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Mozliwosci diagnostyczne
zaburzen ze spektrum autyzmu

Barbara Wisniowiecka-Kowalnik
Zakltad Genetyki Medycznej IMID

KURS: Choroby genetyczne wieku rozwojowego — mozliwosci diagnostyczne w erze badan
genomowych
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CHARAKTERYSTYKAASD

v' etiologicznie i klinicznie heterogenna grupa zaburzen
neurorozwojowych

v' roznorodno$¢ objawdw i stopnia ich nasilenia

v’ czesto$¢ wystepowania ASD
wynosi ok. 1,4 — 2%

v' stosunek zachorowalno$ci
M:K —4-5:1
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KLASYFIKACJA DSM-5

v dwa osiowe objawy:
* zaburzenia relacji spotecznych oraz uposledzenia
umiejetnosci komunikowania si¢ 1 rozwoju mowy
* wystepowanie ograniczonego repertuaru
zainteresowan 1 zachowan cechujacego sie
schematyzmem

DIAGNOSTIC AND STATISTICAL
MANUAL OF
MENTAL DISORDERS

v" ocena ciezko$ci zaburzenia w oparciu o poziom
rozwoju jezykowego 1 intelektualnego

v symptomy zaburzenia musza by¢ obecne -

w okresie wezesnego dziecinstwa AWERCAN FSYCHATRC ASSOCATION

DSM-5
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WSPOLWYSTEPOWANIE ASD

niepetnosprawnosc¢ intelektualna 25-48%
padaczka 15-40%

makrocefalia 15-35%

ADHD 50%

zaburzenia Igkowe 30-50%

depresja 40%

zaburzenia afektywne dwubiegunowe 10%
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ETIOLOGIAASD

v' CZYNNIKI PRENATALNE:

* 1nfekcje wirusowe w okresie zycia plodowego
* leki przeciwpadaczkowe I antydepresyjne przyjmowane
W C137y
v CZYNNIKI PERINATALNE:

* glebokie wczesniactwo

* niska masa urodzeniowa

* hipotrofia wewnatrzmaciczna

* zwigzki o dziataniu neurotoksycznym

Matki i Dziecka

Fundusze . G _
teki Rzeczpospolita 1 UniaE isk pes
E K Ny Instytut nia Europejska ed“ me n.im m
E w::zgaggksacjlaeR j - Polska 4 Europejski Fundusz Spoteczny tge 'I ld- ed-pl



ETIOLOGIAASD

v ZAAWANSOWANY WIEK RODZICOW

« zwickszone ryzyko mutacji de novo oraz nieprawidtowosci
chromosomalnych

e mutacje de novo powstaja
4-krotnie czescie]
w komorkach
germinalnych ojcow
niz matek dzieci z ASDS
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CZYNNIKI GENETYCZNE

podtoze genetyczne: 25-40 %
ASDs wystepuje u ok. 70-90% bliznigt monozygotycznych
ryzyko urodzenie drugiego dziecka z ASD wynosi

~ 20% natomiast trzeciego ~ 30%
aberracje chromosomowe (2-5%)

* dotycza wszystkich chromosoméow delecja [ Blduplikac

 duplikacje lub triplikacje
regionu 15911913 (1-3%)
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CZYNNIKI GENETYCZNE

choroby jednogenowe ze wspolistnieniem ASDs (5-10%)
v’ zespot tamliwego chromosomu X (FMR1) (1,5-3%)

v' stwardnienie guzowate (TSC1, TSC2) (1%)

v’ zespét Retta (MECP2) (1%)

zespot Cowdena (PTEN)

neurofibromatoza typu 1 (NF1)

zespot Timothy (CACNALC)

v
v
v
v' zesp6t Smitha, Lemliego i Opitza (DHCR7)

undusze . @0 .
A Rzeczpospolita Instviut Unia Europejska -m m m
uropejskie N [Instytu PeJ
dza Edukacja Rozwj - Polska Matki i Dziecka  EuropeiskiFundusz Spoteczny edu etgenl Id edpl



