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ABSTRAKT

Angelmaniv syndrom (Angelman syndrome, Happy puppet syndrome, Syndrom
Stastného ditéte) je vzacné geneticky podminéné onemocnéni. Jedna se
o mikrodelecni syndrom, zpusobeny nejCastéji deleci vuseku 15q11-913
na maternalnim chromozomu, nebo uniparentidlni dizomii otcovského
15. chromozomu, pfipadné jinou mutaci (napf. mutaci genu UBE3A). Angelmantv
syndrom byl poprvé popsan v roce 1965 anglickym pediatrem Harrym Angelmanem.
Odhaduje se, ze se toto onemocnéni vyskytuje u 1 z10 000 az 30 000 jedinct.
Syndrom je charakterizovan téZkou mentalni retardaci, malo rozvinutou feci
nebo nemluvnosti (uplatiiuje se spiSe neverbalni projev), motorickymi problémy
(strnula  chtuize, trhavé pohyby ptipomingjici loutku), veselou naladou
a bezdiivodnymi zachvaty smichu. Ptiblizn¢ v 80 % ptipada se vyskytuji epileptické

zachvaty, poruchy pozornosti, abnormalni EEG, hypotonie nebo mikrocefalie.

Klicova slova: Angelmaniv syndrom, delece maternalniho chromozomu,

uniparentalni dizomie, mutace genu UBE3A, mentalni retardace



ABSTRACT

Angelman syndrome (Happy puppet syndrome) is a rare genetic disease. It is
a microdeletion syndrome, mostly caused by maternal deletion of chromosome
15q11-q13, or by paternal uniparental disomy of chromosome 15, or by other
mutation (for example mutations in UBE3A gene). Angelman syndrome was first
described in 1965 by Harry Angelman, an English pediatrician. It is estimated
that this disease occurs in 1 in 10 000 to 1 in 30 000 individuals. The syndrome
is characterised by severe mental retardation, underdeveloped speech or absent
speech (rather nonverbal expression is used), motor skills problems (stiff walk, jerky
movements reminiscent of puppet), happy mood and unreasonable fits
of laughter. There are epileptic seizures, attention deficit disorder, abnormal EEG,

hypotonia or microcephaly in approximately 80 % of cases.

Key words: Angelman syndrome, deletion of maternal chromosome, uniparental

disomy, mutations in UBE3A gene, mental retardation
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1 UVOD

Geneticky podminénych onemocnéni se Vv lidské populaci vyskytuje cela fada.
A mnoho z nich je dosud piedmétem védeckého badani. Mezi né patii i Angelmaniv
syndrom, ktery se fadi mezi vzacna geneticky podminéna onemocnéni. Vyskytuje se
ulz10 000 az 30 000 jedinct. Jeho vyskyt byl zaznamenan na celém svéte.
V Ceské republice bylo diagnostikovano pouze nékolik desitek déti s timto
onemocnénim, ale podle odhadi zde mize zit az 300-600 takovych jedincu
(Hladikova et al., 2012). Rozdily v téchto udajich jsou ¢asto zapftic¢inény chybnou
nebo nejednozna¢nou determinaci onemocnéni. Podminkou diagnostikovani
Angelmanova syndromu je provedeni genetickych testt, avSak jejich vysledky
jsou Casto zaméfovany sjinym druhem onemocnéni, naptiklad autiSmem.

Angelmantv syndrom nelze rozpoznat u velmi malych déti, ke stanoveni diagnozy

dochazi obvykle mezi 3. a 7. rokem Zivota.

Tomuto tématu je tieba vénovat pozornost, nebot’ vétsina lidi o existenci tohoto
onemocnéni vibec nevi, nebo o ném pouze zaslechla. Ale jak se projevuje navenek
a jakou péci takové dité potiebuje, netusi. Dostate¢nd informovanost vefejnosti
pfitom mlZze omezit tdzavé pohledy na takto nemocné dité a zabranit tak vyvolavani
nepiijemnych pocitii u jeho rodi¢. Povédomi o tomto onemocnéni miize NapomMoci
jeho vcasnému rozpoznani. Dilezitd je predev§im informovanost rodi¢u,
jelikoz vedle lékaft jsou to pravé oni, kdo by si jako prvni méli povSimnout
i sebemensich zmén v chovani, vyjadfovani a fyzickém vzhledu svého ditéte. Ziskat
povédomi o této nemoci neni pfili§ slozité. Existuji 1 webové stranky s touto
tematikou, napf. www.angelman.cz, kde se lze stimto syndromem seznamit.
Problémem ale je, ze individualni projevy se mohou od obecné popisovaného

klinického obrazu onemocnéni lisit.

Pro rodice jiz diagnostikovanych pacienti je prospésné, pokud maji moznost
setkat se s jinymi rodi¢i, ktefi rovnéz pecuji o dité s Angelmanovym syndromem.
Mohou se navzajem svéfit se svymi zkuSenostmi a novymi poznatky a také
doporucit, co na jejich dité pusobi pozitivné a CO naopak negativné. Tyto rodiny
si také mohou vzajemné poskytovat urCitou formu podpory. Takové setkani

ale neni pfili§ snadné realizovat, nebot’ jednotlivé rodiny o sobé mnohdy ani nevédi.
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2 CIL

Cilem bakalafské prace je zpracovat literdrni piehled zabyvajici se
problematikou Angelmanova syndromu. Prace pojednava o historii onemocnéni, jeho
genetické podstaté, klinické manifestaci, metodach detekce a ptipadnych moznostech

1é¢by ¢i alespon zmirnéni piiznakli onemocnéni.
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3 HISTORIE ANGELMANOVA SYNDROMU

Angelmaniv syndrom (AS), nékdy téZ nazyvany syndrom Stastného ditéte,
je vzacné geneticky podminéné onemocnéni. V minulosti se pro jeho oznaceni
pouzivaly také terminy jako napft. Stastnd loutka (Happy puppet) nebo andélské diteé
(Angel child).

AS byl poprvé popsan v roce 1965 anglickym pediatrem Harrym Angelmanem
(Obr. 1), ktery ve své praci vyobrazil tii déti s téZkym mentalnim postizenim,
epileptickymi  zachvaty, s charakteristickym EEG  (electroencephalogram,
elektroencefalogram), absenci feci, trhavymi pohyby a $tastnou naladou. U vSech tii
déti byla také pozorovana hypopigmentace, tj. tvorba svétlych depigmentovanych
skvrn v pokozce. Tento stav je nyni znam jako Angelmantv syndrom (Clayton-
Smith, 2001).

Obr. 1: Harry Angelman

Zdroj: http://www.seslhd.health.nsw.gov.au

Harry Angelman popsal sviij objev nasledovné: , Historie mediciny je plna
zajimavych pripadu, kdy byla odhalena néjaka nemoc. Saga Angelmanova syndromu
je jednim z nich. Je to vice nez tricet let, kdy jsem se v ramci své pedagogické praxe
setkal v riizném case se tremi postizenymi detmi. Mély spoustu postizeni a na prvni

pohled by se mohlo zdat, zZe jejich hendikep ma rizné priciny, ja jsem vsak citil,

12


http://www.seslhd.health.nsw.gov.au/

Ze je mnéco spojuje. Vité dobé bylo velmi obtizné pricinu diagnostikovat,
nebot’ diagnostické metody byly ,,chabé ‘. Tehdy jsem nebyl schopen podat védecky
dukaz, zZe je pricina postizeni u vSech stejnd. Napsal jsem clanek do védeckého
casopisu vénovaného mediciné. Na své dovolené v Italii jsem si v muzeu
Castelvecchio ve Veroné vsiml staré olejomalby” - na obrdzku byl maly usmévavy
chlapec, ktery si hraje s loutkou (Obr. 2). V tom momenté mé napadlo, Ze tyto deti
charakterizuje tézka, nemotorna chiize, mavajici ruce a usmev, tak jak je tomu

u loutek, a proto vznikl nazev ,, happy puppet“ (http://angelman.cz/*).

