségével
az addig kapott adatokat, anamnesztikus adatokkal
egészitettiik ki. Az ASD diagnozisat a vizsgalatban
kozremiikodé szakambulancia A4llitotta fel standard
diagnosztikus eszko6zok segitségével, (ADI-R = Autism
Diagnostic Interview-Revised) és ADOS = Autism

Diagnostic Observation Schedule).

A mitochondridlis diszfunkcid6 ASD-ben betoltott
szerepének vizsgalatdhoz 60 ASD gyermek és 60
1ddsebb, egészséges kontroll személy mtDNS delécio és
hotspotok sztirésének eredményét hasonlitottuk ossze. Az
ASD-ben  detektalt mtDNS  deléci6  hatterének

feltérképezéséhez, a  primer okok  kizdrasara,



intergenomialis  kommunikaciéban  szerepet  jatszo
génpanelt alkalmaztunk. A delécié jelentdségének
meghatarozasa céljabol 3 kiilonbozdé kontroll csoportot
alkalmaztunk: egészséges kontrollt, mitochondrialis
betegséggel diagnosztizalt ASD-vel nem rendelkezd
kontrollt, illetve mtDNS deléciéval nem rendelkez6 ASD
kontrollt.

Genetikai vizsgalatokhoz alkalmazott modszerek

A genetikai vizsgalatokhoz a DNS izolalas vérbdl tortént
QIAmp DNA blood kit segitségével. A Fragilis-X-
szindroma szlirésére Amplidex FMR1 PCR kit-et
hasznaltunk. 101 ASD-vel asszocialt gént vizsgaltunk
Illumina MiSeq NGS platformon, TruSight Autism Rapid
Capture Kit alkalmazasaval, illetve SureSelect QTX Kit-
tel. Futasonkén 24 minta keriilt vizsgalatra, 135x-0s
atlaglefedettségel, igy a target szekvenciak 90%-ban
legalabb 20x lefedettséget értiink el. A patogén (P) és
valosziniileg patogén (LP) mutaciok esetében Sanger
szekvenalassal validalds ¢és elérhetd felmendk esetén
szegregacids vizsgalat késziilt. Az mtDNS delécio

meghatarozas long range PCR-el t6ltént.



Bioinformatikai és statisztikai analizisiink modszerei

A szignifikanciaszint meghatarozéasara Yates korrelacios
x2 probat végeztiink. A nyers szekvencia adatokat Picard
parancssori alkalmazas 1épéseivel szlrtiik. A kapott
FASTQ fajlok mar tartalmazzak a szekvencidk mindségi
mutatoit is, ezek hgl9 referencia genomhoz vald
illesztése utina BAM fajlokat nyertiink. Az illesztéshez
BWA-mem szoftvert hasznaltunk. A varians hivas 3
lépésben a  GATK  HaplotypeCaller  szoftver
alkalmazéséaval tortént. A VCF f4jl (variant calling file)
altal tartalmazott variansok értékeléséhez annotaciora van
szlikség, melyhez a SnpEff szoftvert hasznaltuk. Csak a
gén kanonikus transzkriptjében szerepld varidnsok
keriiltek elemzésre, ezek kozil is azok melyeket a
bioinformatikai elemzés megfeleltként (PASS) jelolt
(RD>10, Mapping quality>40, Quality by depth>2).
Variant  Analyzer sajat szoftveriinket hasznalva
(Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Dr.
Gézsi Andras) egyénenként szlrtink a HGMD ¢és
ClinVar adatbazisokban patogénnek jelentett variansokra,
majd a nagy és kozepes hatasu variansok kozil, a

szoftver altal nyujtott annotaciok alapjan rangsoroltuk a
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varidansokat minor allél frekvencia (MAF <5%),
konzervacios GERP score, és kilonbozé rezidualis
fehérje funkciot prediktald scoreok alapjan.  Ritka
variansnak tekintettiik, azokat a varidnsokat melyek
egyetlen homo-, vagy két kiilonb6z6é egyénben
heterozigota formaban voltak jelen és a MAF értékiik,
amennyiben ismert volt, 5% alatti volt az 1000Genom
adatbazisban. Kdéros vagy Loss of Function (LoF)
variansnak tekintettiilk az exoni frameshifteket, nonsense
mutacidkat és kanonikus splice mutaciokat. A missense
mutaciok hatasat tobb predikcids annotacioval mértiik fel.
A variansok klinikai interpretacigjdban az ACMG

iranyelveket kovettiik.