CZYNNIKI GENETYCZNE

Badania asocjacyjne GWAS (genome-wide association studies)
v' analiza setek tysiecy SNP (single nucleotide polymorphisms )

v' identyfikacja wielu markeré6w majacych
udzial w powstawaniu ASDs

v' tylko niewielka liczba tych wariantow
zostata stwierdzona w wigcej niz jednej
grupie badanych osob
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CZYNNIKI GENETYCZNE

v’ zmiany liczby kopii fragmentow DNA (CNVs) (7-13%)
* wigkszos¢ CNV to zmiany sporadyczne, niepowtarzajace si¢
« powtarzajgce sic CNVs: ok. 600 kb CNVs16p11.2 (u 1%
pacjentow z ASD), 1921.1, 15913.3, 17p11.2, 22911.2, 16p13.1

oraz mikroduplikacja 7q11.23
* niepowtarzajace si¢ mikrodelecje: 2p16.3, 2937, 7922931,

22013.3 oraz Xp22

--------
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CZYNNIKI GENETYCZNE

v' mutacje punktowe de novo (5-14%)
* rozna ekspresja i penetracja

* duzaliczba SNV o niepewnym znaczeniu

é—) SFAR| GENE DATABASE ABOUT TOOLS USER GUIDE

(U
™M Human Gene Module

Hurman
Gene

Chromosomes: All W Gene Scores All W Overlay Ratio of Autism Reports
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Tahble 1 Variable cxpressivity of the pathogenic recument copy
number varanis and single nuclectide vananis most  commonly
ideniificd in ASD cohoris

ASD  IDVDD EP SCE

CNV
16p11.2 deletion X X X
16p11.2 duplication X X X X
15q11.2-g13.1 (BP2-BP3) duplication X X X X
15q13.2q13.3 (BP4-BP5) deletion X X X X
1g21.1 duplication X X X X
22¢11.2 duplication X X X
16p13.11 deletion X X X X
7q11.23 duplication X X X
16p12.2 deletion X X X X
17912 deletion X X X X
SNV

NEXNT X X X X
CITNNAS X X X X
CHIDE X X X X
SCN2A X X X
ANF X X X
PTEN X X X
SCNIA X X X
SHANK3 X X X X
BYRKIA X X X
SYNGAPI x X X X Curr Genet Med. Rep. 2016;4:147-153.
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BADANIAETIOLOGII GENETYCZNEJ ASD
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C R Biol. 2016 Jul-Aug;339(7-8):300-7.
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PATOMECHANIZM ASD
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PATOMECHANIZM ASD

{ Nucleus ranscnpi i protein synthesis

| chromatin remodelling transcription factor
.:__/' \g
ENA
l

|
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synaptic
receplors

scaffolding proteins and
actin cytoskeleton

C R Biol. 2016339 (7-8)'300-7 Complex interaction of synaplic proteins
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KARIOTYP
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KARIOTYP
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15911913

MLPA

16p11
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Length [SALSA MLPA| P = Ligation site Partial sequence (24 nt | Distance to Length | SALSA MLPA Gene Partial sequence (24 nt Mapview 36 Distance to
(nt) probe Exo NM_sequence | adjacent to ligation site) | next probe {nt) probe detected adjacent to ligation site) | location (hg18) | next probe
214 ¥ | 21014-L79483 | SNRPN-HBZ-85 AAGAMATCOCTT-CCAGGAGGECTC 10.2 kb p-felomere
475 | 12720-113795 | SNRPN-HE2-85 AAGTTCTTTAAC GTCATCGECTTG 277.3 kb 483 | 11677-L12448 LAT ACCAGTTTGTAT-CCAAGGGGCATC 28.904647 678.2 kb

CUBE3A gene DWM_130838.1) siop codon | 26012603 (ex10) 364 | 11672-L12443 5PN CCATCAAGATGT-CATCAGTGCCCC 29.582828 145.5 kb