Obr. 2: Portrét chlapce, drziciho détskou kresbu (na kresbé je chlapec,
hrajici si s loutkou)
Zdroj: https://it.wikipedia.org

"Autorem obrazu Ritratto di bambino con disegno (Portrait of a Young Boy holding a child’s drawing)
zroku 1515 je Giovanni Francesco Caroto, renesanéni malif. Klicova je kresba, nikoliv chlapec,
ktery ji drzi.
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Za specifickou chorobu byl AS uznan na zacatku 80. let 20. stoleti (Hathaway
and Courant, 2004).

V roce 1987 Magenis et al. identifikovali deleci na chromozomu 15911-q13
(Obr. 3) u dvou pacienti S AS a ukézali, ze syndrom muize byt zpisoben odlisnymi
genetickymi mechanizmy, které zahrnuji tuto imprintovanou oblast genomu.
VSechny  tyto  mechanizmy  ovliviiuji  expresi maternalniho  genu
pro ubikvitin ligizu E3A (UBE3A), ktery lezi na lokusu 15911-q13 (Magenis et al,
1987 in Clayton-Smith and Laan, 2003). Gen UBE3A byl poprvé izolovan v roce
1997 (http://cidd.unc.edu/?).

Delece Chromozom 15
15911.2-13 idiogram

Obr. 3: Delece v chromozomalni oblasti 15q11-q13

Zdroj: http://www.peds.ufl.edu/divisions/genetics/
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4 ETIOLOGIE ANGELMANOVA SYNDROMU

AS je vzacné geneticky podminéné onemocnéni, které je nejcastéji zpisobeno
de novo maternalni deleci chromozomu 15g11-ql13, a to piiblizné v 70-90 %
pfipadi. Muze byt ale zptusobeno i paternalni uniparentalni dizomii (UPD)
chromozomu 15q11-q13 (3-7 %), poruchami imprintingu (2—4 %) nebo mutaci
v genu UBE3A (ptiblizné 10 %) (Neubert et al.,, 2013). Krom¢ téchto Ctyf
mechanizmi vzniku AS (Obr. 4) stale existuje skupina pacientt s fenotypem tohoto
onemocnéni, u NiZ nebyly zjiStény zaddné abnormality chromozomu 15 (Clayton-

Smith and Laan, 2003).

Angelman syndrome : Genetic mechanisms
P M P M P P P M P M
15q13 B ﬁ
U N L
Normal Maternal Paternal UBE3A Imprinting
deletion urPD Mutation Defects
(65-75%) (3-7%) (5-11%) (3%)
u http://www . geneticsdmedics.com/angelman-syndrome.htmil|

Obr. 4: Genetické mechanizmy vedouci ke vzniku Angelmanova syndromu

Zdroj: http://genetics4medics.com/

4.1 Maternalni de novo delece chromozomu 15g11-q13

NejcastéjSim genetickym mechanizmem, ktery se podili na vyskytu AS,

je delece (mikrodelece). K deleci dochazi na 15. maternalnim chromozomu v tseku
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11 az 13 delsiho ramene. Delece ve stejné oblasti paternalniho 15. chromozomu

se projevuje jako Prader-Williho syndrom (Horvath et al., 2013).

Vétsina deleci vznika de novo, je maternalniho pivodu a ma piiblizné stejnou
velikost, obvykle okolo 4 Mb (megabase; megabaze) (Clayton-Smith and Laan,
2003). Podle Sahoo et al. (2007) se jejich velikost pohybuje okolo 6 Mb. Tito dale
detekovali u ¢ty pacienti s AS Ctyfi nové a neobvykle velké delece
v chromozomové oblasti 15q11-013. U prvniho pacienta (chlapce) byla zjisténa
delece o velikosti 7,1 Mb ve véku 18 mésicu. U druhého pacienta (chlapce) byla
diagnostikovana delece o velikosti 8,9 Mb ve véku 9 mésici. Delece byla zjisténa
metodou FISH (Fluorescence in situ hybridization, fluorescen¢ni in situ hybridizace).
Ttetimu pacientovi (chlapci) byla diagnostikovana delece o velikosti 9,4 Mb ve véku
7 mésicu. Doposud nejvétsi zjisténa delece, jejiz velikost byla 10,68 Mb,
byla detekovana u dévcete ve veéku 7 mésici. U vSech Ctyf pacienti byla
zaznamenana svalova hypotonie a epileptické zachvaty, u tii pacientl problémy
s krmenim. Velké delece maternalniho 15. chromozomu maji obvykle za nasledek
fenotyp nez ti s uniparentalni dizomii a poruchou imprintingu (Bonati et al., 2007).
Duplikace v oblasti 15911.2-13 na maternalnim chromozomu mohou zpusobovat
autismus (Dagli et al., 2011).

Az v 90 % ptipadi vyskytu AS zpusobeného de novo deleci jsou v oblasti
15911.2-q13 obsazeny tii zlomové body (breakpointy, BP), proximalni BP1 a BP2
a vzdalen¢jsi BP3 (Dagli et al., 2011). Delece se rozd€luji do tfi tiid
podle vzdalenosti zlomovych bodi. Delece I. tfidy tvoii okolo 40 % ptipadd deleci.
Tyto delece se rozSifuji z BP1 do BP3. Delece |Il. tiidy tvofi
okolo 50 % a rozsifuji se z BP2 do BP3. Delece Ill. tfidy tvoii méné nez 10 %
ptipadi. Tato tfida mize mit deleci rozsifenou z BP1/BP2 do vzdalenéjsich oblasti
BP4, BP4A, BP5 a BP6 (Obr. 5). Oblasti BP1, BP2 a BP3 jsou charakterizovany
sekvencemi o nizkém poctu repetic (low copy repeats, LCRs), které obsahuji

opakovani nékolika pseudogenti a dalSich exprimovanych sekvenci.

Sahoo et al. (2007) rozd¢luji delece do dvou tfid na zaklad¢ jejich velikosti.
Delece . tfidy maji velikost ~6,8 Mb, delece Il. ttidy ~6,0 Mb. Bylo zjisténo, zZe

jedinci s vétsi deleci (tfida 1.) maji vyssi pravdépodobnost vzniku autismu, maji horsi
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kognitivni a expresivni jazykové dovednosti a musi uzivat vice 1€kt ke kontrole

epileptickych zachvatl v porovnani s jedinci s méné rozsahlou deleci (tfida IL.).

Delece mohou byt detekovany metodou FISH a metyla¢ni analyzou (MS-PCR)
lokusu SNRPN (small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N; gen kodujici jeden
polypeptid z malého jaderného ribonukleoproteinového komplexu) (Clayton-Smith
and Laan, 2003).

9 Imprinting Cent o \ l l
o mprinting Center AR DD
\\@ﬁg%&ﬁ@"é IC 8 (,\»%2\&“2,@%&5 s B @
® O—0—0—0
b3 4 b3 b3 b3 b3
BP1 BP2 BP3 BP4 BP5 BP6
~6 Mb DNA distance

Obr. 5: Schématické znazornéni chromozomalni oblasti 15q11.2-13 indikujici
oblasti boda zlomi BP1-BP6

Zdroj: http://www.nature.com/

4.2 Paternalni uniparentalni dizomie chromozomu 15911-q13

Uniparentalni dizomie (UPD) je jev, pii kterém jsou oba chromozomy 15
zd&dény pouze od jednoho rodice (Capkova et al., 2005). Pii vzniku AS v dasledku
paternalni uniparentalni dizomie chromozomu 15 se u jedinci nepodaii zdédit
maternalni kopii genu UBE3A. Jedinci s touto pfic¢inou AS maji mirnéjsi projevy
onemocnéni s niz§Sim poctem zachvatd (Dagli et al., 2011) a menSim vyskytem
pohybovych abnormalit a ataxie (Bevinetto and Kaye, 2014). U jedincu s UPD
se doporucuje provést chromozomalni analyzu, kterda ma za cil zjistit, zda jedinci

nemaji paternaln¢ zdédénou Robertsonskou translokaci. Pokud se u jedincti s UPD
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nevyskytuje Robertsonska translokace, pravdépodobnost vyskytu AS u sourozenct

je nizsi nez 1 % (Dagli et al., 2011).