A kohorsz szintjén azonositott ritka variansok szerepét a
»ritka  varians-gyakori  betegség”  multifaktorialis
hypotézis  keretrendszerében  vizsgaltuk.  Eldszor
megvizsgaltuk, hogy a ritka variansok €s LoF mutaciok
szama, génenkénti  besorolasban, nagyobb-e az
elvarhatonal. A szignifikancia szinthez a SORVA
szoftver altal szamolt P-értéket hasznaltuk. Ezt kovetden

a kohorszunkat meghataroz6 ritka varidns terheltség



vizsgalata céljabol, a géneket rangsoroltuk genetikai
intolerancia értékiill alapjan. Egészen pontosan egy
sulyszamot rendeltiink a génekhez a kovetkezd képlet
hasznalataval: [1-(RVIS percentile~100)]. Majd a varians
terheltség meghatarozasat a [X(varians x gén stulyszama)]
képlet alapjan végeztiik. A ritka varians terheltség és az
ASD sulyossaga kozotti korrelacid megitélésére linedris
regresszid analizist végeztiink, hasonld képpen a ritka
ASD stlyossaganak szamszerisitéséhez 06ssz-ADOS
pontszamot ¢és kalibralt stlyossagi pontszamot (ADOS
CSS) hasznéltunk, ehhez 47 ADOS kérdoéiv Aallt
rendelkezésiinkre. A nemek kozotti ritka varians
terheltség ¢és szindroméas és nem-szindromas formak
kozotti MPA terheltség 6sszehasonlitdsahoz kétmintéas T-
probat hasznaltunk. A fenotipus kalszter vizsgéalathoz
klinikai és ADI-R kérdéivekbdl kaptunk adatot.
Tekintettel a kohorsz méretére és a varhatd alacsony
klaszterszdmra kernel fékomponens analizis (PCA) és
spektralis klaszterezés keriilt elvégzésre. Megvizsgaltuk
az egyes klaszterekre jellemzd valtozokat is olyan

modon, hogy kiszdmoltuk az egyes tulajdonsagok
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jelenlétének relativ gyakorisagat (minden egyes klaszter
esetében). A kernel PCA-val az adatot egy harom
dimenzids térbe képeztiik le azért, hogy abrazolni tudjuk
a transzformalt mintdkat és azt, hogy melyik minta
melyik klaszterbe sorolddik. Felvetddott a kérdés, hogy
van-e korrelacio fenotipusklaszterek és a detektalt ritka
variansok kozott. Ezért a fenotipusok altipusai és a
genetika  hattér  kozotti  korrelacid  értékelésére
megvizsgaltuk, hogy egy adott gén megfigyelt ritka
variansai megndvekedett gyakorisaggal fordulnak-e eld
valamelyik klaszterben. Vizsgalatunkhoz ANOVA-t és
paros t-probat hasznaltunk Bonferroni korrekcioval a

tobbszords hipotézis-vizsgalat miatt.

10



EREDMENYEK

Vizsgalatunk soran igazolodott szindromas ASD
formak

Monogénes hatteret 13 esetben tudtunk vizsgalatunk
soran igazolni, mely korrelaltathaté a beteg tiineteivel és
ezaltal szindromas ASD forma fennallasat igazolja. Négy
esetben FXS igazolodott, melybdl egy n6 nemii. Béar a
kislany fenotipusos jegyei alapjan felvethetd volt FXS,
tekintettel két egészséges fiu testvérére eldzetesen nem
vetddott fel X-hez kotott oOroklésmenet. ACMG
iranyelvek  alapjan  nyolc  mutéaciot  értékeltiink
patogénnek, harmat valdsziniileg patogénnek (LP) és
kettét VUS-nak. Mind a nyolc patogén mutacid esetén a
fenotipus jol illeszkedett a detekalt genetikai hattérrel, igy
4 esetben FXS, egy esetbn Dravet-szindroma, egy esetben
CHARGE-szindroma, egy esetben Duchenne
izomdystriphia és egy atipusos  Rett-szindroma
igazolodott. Ezen formak legerdsebb indikatorai az ASD
mellé tarsulé komorbiditdsok (IKZ, epilepszia), illetve a
MPA-k specifikus konstellacior voltak. A PTPN11
génben a ClinVar adatbazisban patogénnek mindsitett,
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Noonan szindromaval asszocidlt missense eltérés
igazolodott. A beteg néhany tlinete korreldl Noonan
szindroma tlineteivel, viszont magassaga, nyaki
vastagsagnak a hidnya és hypertelorismus hianya nem
tamasszak ald a diagnozist. Komplett szegregacios
vizsgalat végzésére nem volt Ilehetdségiink, annak
ellenére, hogy autoszémalis domindns Oroklédésmenet
nem volt kizarhat6. Két esetben kiilonb6z6 fenotipussal
LP RELN mutaciot detektaltunk. Az egyik esetben egy
epilepsziaval és tobbszoros MPA-val rendelkezé kislany
esetében igazolodott RELN heterozigéta missense
varians, mely magyarazhatja az autoszomalis domindns
lateralis  temporalis lebeny epilepszia (ADLTE)
fenosipusat. A dominans Oroklédésmenet igazolt volt,
mivel az édesapa szintén hordozta a varianst, epilepszia
fenotipusa nélkiil, melyet magyarazhat ADLTE esetében
ismert csokkent penetrancia. A masik esetben egy de
novo RELN varidnst detektaltunk egy lissencephalidval
diagnosztizalt ASD tiineteket mutato kislany esetében. A
RELN-el asszocialt lissencephalia fenotipus autoszomalis
recessziv Oroklédésmenettel ismert, mi mégis VUS