256 T T Li2925]  UBE3A | Fxon9(13) | 2366-2369 TCATTCATTTACAGATGAACAGAA 192 kb| 23« | 11663-L1J440 MAZ | CCACGGCAGCAT-ACCTGCGCATCL 29.728336 0.5 kb
244 | 10886-L14677 UBE3A Exon 8(12) 2336-2337 TCTGTTCTGATT-AGGTEABETACT 2.4 k| 220<¥ | 116753-129557 MAZ GAAGAAATGTTT-TCTTAGGGGAAT 29.725166 23.6 kb

142 | 10883-L11553 UBE3A Exon 5(9) 1896-1897 TCTACAGGAAGC TAATGGOGAAAA 12.8 kb 346 00550-122423 MVP GTCGTGGAGATC-ATTCAGGCCACC 23.752775 65.1 kb

60 | Das20-Lid6es UBEA Exon 37) 14615 T OTTOCTCAMGOATAGGTGATAGE 42 kb 208 | 11668-L12439 | SEZ6L2 | GCAGCCAGATTA-CTTAGAGAGGCA 29,8175845 95.7 kb

157 10880-L11550 UBE3A Exon 2(6) 94-55 CTACCACCAGTT-AACTGAGGGCTG 312.1 kb 454 11674-L12445 HIRIP3 GGOGAGCCTCAA-AGGCAGTTGAGG 29.913518 0.5 kb

o > 172 | 11667-L19670 | HIRIP3 | CCAGGGAAGACA-AACTGGACCTTA 25.913975 14.0 kb

start codan 4547 fex1)

— 226 | 13162-L12447 | DOC2A | CACTTGCTGCCT-GGAGCCTGTAAG 29.928004 108.5 kb
CATP10A gene)NM_024490.3) stop codon | 46044606 (ex21) 465 | 11675-L12446 | MAPK3 | CTGGATCAGCTC-AACCACATTCTG 30.036474 2363 kb
270 T TTI6G-L12883]  ATPL0A Exon 16 3303-3304 TGCAGTGCCGAA-ATTCOGATACCT 175.0 kb 337 | 11671112442 | CD2BPZ | GGAAGGCCACTT-TGATGCCGATGE 30.272761
136 | 12964-L14669 |  ATPLOA Exon 1 375-376 GGCCAACGTGTA-CTTTGTCTTCAT 685.2 kb Py m——

start codon 107-108 (exi)
CGABRB3 gene DNM_021912.4) stop codon | _1484-1486 (ex3)
2 FrrsTS 09339 GABRE3 Exon 9(12) 1233-1234 CGATACCAGGAA-TTCAGCAATATC 131 kb
292 |10875-L11545 GaBRE3 | Exons(uyy | 107 :‘E’;‘]{f BXOM | CACCACTTTGTT-TCTTTTCTAGES 65 kb
382 10874-L11544 GABRE3 Exon 7(10) 796-797 AGGAACATTEGA-TACTTCATTCTT 12.6 kb
148 | 10872-L11542|  GABRE3 Exon6(s) | B :?;)r SOM | CCTGCATCCACT-TATASTCCCTTC 31 kb G en S H A N K3
319 | 10870-L11540|  GABRE3 Exon 5(g) | 22 Mtbeforeexon | e rerTrasTATETTCCET 38.0 kb
5{8) - Length | SALSA MLPA | SHANKZ2 Ligation site Partial sequence (24 nt Distance to
184 10868-L11538 GABRB3 Exon 4{7) 376-377 GGEATOCCTCTC-AACCTCACGCTT 151.0 kb {nt) probe Exon NM_033517.1 adjacent to ligation site) | next probe
355 | 10867-L11537|  GABRE3 Exon 3(4) 248-249 GTCCCCCGETCT-GOGTGEGRATGA 12015 kb start codon 13 jex 1)
start codan 65-67 (exi) 310 « ¥ | 20567-L13007 Exon 3 288-289 AMGCGGCGAGTT-TATGCCCAGAAC 27.6 kb
—
A ——— s Tieousw [ omitg ] Uwisy [oeemermiconer] i
436 ] “L01553 0CAZ Exon 22 2420-2421 CCGCTCATGTAT-GCCCTGGLCTTC 247.8 kb ;” v 5154.519 (o 70)
445 | 02041-L03725 ocaz Exon 1 88-87 reverse | TGCACTTTACCT-GCGCACTTGCAG 1178.8 kb Stop coden ex
start codon 111-113 (ex2)
202 | 01314-L00867 APBA2 CACCACCCACTT-GATTTTTTTCAT 152.0 kb
178 | 08377-L08231 NDNLZ CTCTTGGGT TCA-AGTTCCACCAGC 552.2 kb
300 = | 08389-L14671 TIPL CACAGGCTGAGT-GGAGTGTTTTGEE 1180.5 kb
373 08397-L14672 TRPM1 ATGGACATCCTA-GGAATGTGAAAT 370.6 kb
166 | 08376-L08230 KLF13 TTGAACCODCTT-TCTCAGGGATGG 739.3 kb
286 12956-L08237 CHRMNAZ AGACTGTTCETT-TCCCAGATGEECC 568.0 kb K I T P3 4 3
492 | 12954-L14464 SCGS Exon 3 nmagim_ag;u; TGACTGGAGACA-ACATTCCTAAGG 16.8 kb
427 ¥ | 12951129660 SCGS Exon & nggg_sgu?;m; TCAGCATGGCTT-ATETGCACGTET
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MLPA - WYNIK PRAWIDLOWY