4.3 Porucha imprintingu

Geneticky imprinting je proces regulace transkripce zalozeny na specifické
rodicovské dédi¢nosti. Jedna alela, bud’ maternalné¢ nebo paternalné zdédéného
chromozomu zistava aktivni, zatimco homologni alela zdédéna od druhého rodice
je epigeneticky potlaena. Rada genti v chromozomalni oblasti 15q11-q13
je imprintovana, véetné UBE3A genu, ktery je vystavovan imprintingu v centralnim
nervovém systému. Paternalni kopie UBE3A genu je epigeneticky potlacena
diky odlisné metylaci imprintingového centra, zatimco maternalni alela zGstava
aktivni. Angelmantiv syndrom vznika jako dusledek ztraty exprese maternalniho
UBE3A genu. Protoze je paternalni alela v neuronech potlacena, ztrata exprese
UBE3A genu z maternalni alely ma za nasledek deficit tohoto genu v centralnim

nervovém systému (Thibert et al., 2013).

Buiting et al. (1995) identifikovali a definovali uvnitf 15. chromozomu
imprintingové centrum. ToOto centrum ma bipartijni strukturu a reguluje strukturu
chromatinu, metylaci DNA a genovou expresi. Porucha imprintingu
muze byt zpusobena naptiklad deleci v imprintingovém centru. Podle Dagli et al.
(2011) byly delece v imprintingovém centru zjistény pouze U malého procenta
pacientl s AS s poruchou imprintingu. V naprosté vétSiné ptipadti vznika porucha
imprintingu primarni epimutaci beze zmény v sekvenci DNA. Dagli et al. (2011)
dale naznacuji, ze Se u pacientll s primarni epimutaci muze imprintingova chyba
vytvofit na zakladé chyby pti vzniku imprintingu v zenské zarode¢né linii nebo muize
vzniknout pti udrzovéani imprintingu Vv embryonalni fazi vyvoje, coz vede
k somatickému mozaicizmu. Mozaicizmus se vyskytuje piiblizné ve 20 % piipada
pacienti s poruchou imprintingu. Pacienti s poruchou imprintingu maji podobné
jako ti s UPD mirnéjsi projevy onemocnéni (Bevinetto and Kaye, 2014). Margolis
et al. (2015) jsou piesvédceni, ze lepsi porozuméni mechanizmim imprintingu muize

pfinést nové moznosti 1éby tohoto onemocnéni.
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4.4 Mutace genu UBE3A

Gen UBE3A, lokalizovany na 15. chromozomu, byl identifikovan v roce 1997.
Je kandidatnim genem pro AS. Sekvence UBE3A genu je dlouha 120 kb a sklada se
ze 16 exonu (Camprubi et al., 2009). Tento gen produkuje
E6 asociovany protein (E6-associated protein, E6AP), ktery pusobi jako bunécny
enzym E3 (ubikvitin ligaza). Gen UBE3A je exprimovan V neuronech pouze
z maternalni  alely, zatimco paternalni alela je potlacena epigenetickym
mechanizmem zvanym imprinting (Kara et al., 2008; Li and Qiu, 2014). Singhmar
and Kumar (2011) zkoumali zavislost exprese UBE3A genu na fazi bunééného cyklu
a zjistili, ze je maximalné exprimovan v M fazi a minimaln¢ v S fazi. Podle Kara et
al. (2008) muze mit mutace UBE3A genu i pozitivni vyznam, a to pravé tehdy,

pokud nemaji tyto mutace nezadouci vliv na metylaci DNA v oblasti 15q11.2-15q13.

Gen UBE3A plisobi jako koaktivator. Koaktivatory interaguji s jadernymi
receptory a zlepSuji jejich schopnost aktivovat transkripci (Lalande and Calciano,
2007). Také reguluji stabilitu estrogenového receptoru a predpoklada se, ze by mohly
mit spojitost se vznikem rakoviny prsu. Snizena hladina exprese UBE3A byla
zjisténa nejen u rakoviny u prsu, ale i prostaty (Lalande and Calciano, 2007).
Predpoklada se, ze vétsSina dosud zjisténych mutaci UBE3A miize zpuisobit predcasné

ukonceni proteosyntézy.

Mutace maternalni alely genu UBE3A vede ke ztrat¢ funkce tohoto genu
a je pfi¢inou vzniku AS (Li and Qiu, 2014). Podle Dagli et al. (2011) bylo
zaznamenano okolo 60 mutaci, znichz 60-70 % zahrnuje malé delece
a duplikace, které vedou k posunovym mutacim. Zbytek ptedstavuji nesmyslné
(nonsense) mutace, poruchy splicingu (sestfihu), rozsahlé delece a komplexni
chromozomové prestavby. Vétsina mutaci UBE3A jsou truncating mutace (Dagli
et al., 2011). Bodové mutace UBE3A zahrnuji okolo 50 % mutaci vzniklych de novo
a 50 % mutaci maternalné zdédénych (Camprubi et al., 2009). U jedinca s bodovou
mutaci se vétSinou vyskytuji méné zavazné symptomy (Bailus and Segal, 2014).
Ve vyzkumu Camprubi et al. (2009) bylo zjisténo, ze vSechny jednonukleotidové
mutace (5 z5 mutaci) byly zdédény od zdravé matky, zatimco vétSina

z vicenukleotidovych deleci nebo inzerci (4 z 5) vznikla de novo u pacienta. Vétsina
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mutaci zjisténych v UBE3A je lokalizovana v oblasti hect domény (De Molfetta

et al., 2012). U nékterych mutaci vSak ptivod stale neni znam.

Stejné tak nejsou znamy detailni mechanizmy toho, jak vede nedostate¢na
funkce genu UBE3A k Angelmanovu syndromu. Prozatim je to vysvétlovano tim,
ze zmény exprese UBE3A mohou ovlivnit zivotaschopnost neurond. Ztrata neuront
muze byt spojena s procesem bunééné smrti. Dal$i potencialni mechanizmus je ten,
ze nedostatecna funkce UBE3A postihuje syntézu bilkovin. Studie ukazuji,
7e nedostate¢na funkce tohoto genu zpusobuje dezorganizaci a zvyseni pH Golgiho
aparatu. Hypotetickou pfi¢inou je i to, ze abnormality UBE3A narusuji regulaci

genové exprese (Li and Qiu, 2014).

Na rozdil od ptedchozich tii pfi¢in vzniku AS je u mutace genu UBE3A
DNA metyla¢ni analyza v normalu (Lalande and Calciano, 2007; Sadikovic et al.,
2014).

4.5 Prozatim neidentifikované abnormality chromozomu 15

Ptestoze uz bylo identifikovano velké mnozstvi pticin vzniku AS, stale existuji
pacienti s fenotypem tohoto onemocnéni, u nichZ nebyly objeveny zadné abnormality
chromozomu 15. U téchto pacientii nebyla prozatim zjisténa pii¢ina onemocnéni.
Jako mozny kandidat pro vznik AS se zvazuje maternalné exprimovany gen ATP10C
(ATPase, class V, type 10C; gen pro ATPazu transportujici aminofosfolipidy)
(Clayton-Smith and Laan, 2003; Vendrame et al., 2012). Dalsim kandidatem
je gen Zfp 127 (zinc finger protein, zinkovy prst), ktery je exprimovany pouze
z paternalni alely. Exprimuje se v mozku, ledvinach a srdci. Za zminku stoji i gen
MAGEL2 (melanoma associated antigen, family L2), ktery pifimo nesouvisi s AS,
ale sPrader-Williho syndromem (Vendrame et al., 2012). | zde je metylace

v normalu (Lalande and Calciano, 2007).

Tato skupina zahrnuje i pacienty s jinymi poruchami. Diagndéza AS muzZe byt
zvazovana u déti s Sir§imi komplexnimi symptomy, manifestujicimi se napft. jako
mozkova obrna, Lennox-Gastautiv syndrom, o thalasémie, Rettlv syndrom

nebo mitochondrialni choroby (Clayton-Smith and Laan, 2003).