helyett LP-nek interpretaltuk a varianst igazolt, de novo
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statusza miatt és mivel a kislany kiegészitd lissencephalia
panel vizsgalatdn ugyan ez a varians keriilt megerdsitésre.
Egy SPAST ¢és egy AUTS2 varianst VUS-nak
interpretaltunk. A SPAST esetében azért, mert bar LP-
ként ismert varidnsrél van szd, sem a hordozo kislany,
sem a kislany, szintén hordozé édesanyja nem
rendelkezett a génnel asszocidlt herediter spasticus
paraparesis tiineteivel. Az AUTS2 esetében egy eddig
véltlink Osszefiiggésbe hozni a beteg tiineteivel. Bar az
AUTS2-vel asszocidlt epilepszidval és morfologiai
elvaltozasokkal jard szindroma viszonylag ujkeletli, a
betegben észlelt két egymas melletti cisz helyzetben
jelenlévé mutacid felveti a petogenitds Iehetdseégeét.
Komplett szegregéacios vizsgalat elvégzésére ebben az
esetben sem volt lehetdséglink. A beteget epilepszias

roham kovetkeztében elvesztettik.

MPA jelenléte a kohorsz 84%-ban igazolddott, de az
igazolt monogénes hatteri ASD-k nem rendelkeztek tobb
MPA-val mint a nem szindromas formak (4,9 vs.

5,03/f8). Tobb esetben észleltiink pozitiv csaladi
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anamnézist neuroldgiai ¢€s pszichiatriai betegségek
tekintetében elsd- és masodfoku rokoni kapcsolatok
szintjén. Az els6fokti rokonok kozott ASD 8%-ban, a

masodfokuak kozott 9,7%-ban volt észlelhetd.

Ritka variansok kohorsz szintii elemzése

Osszesen 370 sziirési kritériumainkat teljesitd ritka
varianst detektaltunk. A 101 vizsgalt, kandidans gén
koziil 80 esetében észleltiink ritka varianst, melyek koziil
44 esetben patogénnek prediktalt (CADD > 20 vagy SVM
= damaging) varians volt jelen. LOF varianst az AUTS2,
CHD7, DHCR7, DMD, GNA14, MECP2, SHANK2 és
SHANKS génekben észleltiink, melyek koziil az AUTS2,
CHD7, SHANK2 és SHANK3 az RVIS értékek alapjan
intoleransak a funkcionalis variansokkal szemben, ami a
ritka variansok patogenitasat erdsiti. A SORVA szoftvert
alkalmazva valaszt kaptunk arra, hogy melyek azok a
gének melyekben a ritka variansok szama, illetve a LoF
variansok szama nagyobb az elvarhatonal. Kohorszunk
szintjén az AUTS2, NHS, NSD1, SLC9A9 és VPS13B
gének esetében igazolodott szignifikans Osszefiiggés

ASD-vel a varidnsszdm alapjan. Ritka varians
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terheltségben nem észleltiink kiilonbséget a nemek
kozott. 67 beteg esetében (38,5%) nem észleltiink

szlirésiinknek megfeleld ritka varianst.

Ritka varians terheltség és az ASD sulyossaganak
korrelacioja

Az nyers ADOS és ADOS-CSS értékek koziil, eloszlasa
miatt a nyers ADOS érték volt alkalmas a regresszid
analizisre, mivel a CSS esetén a legtobb beteg a
legsulyosabb  kategoriaba  sorolodott  (8-10  p.).
Vizsgalatunk soran sem a nyers ADOS érték, sem a MPA
terhelts€g nem mutatott pozitiv korrelaciot a ritka varians

terheltséggel.