MLPA Analysis Report - SoftGenetics Probe Name Bin Size 110982_F01
Software: GeneMarker V1.75 Analysis Type: MLPA 1 APBA2 2081 0.929
Project: Untitlied Compare Type: MLPA Ratio 2 |ATP10A-exon 1]140.1 1.000
Technician: Normalization By: Population Normalization 3 é;;;(;g—exon 1 g%z ;gg;
Report Time: 06/25/2019 - 11:15:44 Quantification By: Peak Height S CHRNAT 291'3 1'000
Panel: ?343‘02‘.‘\“th Classification: Los.s <0.75 <=' Equivalent <= 1.30 < Gain 3 DOC2A 330.4 1018
Control.. Synthetic Control Sample Report Value Type: Peak Ratio 7 GABRB3-exon 13902 0912
Synthetic Used: 110982_F01.fsa /// 110988_G01.fsa /i// 110989_H01.fsa 3 GABRBZ-axon 12939 0979
9 GABRB3-exon 1225.0 1.016
10382 "t a 10 _|GABRBIexon 43623 [1.062

[ P34%_C2 Autsm l > loabBs a8 ogT0

T €Xon 5 5
S SR S R R SR WS TR 13 [GABRBTexond 1537 1001
14 |HRIP3-exon3 |177.8 1.021
2000 15 |HIRP3-exon 4 |452.7 1.025
16 |KLF13 171.9 0.987
3500 17 |LAT 479.5 1.026
18 |MAPK3-exon 5 |262.8 1.000
3000 19 |MAZ-exons  |2437 1.002
20 |MAZ-exon6  |419.3 1.000
2500 21_|MvP 3549 0.961
22 |NDNLZ 184.1 0.978
2000 23 |OCA2-exon1 [4439 0.950
24 |OCAZ2-exon 22 |434.4 1.007
1500 25 |Ref probe 11q1159.5 1.009
26 |Ref probe 114 255.7 1.010
1000 27 |Ref probe 12q] 1336 0.9
28 |Ref probe 17q]127.6 1.080
5007 ‘ ’ ‘ I 29 [Ref probe 18p{19%62 __[1.001
ol | hl!lh‘mt._. Ju. ! il | Iy Md L 30 |Ref probe 1q44 269.0 1.021
31 |Ref probe 3q11337.1 0.934
Mt it ot ettt it et ot o et ool b i i St it i 32 _|Ref probe 7p14407.3 0.941

CHARIAIGRAUBIH GRIUBIGASHAIRGURE ATICADS|GARe pIGABRIGISHRe! MSOQOIHI[SNRPNSRe probe 7a22] g:' Ref probe 7q2]499.3 1.100