20



5 KLINICKA MANIFESTACE ANGELMANOVA
SYNDROMU

Prvni klinické ptiznaky se u ditéte zacinaji objevovat jiz od jednoho mésice
véku (Vendrame et al., 2012). Klinické projevy AS mohou byt velice subjektivné
posuzovany, ale v zasad¢ se dé€li do tii skupin podle ¢etnosti vyskytu. Prvni skupinu
tvoti symptomy, u kterych se uvadi, ze se vyskytuji az ve 100 % piipadi. Symptomy
ve druhé skupiné se vyskytuji ve vice nez 80 % a ve tieti skupiné¢ ve 20-80 %
ptipadi. Do prvni skupiny fadime siln¢ opozdény vyvoj, pohybové obtize, poruchy
feCi, typické chovani jako je napf. veseld nalada, cCasté zachvaty smichu,
hyperaktivita a vznétlivost. Do druhé skupiny patii nepfiméfeny rast hlavy,
ktery muaze vést az k mikrocefalii, epileptické zachvaty a abnormalni EEG. Do tieti
skupiny se ftadi symptomy jako plochy tyl, jazyk vyc¢nivajici zust, obtize
pfi polykani a krmeni, prognathia, Siroce rozeviend usta, predkus, nepfimétené
slinéni, Silhani, v porovnani s rodi¢i svétlejsi vlasy a oci, citlivost na teplo, zacpa,
obezita, skolidza nebo spankové dysfunkce. Jedinci s timto onemocnénim maji velmi

pozitivni vztah k vodé (Thibert et al., 2013), zejména ti s deleci (Tan et al., 2013).

Klinické projevy mohou mit riznou zadvaznost. Podle Kara et al. (2008) existuji
urcité vztahy mezi zdvaznosti klinickych projevii AS a genetickymi mechanizmy,
které je zpusobuji. Konkrétné jedinci s mutaci genu UBE3A a zaroven poruchou
imprintingového centra (IC) maji vétsi pravdépodobnost, ze se u nich vyskytnou

mirnéj$i klinické projevy onemocnéni.

5.1 Télesné abnormality

Témer u 100 % jedinci s AS se projevuji urcité pohybové obtize. K nim
muzeme zatadit ataktickou chuzi, problémy s rovnovahou nebo naptiklad trhavé
pohyby a nemotornost. Vyskytnout se ale mohou i kifeCe v dolnich koncetinach
a hypotonie (Thibert et al., 2013). Podle Dagli et al. (2011) mlizeme v mensi mife
pozorovat také strnulou chiizi pfipominajici chtizi robota. Déale uvad¢ji, ze postiZzeni
jedinci maji Casto plochd chodidla vybocujici smérem ven. Popsdna byla také

svalova atrofie (Bevinetto and Kaye, 2014).
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Hladikova et al. (2012) uvade¢;ji jako dalsi projev tzv. ,,hand flapping* (mavani
rukama). Typické jsou rizné deformace prsti, napf. klinodaktylie, a s nimi spojena

porucha jemné motoriky (Kara et al., 2008).

Vyskytuji se také vyvojové vady mozku. Popsana byla mikrocefalie,
plagiocefalie, deformace dolni Celisti a Spatny rust zubu (Hladikova et al., 2012).
Na lebce nalézame plochy tyl a tylni drazku. Vyskytnout se mize jazyk vyénivajici
z ust. Postizeni jedinci maji problém se slinénim, polykanim a sdnim matetského

mléka (Bevinetto and Kaye, 2014).

Pro jedince s timto onemocnénim je typicka hypopigmentace pokozky a vlast
(Hladikova et al., 2012).

5.2 Poruchy reci

Prevazna c¢ast (okolo 85 %) postizenych jedincti neni schopna se verbalné
vyjadfovat, mala ¢ast (okolo 15 %) rozeznava pouze nckolik malo slov. Bézné
pouzivaji pouze né€kolik symbolickych gest a zvukid. Velka ¢ast jedinct uziva
k vyjadieni protestu, zadosti a za ucelem komunikace nesymbolicka gesta (kiik, plac,
zapas, trhavé pohyby, mavani rukama), kterym rodi¢e nerozumi (Hyppa et al., 2013).
V soucasné dob& se proto lékafi a rodiny pacient snazi realizovat rizné
komunika¢ni strategie, nadale vSak zustava zpusob komunikace s jedinci
postizenymi AS piedmétem dalSiho vyzkumu (Hyppa et al., 2013; Thibert et al.,
2013).

Poruchy feci jsou podle Peters et al. (2011) zptsobeny zménami V bilé hmoté
mozkové. Tyto zmény jsou pro AS charakteristické. Bila hmota je totiz tvofena
vlakny, znichz néktera jsou propojena s centrem fe¢i a centrem kognitivnich
a socidlnich schopnosti. Bylo prokazano, Ze porucha téchto center je spojena

pouze se zménami v bilé hmot¢ temporalniho laloku mozku.
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5.3 Typické chovani

Az ve 100 % ptipadii mizeme u postizenych jedinct pozorovat urcité typické
chovani. Konkrétn¢ se jedna o Casté zachvaty smichu, $tastnou naladu nebo naopak
vznétlivost ¢asto spojenou s trhavymi pohyby a mavanim rukou. BéZné se vyskytuje
I hyperaktivita (Bevinetto and Kaye, 2014; Thibert et al., 2013). Hladikova et al.

(2012) zminuji také neschopnost udrzet pozornost.

5.4 Epileptické zachvaty

Epilepsie je jednim ze spoleénych projevi AS a jeji cCetnost kolisa
od 80 do 95 %. Existuje tedy 5-20 % jedincu, u kterych se epilepsie nikdy neprojevi
(Thibert et al., 2013). Epilepsie se obvykle zac¢ina u déti objevovat relativné brzy.
Uvadi se, ze se tak déje jiz v prubéhu prvniho roku zivota, vétSinou ale dochazi
K prvnim vyskytim mezi prvnim a tfetim rokem Zivota (Dagli et al., 2011).
Hladikova et al. (2012) maji obdobny nazor a tvrdi, Ze se epilepsie poprvé objevuje
pfed dosaZenim trettho roku Zivota ditéte. Thibert et al. (2013) uvadégji,
ze se 50 % zachvatt prvné objevuje v prubéhu prvniho roku zivota a 75 % zachvatu
do tii let véku ditéte. Vendrame et al. (2012) povazuji za primérny vek pii prvnim
vyskytu epileptického zachvatu 22,3 meésice. Dale upozornuji, ze dilezitou roli
pii vyskytu pocatecnich epileptickych zachvati hraje horecka. Pisobi jako spoustéci
mechanizmus pocate¢niho zachvatu u vice nez jedné tfetiny postizenych. Mezi dalsi

spoustéci mechanizmy se fadi nemoc nebo tnava (Bevinetto and Kaye, 2014).

AS muze byt také doprovazen (pfestoze to neni piiliS Casté) zavaznymi
formami epilepsie zahrnujicimi Casté mnohonasobné nebo prodlouzené zachvaty.
Vazné formy epilepsie se Casto projevuji v raném détstvi a jejich pribéh se zmirfiuje
V puberté. S piibyvajicim vékem se ale dale jejich stav muze opét zhorsit (Thibert
etal., 2013).
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5.5 Abnormalni EEG

Epileptické zachvaty byvaji Casto spojeny s urCitymi zménami EEG (Dagli
et al., 2011). Bylo zjisténo, ze abnormalni EEG se odviji od véku. Centro-okcipitalni
(Obr. 6) a centro-temporalni delta viny se snizuji s vékem (Vendrame et al., 2012).
Abnormalni EEG se obvykle objevuje okolo druhého roku véku a mize predchazet
klinickym projeviim (Thibert et al., 2013). Mezi nejc¢astéji zjisténé abnormality EEG
patii stfidavé rytmické delta viny (83,5 %), interiktalni epileptiformni vyboje
(74,2 %), stiidavé rytmické theta viny (43,5 %) a pozd&jsi zpomaleni rytmu
(43,5 %). Nebyl zjistén vztah mezi specifickym EEG a konkrétnim typem
epileptického zachvatu. EEG muze slouzit k diagnostice AS. Analyza EEG
pred epileptickymi zachvaty miize pomoci ziskat dal$i poznatky o vzniku tohoto

onemocnéni (Vendrame et al., 2012).
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Obr. 6: Centro-okcipitalni delta viny typické pro Angelmaniiv syndrom
Zdroj: Vendrame et al. (2012)
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5.6 Porucha rytmu spanku a bdéni