Klaszteranalizis és a gének dusulasa a kiilonb6z6

fenotipusklaszterekben

Spektralis klaszterezési technikat alkalmazva négy
fenotipus  klasztert azonositottunk, melyek tiineti
szempontbol nem teljesen kiiloniiltek el egymastol, de
trendek észlelhetdek voltak, pl. a sulyos beszédhibaval
tarsuld ASD, illetve az ADHD-val tarsulo ASD kiilon
klaszterhez tartozott. A 22 fenotiusjegybdl 10 ketté vagy
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anndl tobb klasztert jellemzett, igy megallapitottuk, hogy
jelentds atfedés mutatkozik a detektalt klaszterek kozott.
A fenotipusklasztereken beliil egyik klaszter esetében
sem igazoltunk elkiiloniilé genetikai hatteret. Szindromas

ASD formaink sem egy klaszterbe csoportosultak.

Mitochondrialis diszfunkcio jelenléte ASD-ben

Az ASD eseteink 16,6%-ban (10/60) mtDNS delécio
jelenléte volt igazolhato (mtdel-ASD kohorsz). Az
mtDNS deléciot hordozd6 ASD esetek fenotipusosan jol
elkiiloniiltek a fejlodésbeli regresszid ¢és a tarsuld
multiszisztémas érintettség tekintetében az mtDNS
deléciot nem hordozd6 ASD csoporttol. Az mtdel-ASD
esetek 80%-ban hordoztak ritka varianst az ASD-vel
asszocialt génekben. Primér mitochondridlis betegséget
az IG panel eredményei azonban nem igazoltak.
Szindrémas ASD-ben és nem-szindromés forméban is
észleltiink mitochondrialis diszfunkciot. Mivel primer ok
nem volt igazolhatd, ezt masodlagos eredetiinek tartottuk,
melynek hatterében olyan faktorok igazolddtak, mint a
CMV fertézés, illetve nem OXPHOS génekbe es6

mutacio.
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KOVETKEZTETESEK

Vizsgalatunk  soran  atfogd  genetikai  vizsgalatot
végeztiink 174 magyar ASD beteg esetében, a genetikai
hattéren alapuld stratifikaié érdekében Az NGS panel
vizsgalat koltséghatékony ¢és alkalmas moddszernek
bizonyult az olyan komplex és heterogén genetikai
hatteri betegségek vizsgalatara, mint az ASD. Az NGS
panel szlirés alkalmassaga klinikailag nem stratifikalt
betegpopulacion tovabbra is kérdéses a variansok klinikai
interpretacidja és nehézkes kockazatbecslés miatt. A
vizsgalat ASD  kohorsz  10,34%-ban igazolddott
monogénes, Szindromas forma, mely megfeleltetheté a
nemzetkozi eredményeknek. Szindromas ASD formak
elemzése soran igazoltuk, hogy a tiinetek megjelenését
tobb diverz jelatviteli ut karosodasa eredményezheti,
melyek nagyrésze a szinaptikus jelatvitel diszfunkciojaval
asszocialhatd. A vizsgalt kohorsz 61,5%-ban legalabb
egy, de altalaban tobb ritka genetikai varians jelenlétét
igazoltuk. Ez alapjan valoszinisitjiik, hogy a végsd
fenotipus a gén-gén interakciok, a ritka és gyakori

variansok egylittes hatasanak koszonhetéen alakul ki.
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Spektralis klaszterezési technikat alkalmazva négy
fenotipus  klasztert azonositottunk, melyek tiineti
szempontbol nem teljesen kiiloniiltek el egymastol, de
trendek  észlelhetdek voltak. A ritka varidnsok
fenotipusjegyek meghatarozasdban jatszott szerepenék
megitélése, lehetdséget teremt a molekuldris alcsoportok
megismerésére, mely kozelebb visz minket a személyre
szabott kezelési stratégia kivalasztasahoz, mindehhez

azonban nagyobb esetszamra volna sziikség.

Az mtDNS delécio egyike az ASD-val tarsulo
leggyakoribb eltéréseknek, mely altalaban nem izolalt
eltérés, hanem egyéb genetikai rendellenességekkel
egylittesen ¢észlelhetd. A mitochondridlis diszfunkcid
mind szindromés ¢és nem-szindromas ASD forma
részjelenségeként eléfordul. A mitochondrialis deléci6 az
ASD-vel diagnosztizalt betegek esetén nem feltétleniil
primer intergenomialis kommunikéciézavar
kovetkezménye, hatterében indirekt, szekunder okok is
allhatnak, melyet nem az OXPHOS gének karosodasa,
hanem egyéb karos kornyezeti faktorok jelenléte

magyaraz.
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