SCGo-exon3 |489.5 1.059
35 |SCGSexonb |427.7 1.062

Sample Name: 110982 X 5 T T . 36 |SEZBL2 2137 0.975
WMachine: 3500 Instrument 37 |SHANK3-exon 1] 3986 0.970
Run Time: 0672412019 - 14:49:18 > 06/24/2019 - 15:33:43 38 [|SHANKS exon2) 2366, 110.951
39 | SHANK3-exon 3 318.2 1.012

- (40 |SNRPN-HB2-85-|219.3 1.003

5 41 |SNRPN-HB2-85-|471.4 0.979

) x 42_[SPN 372.7 T.014
Conclusion 2 43 [TIP1 309.7 1101
& 24 |TRPM1 3805 1012

Date Initial 45 |UBE3A-exon 12|249.7 1.064

25 |UBE3A-exon 13| 263.8 7.050

Authorization 1 47 |UBE3A-exon6 [201.7 0.939
43 |[UBE3A-exon7 [166.4 1.011

- 49 |UBE3A-exon9 [146.7 1.002
Authorization 2 S0 |X-fragment  |100.4 1.007
51 [Y-fragment 118.5 1.053
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rsa 16pl11.2(MAZexon6)x1

delecja 6-tego eksonu

genu MAZ

MLPA Analysis Report - SoftGenetics Probe Name Bin Size 110988_G01
Software: GenelMarker V1.75 Analysis Type: MLPA 1 [APBA2 208.1 1.016
Project: Untitled Compare Type: MLPA Ratio 2 ATP10A-exon 1) 140.1 0.934
Technician: Normalization By: Population Normalization Z ég;é?;;'e““ gﬁ: E*ggg
Report Time: 06/25/2019 - 11:14:16 Quantification By: Peak Height 3 CHRNAT o1 '3 1‘023
Panel: P343_CZ_Authm Classification: Loss <0.75 <=, Equivalent <= 1.30 < Gain ;3 DOC2A 330.4 1.002
M‘iw&e Report Value Type: Peak Ratio 7  |GABRB3-exon 13902 1.083
Synthetic Used: 110982_F01.fsa /// 110988_G01.fsa /// 110989_H01.fsa 3 | GABRE S 112989 =090
9 |GABRB3-exon 1225.0 1.006
110988_G01.fsa 10 |GABRBIexon 43623 |1.016
| P e R (5 T o

100 150 200 250 300 350 400 450 500 - -

L Lo Ll L L) Lalal B L} TR T T T T PPN PN PN e N ey e 13 GABRBS-EXOHQ1537 0967
14 |HRIP3-exon3 [177.8 0.977
4000 15 [HRIP3-exon 4 [452.7 0.874
16 |KLF13 171.9 1.001
3500] 17 |LAT 479.5 0.935
18 |MAPK3-exon 5 |462.8 0.967
3000 19 |MAZexons  [2437 1.034
20 (MAZ-exon6 )[419.3 0.536
2500 21 W 354.9 1.004
) 22 |NDNL2 184.1 1.046
20001 23 |OCAZ-exon1 |4439 1.029
24 |OCAZ2-exon 22 [434.4 1.007
15001 25 |Ref probe 11q]159.5 1.001
1000 26 |Ref probe 11q]255.7 1.022
27 |Ref probe 12q1133.6 1.001
28 |Ref probe 17q{ 1276 1.004
001 \ | 29 [Ref probe 19p]196.2 7,001
ol | Lml! Liﬂ. g‘m LLL L l U LLmIL 30 |Ref probe 1q44269.0 1.001
31 |Ref probe 3q1{337.1 1.001
i SR ua Rk i i e 32_|Refprobe 7p1{407.3  |1.000
[x-fr{ARr{AlIdrEUBIH dRIUB[GASHAURJURe|ATIGABRS|GARef p{GABRIGISH[Ref [I{j0d0[HISNRPNIRef probe 7922| 33 |Ref probe 7q2§499.3 0.919
34 |SCGS-exon3 |4895 0.982
35 |SCG5-exon6 |427.7 1003
Sample Name: 110988 T ; T T ; 36 |SEZ6L2 2137 1.016
Machine: 3500 Instrument 25¢4------ romoeczes Eirceoec mooasans Atconaons Ioneos 37 | SHANK3-exon 1]398.6 1.028
Run Time: 06/24/2019 - 14:49:18 -> 06/24/2019 - 15:33:43 1 1 ' 1 ! 38 [SHANK3-exon 22366 1.044
o s fessenR R s S EEREE 39 | SHANK3-exon 3(318.2 0.984
5 ; | ; | 40 | SNRPN-HB2-85-|219.3 1.061
1 R P, O Bty e TS LR 41 |SNRPN-HB2-85-| 4714 1.000
: e ; ; - - ! B 3712.7 1.036
Conclusion g 14 5 mﬂﬂﬂh iﬂ#—ﬂa‘hm R 43 1P 308.7 0.968
% : ! : ks 24 |TRPM 3805 0.985
Date Intial : : : : : 45 [UBE3A-exon 12]249.7 1.005
46 |UBE3A-exon 132638 1015
Authorization 1 47 |UBE3A-exon6 (201.7 1.052
43 |[UBE3A-exon7 |166.4 1.010
. 49 |UBE3A-exon9 | 1467 0.992
Authorization 2 S0 [X-fragment  |100.4 1.007
51 |Y-fragment 118.5 0.962