U déti se Casto popisuje inverzni rytmus spanku a bdéni (Hladikova et al.,
2012). Déti se v noci Casto, i ve vy$Sim véku, budi a maji obecné snizenou potiebu
spanku (Tan et al., 2011). Vydrzi dlouhou dobu bez spanku a maji vyrazné kratsi
celkovou dobu spanku. Béhem spanku se déti Casto pomocuji, maji no¢ni mury,
byvaji namési¢né, chrapou a skiipou zuby. I béhem spanku mlzeme zpozorovat
trhavé pohyby typické pro toto onemocnéni a smich. Obtize se spankem se vyskytuji
obvykle jen v détstvi, ale jsou zaznamenany i piipady, kdy pfetrvaly
az do dospélosti. Pfi poruchach spanku byvd podavan melatonin, ktery umozni

upraveni rytmu spanku a bdéni a délky spanku (Angriman et al., 2015).
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6 KOMPLIKACE PRI NUTNOSTI HOSPITALIZACE

U déti s AS je Casto nutna hospitalizace, zejména kvili zédvazné formé
epilepsie. Krom¢ toho byvaji  hospitalizovany kvali  stomatologickym
a neurochirurgickym zakrokim, operacim oci nebo korekci skoliozy. Pii téchto
zakrocich je nutna anestezie, pii které dochazi k fadé komplikaci (Hladikova et al.,
2012). Komplikace hrozi, protoze pacienti s AS maji postizené B3 podjednotky
GABA A receptort, pies které normaln¢ anestezie pusobi na CNS. Jako vhodnéjsi
se proto jevi uziti inhala¢ni celkové anestezie, ktera pusobi na o (nikoliv (3)
podjednotky. Ty nejsou u AS postizeny (Bevinetto and Kaye, 2014). Vyskytnout
se mohou poruchy srde¢niho rytmu (Hladikova et al., 2012). Gardner et al. (2008)
zaznamenali u 12letého chlapce béhem operace chrupu bradykardii a u 9leté divky
béhem laparoskopie nejprve bradykardii, poté zménénou V asystolii. V obou
ptipadech se situace vratila k normalu. Autofi se domnivaji, Ze tyto poruchy mohou
souviset s prevahou vagalniho tonu. Obecné muzeme mezi faktory majici vliv
na anestezii zafadit epilepsii, pfevahu vagalniho tonu, poruchy syntézy a uvoliovani
GABA a periferni svalovou atrofii (Bujok and Knapik, 2004). Ramanathan et al.
(2008) uvadéji, Ze reakce na anestezii je nepfedvidatelnd a mize nésledovat delsi
doba zotaveni. Reakce na anestezii muze dale zahrnovat zmény krevniho tlaku,

arytmii, hypotenzi ¢i hypertenzi (Gardner et al., 2008).

Déti s AS obecné Spatné snaseji bolest a reakce na ni byva neptedvidatelna.
Slozity je také odhad stupné bolesti, jelikoZ postiZzeni jedinci maji $tastny vyraz

v obliceji i pfi velkych bolestech (Hladikova et al., 2012).
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7 DIAGNOSTIKA ANGELMANOVA SYNDROMU

Projevy AS byvaji velice subjektivni a nemusi vzdy odpovidat standardnim
projeviim onemocnéni, proto se obc¢as stava, Ze je namisto AS ur¢ena jina diagndza
(Tab. 1). Mezi odlisné diagnozy patii Mowat-Wilsoniv syndrom, Christiansoniv
syndrom nebo Rettiv syndrom. Angelmaniv syndrom miize byt napodobovan
I deficitem adenylosukcinat lyazy nebo methylentetrahydrofolat reduktazy
(MTHFR). Nékdy muze byt Angelmantv syndrom pomylen s détskou mozkovou
obrnou, Lennox-Gastautovym syndromem, statickou encefalopatii nebo Prader-

Williho syndromem (Panda et al., 2013).

Tab. 1: Odli$né diagnozy a jejich podobnost s Angelmanovym syndromem

Zdroj: Thibert et al. (2013) (upraveno)
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K potvrzeni diagnézy AS lze vyuzit FISH analyzu, analyzu metylace (Wilson
et al., 2012), PCR (Polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce)
nebo analyzu DNA polymorfizmu (Bevinetto and Kaye, 2014). Sahoo et al. (2007)
vyuzivaji CGH (comparative genomic hybridization; komparativni genomova
hybridizace) array test. Jako doplinkové vysetfeni muze byt uzita magneticka
rezonance (MRI) nebo pocitacova tomografie (CT) (Duca et al., 2013).

Pii testovani na AS je doporuceno fidit se nasledujicim postupem (Obr. 7).
Nejefektivnéjsi je zacit analyzou metylace. Pokud je metylace abnormalni, nasleduje
testovani FISH analyzou nebo CGH. Pokud je alesponn jeden z téchto testi
v normalu, provadi se dalsi testovani S cilem zjistit, zda je abnormalni metylace
zpiisobena paterndlni UPD nebo poruchou imprintingu. Pokud jsou vysledky FISH
analyzy nebo CGH abnormalni, pravdépodobné doslo k deleci. Pokud je test
metylace normalni, nasleduje testovani na pfitomnost mutace genu UBE3A. K tomu
se vyuziva napiiklad DNA sekvenovani. Pokud je toto testovani negativni (nedoslo
k mutaci genu UBE3A), stale se mize jednat o AS, pouze jesté nebyla identifikovana
pfi¢ina vzniku. Tito jedinci byvaji podrobeni dalsimu Iékaiskému vySetfeni

a genetickému testovani (http://angelman.org/?).
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Diagnostic Testing for AS

AS suspected;
obtain blood test for
DNA methylation

f

Methylation abnormal 3 mechanisms are possible:
test result m——]-  Chromosome deletion (15q11.2-13 deletion),
UPD or Imprinting defect

normal 1
FISHorCGH 4+ chromosome deletion
UBE3A gene testing study gl (seen in 70% of all with AS)
normal

+
LI ERPT T T e ey Paternal uniparental
disomy (UPD)

study

\l'
normal UBE3A mutation

AS unlikely but normal
still possible as ~10%
will be in this testing category
Imprinting defect is presumed
since a chromosome deletion
and UPD have been exculded

|

Molecular study of Imprinting Center
can determine if it has a deletion in it.

Obr. 7: Postup testovani pii podezieni na Angelmantv syndrom

Zdroj: http://www.angelman.org/

7.1 Chromozomalni analyza

Chromozomaélni analyza predstavuje zdkladni typ vySetfeni. SlouZzi
k identifikaci chromozomd a popisu zmén ve struktufe a poctu chromozomd.
Pii podezieni na AS se vyuziva predev§im GTG-banding (Giemsa banding)
— prouzkovani chromozomt, které se provadi zejména v metafazi. Principem
bandingu je specifické barveni chromatinu, kdy na chromozomu vznikaji odliSitelné

svétlé a tmavé prouzky (Neubert et al., 2013).
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7.2 Analyza metylace

DNA metylace je proces, pii kterém se metylova skupina vdze na vybrané
nukleotidové baze. Timto se v normalnich tkanich vytvaii relativné stabilni DNA
metylacni vzorec. Metylaci podléhaji cystinové baze v CpG (Cytosin-fosfat-Guanin)
dinukleotidech. Metylace nejsou v organizmu rozlozeny rovnomérné, nachazime je
jak v genech a jejich promotorech, tak i v intergenovych oblastech. DNA metylace
ma za nasledek umlcovani genl v disledku inhibovanych vazeb transkripénich
faktorii. Zmény metylace jsou spojovany s nddorovym bujenim a jinymi genetickymi
zménami, jako jsou mutace nebo chromozomalni aberace (Ludvikova et al., 2009).
Abnormalni metylace se objevuje u 80-90 % jedinct s AS (Margolis et al., 2015).
Analyza metylace se provadi metodou MS-PCR (Cali et al., 2010; Herman et al.,
1996).

7.3 CGH

CGH (komparativni genomovéa hybridizace) je molekularné cytogeneticka
metoda, kterd umoziuje provadet analyzu chromozomaélnich zmén v ramci celého
genomu. Sleduji se zmény v poctu kopii sekvenci mezi vySetfovanou a kontrolni
DNA. Kontrolni DNA slouZi ke zjiStovani zmén ve schopnosti hybridizovat. CGH
je zalozen na FISH analyze (Kallioniemi et al., 1992) a obvykle ji pfedchazi (Sahoo
et al., 2009).

Zékladem CGH je odebrani dvou vzorki DNA, znichz jeden
je zvySetiované tkan€¢ a druhy je zkontrolni (zdravé) tkané. Pii CGH
jsou vySetfovand DNA a kontrolni DNA hybridizovany s normélnimi chromozomy
Vv metafdzi. Hybridizovana kontrolni a vySetfovand DNA jsou znaceny odliSnou
fluorescenéni barvou - fluorochromem (kontrolni cervenou Cy5 (Cyanin 5)
a vySetfovana zelenou Cy3 (Cyanin 3)). Relativni mnozstvi vySetifované a kontrolni
DNA navéazané na normalni chromozomy je pak zméfeno a vyhodnoceno na zakladé
pomeru a intenzity zastoupeni Cervené a zelené fluorescence. Mista s vyssi nebo nizsi
intenzitou fluorescence znamenaji nadbyte¢né nebo naopak chybéjici sekvence

DNA. Pokud je zbarveni vSech chromozomu jednotné, nedoSlo pravdépodobné
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k Zadné zméné. Fluorescence je snimana specialni kamerou a vyhodnocovana

pocitacovym programem (Kallioniemi et al., 1992).

7.3.1 Array CGH

Vedle klasicktho CGH se nékdy vyuziva 1 array CGH (mikroCipova
komparativni genomova hybridizace) (Obr. 8). Na rozdil od klasické CGH jsou zde
vySetfovana DNA a kontrolni DNA hybridizovany s fragmenty DNA, jako jsou
oligonukleotidy, cDNAs, BACs, plazmidy nebo kosmidy (nikoliv chromozomy jako
u Kklasické CGH). V soucasné diagnostice ptevazuji BACs. Tyto fragmenty jsou
pfichyceny na DNA c¢ipu. VySetfovana a kontrolni DNA jsou znaceny odliSnou
barvou fluorescence. Po hybridizaci nasleduje vymyti navazanych sond. Vysledky
jsou vyhodnoceny specialnim pocitaovym programem. Array CGH slouzi k detekci
deleci a duplikaci (Bejjani and Shaffer, 2006).

deletion

control DNA { 7 )

000000 00000000
SRR

duplication

e

patient DNA o/

Obr. 8: Schématické znazornéni pribéhu array CGH

Zdroj: http://www.biologia.uniba.it/eca/

7.4 FISH analyza

FISH analyza u AS slouzi piedevsim k detekci bodt zlomu pii deleci (Sahoo

et al., 2007), ale vyuziva se i pfi detekci chromozomalnich abnormalit (Fotra et al.,
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2014). FISH je molekularn¢ cytogenetické vySetieni, které vyuziva fluorescencné
zna¢ené DNA sondy k detekci zmén na trovni genu nebo chromozomu (Fotra et al.,
2014). Obvykle se pouzivaji fluorescen¢ni barviva dvou typu, fluorescein
izothiokyanat (FITC, Zluté barvy) a tetra-methylrhodamin izothiokyanat (TRITC,
¢ervené barvy) (Raff and Schwanitz, 2001).

Pribéh FISH ma nékolik fazi. Vysetrovanda DNA musi byt nejprve
denaturovéna. Tim dochazi k rozpadu vodikovych mustki a z dvouvldknové DNA
se stava jednovlaknova. Denaturaci podléha i sonda. Nasleduje faze hybridizace,
kdy je fluorescenéné znacend sonda navazana na zakladé komplementarity bazi
na jednovlaknovou DNA. Faze hybridizace probiha nékolik hodin pii teploté 37 °C.
Sonda muze byt navazana k pouze ¢aste¢né homologni sekvenci DNA. Tyto hybridy
dale podléhaji ,,stringent washingu®, pfi kterém je sonda odstranéna z mist, K nimz
neni Gplné komplementarni. Chromozomy jsou obarveny a nakonec se provadi
vyhodnoceni pod fluorescenénim mikroskopem (Obr. 9). Tim se zjisti, kam se sonda
navazala a ziska se ptehled o poétu zmén a jejich umisténi (Raff and Schwanitz,
2001).

Obr. 9: FISH analyza jedince s Angelmanovym syndromem znazornujici genetické
zmény v genu UBE3A

Zdroj: http://cureangelman.net/
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V dnesni dobé se vyuzivd nckolika typi sond. Jednd se naptiklad
o centromerické DNA sondy, které hybridizuji s rozsahlymi repetitivnimi
sekvencemi centromerickych oblasti chromozomu. Jsou vyuzivany piedevSim
k detekci pocetnich odchylek chromozomii. Daéle existuji lokusové specifické DNA
sondy, které hybridizuji s jedine¢nymi sekvencemi DNA a vyuzivaji se pfedev§im
k identifikaci jednotlivych genti a nasledné pak k detekci zmén téchto gend, jako jsou
delece, duplikace, amplifikace nebo translokace. Tretim typem sond jsou
celochromozomové  DNA  sondy, které  hybridizuji s mnohacetnymi
chromozomovymi sekvencemi. Lze jimi oznacit cely chromozom. Tento typ sond
se vyuziva predevsim k detekci translokaci na mitotickych preparatech (Slaby et al.,
2014).

7.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je metoda, kterd umoziluje namnoZzeni (amplifikaci) konkrétni sekvence
DNA a ziskani jejiho dostatecného mnozstvi (az milionu kopii) za relativné kratky
Cas. Zakladem PCR je cyklické opakovani tii fazi; denaturace, hybridizace
(annealing) a elongace (Obr. 10). V kazdé jednotlivé fazi je zapotiebi specificka
teplota (Baumforth et al., 1999).

Nejprve je tieba ziskat vzorek DNA, a to naptiklad z tkané, periferni krve,
vlasi nebo nehtd. Extrakce DNA ze vzorku probiha v pufru spolené
s proteinazou K po dobu alespont 24 hodin. Timto dostaneme vysoce kvalitni DNA.
Po extrakci je proteinaza K inaktivovéna zahtatim na 95 °C po dobu 10 minut. Poté
je DNA vycisténa a centrifugovana ve vhodném médiu. Nasledné je DNA piidéna
do PCR zkumavky k reakénimu pufru, obsahujicimu dNTPs (deoxynukleotid
trifosfaty), jeden par primerd a Taq polymerazu a pro stabilizaci roztoku soli
(nejcastéji  hofeCnaté kationty). VSe promichame, centrifugujeme a umistime
do termocykleru. Pfi pocatecni denaturaci je DNA zahtata na 94 °C po dobu 5 minut,
kazda dalsi denaturace probiha po dobu 20—30 sekund. Denaturaci dochazi k rozpadu
vodikovych mustkd a z dvouvlaknové DNA se stava jednovldknova. Ve druhé fazi
(annealing) probihad zahiivani na teplotu 50—-60 °C po dobu 20—60 sekund. Pfitom

dochdzi k pfiseddni primerti ke komplementarnim bazim DNA z obou stran fetézci.
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Nasleduje faze elongace, béhem které se syntetizuji nové fetézce DNA pfi teploté
okolo 70 °C po dobu 30-60 sekund. Cely cyklus je opakovan 20—35x. Po posledni
elongaci se doporucuje zahtati na 95 °C po dobu 5 minut, aby se zajistila pevnost

vzniklych fetézctu (Baumforth et al., 1999).