pacjent z zespotem Aspergera
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CytoSure Autism Research Array

v" 180 tys. sond oligonukleotydowych

v" format 4x180k

Al /
i,

v" pokrycie eksonowe iy Wil
Yy . » ” iy ),
v’ 227 gendéw mogacych

odgrywac istotng role

w patogenezie ASD
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WYNIKI BADAN aCGH

Przebadano 628 pacjentéw z ASD

129 CNVs u 98 pacjentow (15,6%)

7\

55 aberracji patogennych lub 74 zmian VOUS
potencjalnie patogennych (8,8%) u 64 pacjentow (10,2%)

v'rozmiar 2,8 kpz — 8,1 Mpz
v'58 zmian nie zostataby stwierdzona przy zastosowaniu

CytoSure Constitutional v3 Array (8x60Kk)
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arr[GRCh37] 5p12(45,415,173-45,554,603)x3 dn ~140 kpz
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arr[GRCh37] 21022.2(41924345_42481908)x3 ~ 558 kpz
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arr[GRCh37] 2q13(111396187_113103090)x1,8p12p11.1(35645063_43803539)x3
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ish del(2)(g13913)(RP11-803D5-) pat,der(?)(8p12)(RP11-380B11+).
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arr[GRCh37] 2p12(76943005_78363459)x1 pat ~ 1,42 Mpz
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ish del (2)(p12p12)(RP11-749019-)
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arr[GRCh37] 2q24.3(166150192_166218109)x1 dn
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arr[GRCh37] 2933.1(197564641_197803505)x1 239 kpz
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arr[GRCh37] 3p26.3p26.2(2625876_3201366)x3,7p14.3(31876419_32208138)x1,12q14.3(67150301_67375178)x3
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Algorytm postepowania diagnostycznego u osob z ASDs
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» Odziedziczone po * Funkcja

rodzicach

* Funkcja i ekspresja genu
sugeruje udzial w
patogenezie ASDs

i ekspresja genu
sugeruje udzial
w patogenezie ASDs

KONSULTACJA
GENETYCZNA

v

ABERRACJA O NIEPEWNYM
ZNACZENIU KLINICZNYM

v

ABERRACJA
POTENCJALNIE
PATOGENNA

\ ONEULTAGTA

GENETYCZNA

Fundusze
Europejskie
Wiedza Edukacja Rozwdj

- Polska

Rzeczpospolita

Oo
) Instytut
Matki i Dziecka

Unia Europejska
Europejski Fundusz Spoteczny

edu-metgen.imid.med.pl



DZIEKUJE ZA UWAGE

Fundusze : [ 3] : 2 _
i Europeskie R QY Insv Unia Europejska - edu-metgen.imid.med.pl

Wiedza Edukacja Rozwéj Matkii Dziecka  Europeiski Fundusz Spoteczny