Templatové

vlakno —_ / m ‘J‘r’l i V/ De?aturacg
‘ dvousroubovice
wmmmmwmrmm

T L g U

Nasedani primeru

*mmﬂmnmmrm‘mmmmrm~‘/ (annealing)

Primery Ly
‘*—-.*,‘ %’;
F gl 3

‘WWWWWWWW
] | | - il ‘4‘1 ULQ{-—JM"LLJ___LE__ Extenze primer
Volné ,/" ~ \ - [ SN / (elongace)
, # N | :

nukleotidy

Obr. 10: Jednotlivé faze PCR (denaturace, annealing a elongace)

Zdroj: http://www.chempoint.cz/

PCR probiha nejlépe, pokud se cilovéa sekvence DNA sklada ze 100—-1000 para
bazi. Produkt PCR je nutno pred dalSim pouzitim zkontrolovat. Kontrola se provadi

agarozovou gelovou elektroforézou (Baumforth et al., 1999).
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7.5.1 Real time PCR

Real time PCR je metoda, od klasické PCR odlisna tim, ze kombinuje
amplifikaci konkrétni sekvence DNA a detekci amplifikovaného produktu.
Vse probihd v uzaviené nadobé, a tim je zajiSténa ochrana pied kontaminaci.
Vyhodou real time PCR je, Ze se vysledky zaznamenavaji v prib¢hu celé amplifikace
DNA, ale i mensi Casovd ndroCnost, jelikoz provadime oba kroky zaroven.
Zaznamenavani vysledktl se provadi na zaklad¢ fluorescencni sondy, ktera se vaze
na amplifikovanou DNA (Cockerill, 2003). Real time PCR se pfi diagnostice AS
vyuzivé k detekci paterndlni uniparentalni dizomie a defekti imprintingového centra

(http://cureangelman.net/*).

7.5.2 MS-PCR

Metylacné specifickda PCR se vyuziva k analyze metylace specifickych CpG
vramci CpG ostrivki. Tato metoda je velmi citliva. Pfi MS-PCR  se vyuZivaji
primery, které jsou schopné rozliS§it metylovanou a  nemetylovanou DNA
nebo i bisulfitem modifikovanou a nemodifikovanou DNA. Metylovana
a nemetylovand DNA je amplifikovana a poté jsou produkty vyhodnoceny

elektroforézou v agar6zovém gelu (Herman et al., 1996).

7.6 Sekvenovani DNA

Bodové mutace genu UBE3A mohou byt detekovany pomoci metody analyzy
sekvence DNA (Cali et al., 2010). Sekvenovani DNA je oznaceni pro metodu,
Jiz se urcuje poradi nukleotidovych bazi v sekvenci DNA. Metody sekvenovani jsou
nasledujici: Sangerova metoda, Maxam-Gilbertova metoda, pyrosekvenovani

a sekvenovani jednotlivych molekul v redlném case (Fran¢a et al., 2002).

Sangerova metoda vyuziva DNA  polymerazy, primeru, dNTPs
(deoxynucleotide  triphosphates;  deoxynukleotid  trifosfaty) a  ddNTPs
(dideoxynucleotide triphosphates; dideoxynukleotid trifosfaty) (Fran¢a et al., 2002).
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Jedna se o proces podobny klasické PCR s tou vyjimkou, ze dNTPs jsou barveny
radioaktivnim nebo fluorescencnim primerem (Baumforth et al., 1999). Metoda
probiha ve ¢tyfech oddélenych zkumavkach, pficemz v kazdé znich je vzorek
templatové DNA, fluorescen¢né znaCeny primer, DNA polymeraza, téi dNTPs
(napt. dATP, dGTP, dTTP) a v kazdé zkumavce je jeden konkrétni ddNTP — ten,
ktery neni mezi dNTPs (zde tedy napi. ddCTP) (Fran¢a et al., 2002). V kazdé
zkumavce tak dochazi k terminaci reakce v pozici jiného typu nukleotidu. Princip
terminace je takovy, Ze se misto napt. dCTP zaéleni do komplementarniho fetézce
DNA ddCTP a proces elongace se zastavi, jelikoz ddCTP (na rozdil od dCTP) nema
OH skupinu, na kterou by se mohl pfipojit dalsi ANTP. Vysledkem je smés rizné
dlouhych sekvenci DNA, které zaCinaji primerem a konci specifickym ddNTP
(http://new.biologie.upol.cz/®). Po ukonceni reakci je vysledek vyhodnocen

elektroforézou na denaturaénim polyakrylamidovém gelu (Fran¢a et al., 2002).

Pii Maxam-Gilbertové metod¢é dochazi ke $tépeni koncovych fragmentd DNA
na polohach adeninu, guaninu, cytosinu a tyminu. Stdpeni probiha za piitomnosti
chemickych latek (restrikénich enzymi), které nejprve modifikuji baze, dale dochazi
k odstranéni modifikovanych bazi z cukru a zlomu fetézce DNA. Produkty téchto
Ctyf reakei jsou vyhodnoceny elektroforézou na polyakrylamidovém gelu (Franéa

et al., 2002). Tato metoda se vSak v soucasné dobé jiz nepouziva.

Pyrosekvenovani je relativné nova metoda sekvenovani. Sklada se ze ctyr
zakladnich  krok®: amplifikace DNA, rozStépeni dvouvldknové DNA
na jednovldknovou, Cisténi jednovlaknové DNA a hybridizace nukleotidi. Cilova
DNA musi byt nejprve amplifikovdna pomoci PCR metody a rozSt€pena
na jednovladknovou DNA. Po jejim wvycisténi dochazi k hybridizaci
oligonukleotidovych primerti na jednovldknovou DNA na zékladé komplementarity.
Jakmile jsou oligonukleotidy zabudovany, dochazi k uvolnovani pyrofosfatu (PPi)
a jeho pfipojovani k DNA. Pfitomny jsou i enzymy (napi. DNA polymeraza),
které katalyzuji reakci (Clarke, 2005).

Sekvenovani jednotlivych molekul DNA je nejnovéjsi metoda sekvenovani,
kterd zacala byt komeréné pouzivana v roce 2008. Byva nazyvana sekvenacni

metodou tfeti generace (Gupta, 2008). Hlavni vyhodou sekvenovani jednotlivych

molekul DNA je ¢asova nenaro¢nost a nepotiebnost amplifikovat cilovou sekvenci
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DNA (Pushkarev et al., 2009). Metoda je zalozena na detekci fluorescencné

zbarvenych nukleotidii vznikajicich v pribéhu syntézy (Gupta, 2008).

7.7 Magneticka rezonance (MRI) a pocitacova tomografie (CT)

Pomoci MRI/CT lze zjistit abnormality jako zvétSeni mozkové komory,
leukomalacii, atrofii mozku, abnormality bilé a Sedé hmoty mozkové, 1éze a dalsi
(Duca et al., 2013). Vedle klasické magnetické rezonance lze vyuzit i difuzni
tenzorové zobrazeni (DTI), které umoziuje rozpoznat zmény v bilé hmoté mozkove,
na zakladé¢ méfeni pohybu vody ve tkanich (Peters et al., 2011). Pomoci DTI
se standardn¢ vysetfuje mozek napiiklad pfi podezieni na Alzheimerovu nemoc

(Alexander et al., 2007).
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8 MOZNOSTI LECBY ANGELMANOVA SYNDROMU

Doposud neexistuje efektivni 1é€ba AS. Lze pouze zmiriiovat projevy

onemocnéni.

Gastrointestinalni problémy jsou zmirfiovany podavanim 1éki a dodrzovanim
vhodné diety. U jedinct s hypopigmentaci je nutno pokozku a o¢i vhodné chranit
(Margolis et al., 2015). Pro zmiriiovani epileptickych zachvatd se pacientovi podava
valproat sodny a pfi anémii Z nedostatku zeleza byva uzita krevni transfuze a oralni
podavani Zeleza spolu s vitaminem B12 a kyselinou listovou (Mane et Chatterjee,
2015).

Thibert et al. (2012) doporucuji pro 1é¢bu epileptickych zachvata
nizkoglykemickou dietu s vysokym podilem tukii, u které prokazali vysokou
ucinnost. Tuto 1écbu testovali na Sesti détech, z nichz u péti doslo po roce 1écby
K poklesu mnozstvi zachvati az o 90 %. Sami ovSem dodavaji, ze na zakladé
takto malého poc¢tu pozorovani nemohou jednoznaéné nic potvrdit. VEfi ale, ze v ni

tkvi potencial.

Bird et al. (2011) se pokouseli podavanim komplexu 1éka, zahrnujiciho
L-5-methyltetrahydrofolat, kreatin, betain a vitamin B12, sniZit produkci antisense
transkriptu a zvysit expresi genu UBE3A v maternalni alele. To mélo mit za nasledek
zmirnéni projevii AS. Zadny statisticky prokazatelny rozdil jim v8ak mezi kontrolni

skupinou a skupinou, které byly podavany tyto 1éky, nevysel.

Grieco et al. (2014) ptedpokladaji, Ze podavani minocyklinu mize u pacientl
zlepsit symptomy spojené s centralni nervovou soustavou a chovanim. Dokazuji to
testy provadéné na 25 détech, kterym byl minocyklin podéavan po dobu 8 tydnd.
U pacientt doslo ke zmirnéni zavaznosti projevii a zménam v kognitivnich funkcich
a adaptivnim chovani. Zakladni davkovani bylo stanoveno na 3 mg - kg™ - den™,
maximaln¢ vSak 200 mg denné. Latka byla podavana dvakrat denné peroralné
ve formé¢ 50 mg tobolek. U 3 z25 jedinct, kterym bylo podavano 200 mg
minocyklinu denné, se vyskytly obtize ve formé letargie a zavrati. PO sniZeni

davkovani na 100 mg denné potiZe ustaly.

Nadéji na 1é¢bu piedstavuji topoizomerazy I. téidy, irinotecan a topotecan. Ob¢

latky se pouzivaji pfi 1é¢bé rakoviny. U pacienti s AS mohou pozitivné regulovat
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paternalni UBE3A a zpuisobovat opétovnou expresi tohoto genu z paternalni alely,
kterd je pfi poruSe imprintingu potlatena. Tim by mohly byt léceny symptomy
spojené s AS. Leps$iho ucinku dosahuje topotecan, jehoz ucinnost je az 20x veétsi
nez u irinotecanu. Dalsi vyhodou topotecanu je, Ze se neuklada v organismu,

ale je rychle odbouravan v mozku (Huang et al., 2012).

Genové inzenyrstvi také predstavuje nadéji na 1é¢bu. Tu by umoznily proteiny
specificky vazané v DNA, mezi které patii C,H, zinkové prsty, TALES (transcription
activator-like effectors), nebo CRISPR (clustered regularly interspaced short
palindromic repeat) systémy, které dohromady tvoii tzv. ATFs (artificial
transcription factors; umélé transkripéni faktory). Tyto faktory by byly nastaveny
tak, aby aktivovaly nebo potlacovaly expresi konkrétniho genu. Timto zpisobem
by bylo mozné znovu zaktivovat expresi genu UBE3A z paternalni alely, ktera je

pii poruse imprintingu potlacena (Bailus et Segal, 2014).

V soucasné dobé probihd testovani nového I1éku s nazvem AGIL-AS. Lék
vynalezla biotechnologickd spolecnost Agilis Biotherapeutics. Tato spolec¢nost
se specializuje na vyvoj DNA terapeutik pro vzdcnd onemocnéni postihujici
nervovou soustavu. Podle piedpokladid by 1ék mél mit schopnost opravit defekty

UBE3A, a tim odstranit deficity v nervové soustavé jedinci s timto onemocnénim
(Cook, 2015).
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9 ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo zpracovat literarni piehled zabyvajici se
Angelmanovym syndromem, vzicnym geneticky podminénym onemocnénim.
V této praci byly shrnuty dosavadni poznatky tykajici se historie, etiologie, klinické

manifestace, diagnostiky a 1écby.

Ptestoze je znamo velké mnozstvi poznatkii ohledné tohoto onemocnéni, stale
pretrvavaji nckteré nejasnosti. Dosud byly objeveny cCtyfi mechanizmy vzniku
Angelmanova syndromu, piesto existuji pacienti s fenotypem tohoto onemocnéni
sdosud nezjisténou pricinou jeho vzniku. Stejné tak nejsou znamy piesné
mechanizmy toho, jakym zplUsobem vede snizeni hladiny exprese UBE3A
k Angelmanovu syndromu. Prozatim neni znama 0U¢inna komplexni 1é¢ba tohoto

onemocnéni.

Pro ziskani chybéjicich informaci je nutny dal$i vyzkum. Ten probiha
Vv soucasné dobé hned v n€kolika oblastech. Pfedné se soustfedi na objasnéni dalSiho
mechanizmu vzniku Angelmanova syndromu, prozatim vSak neuspéSné. DalSim
pfedmétem studii je mechanizmus fungovani imprintingového centra. Oc¢ekava se,
ze lepsi porozuméni pochodiim uvniti tohoto centra by mohlo napomoci objeveni
ucinné 1écby. Vyzkum se dale vénuje moznostem 1é¢by. Soustfedi se predevsim
na napravu mutaci a dalSich defektti v UBE3A s cilem zleps$it stav nervové soustavy.
V neposledni fad¢ je tfeba vyvijet a zlepSovat metody komunikace s postizenymi
jedinci.

Velice dulezité je vCasné a piesné stanoveni diagnozy, z dostupnych dat
vSak vyplyva, ze je diagnostika tohoto onemocnéni velmi slozitd. Je nutno provést
celou fadu diagnostickych metod a ani tak nemusi byt diagnéza Angelmanova

syndromu stoprocentné potvrzena.

Na zavér je tfeba zminit jednu lehce pozitivni zpravu. Na rozdil od mnoha
dalSich geneticky podminénych onemocnéni ziistdva pacientlv stav a jeho zavaznost

konstantni po cely jeho zivot (tj. nezhorSuje se).

V ptipadé¢ zajmu o dal$i informace tykajici se Angelmanova syndromu
je mozno navstivit nejruznéjs$i webové stranky zabyvajici se touto problematikou.

Mezi nejkomplexnéji zpracované webové stranky patii http://www.angelman.org/,
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z ¢eskych potom http://angelman.cz/. Za zhlédnuti urcité stoji i facebookova stranka
obCanského sdruzeni ANGELMAN.CZ. Zde lze nalézt informace o novych
publikacich, kampanich na podporu déti postizenych geneticky podminénymi
chorobami nebo informace o moznostech setkani rodicu déti s Angelmanovym

syndromem.
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13 SEZNAM ZKRATEK

AS
ATFs
ATP10C

BACs

BP
cDNAs
CGH

CNS
CpG
CRISPR

CT
DNA
dNTP
ddNTP
DTI
E6GAP
EEG
FISH

GABA A receptor

MAGEL2
Mb

MRI

PPi

PCR

Angelman syndrome; Angelmaniiv syndrom

artificial transription factors; umélé transkripéni faktory
gene encoding an aminophospholipid-transporting ATPase;
gen pro ATPézu transportujici aminofosfolipidy

bacterial artificial chromosomes; um¢lé bakterialni
chromozomy

breakpoints; breakpointy; zlomové body

complementary DNA; komplementarni DNA

comparative genome hybridization; komparativni genomova
hybridizace

central nervous systém; centralni nervova soustava
Cytosin-phosphate-guanin; cytosin-fosfat-Guanin

clustered regularly interspaced short palindromic repeat;
seskupené pravidelné nahusténé kratké palindromické repetice
computed tomography; pocitacova tomografie
deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina
deoxynucleotide triphosphate; deoxynukleotid trifosfat
dideoxynucleotide triphosphate; dideoxynukletid trifosfat
diffusion tensor imaging; difuzni tenzorové zobrazeni

E6 associated protein; protein spojeny s UBE3A
electroencephalogram; elektroencefalogram

fluorescence in situ hybridization; fluorescenéni in situ
hybridizace

receptor, its ligand is y-aminobutyric acid; receptor, jehoz
ligandem je kyselina gama-aminomaselna

melanoma associated antigen, family L2

megabase; megabaze

magnetic resonance imaging; magneticka rezonance
pyrophosphate; pyrofosfat

polymerase chain reaction; polymerazova fetézova reakce
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https://en.wikipedia.org/wiki/%CE%93-aminobutyric_acid

SNRPN

TALES
UBE3A
UPD

Zfp 127

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N; gen kodujici
jeden polypeptid z malého jaderného ribonukleoproteinového
komplexu

transcription activator-like effectors

ubiquitin protein ligase E3A; gen pro ubikvitin ligdzu E3A
uniparental disomy; uniparentalni dizomie

zinc finger protein 127; zinkovy prst 127
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