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Anotace

Mobilni elementy (ME) jsou pohyblivé prvky, které tvoti ptiblizné 50 % lidského genomu.
Vétsina téchto prvkl vsak ztratila svou schopnost transpozice a pfevzala rizné funkce v
genomu, napiiklad regulaci exprese hostitelskych gent, diky jejich hojnosti CpG ostravki,
vazebnych mist pro transkripéni faktory a dalSich regulacnich sekvenci. U specifickych rodin
ME bylo zjisténo, ze jsou hojnéjsi a objevuji se ve vétsim mnozstvi pobliz genli spojenych s
poruchami autistického spektra (PAS), coz naznacuje genomickou a potencidlné regulacni
nestabilitu u jedinc s PAS. V této studii jsme pouzili vefejné dostupnd data z hromadného
sekvenovani RNA (bulk RNA-seq) k objasnéni urcitych mechanismii souvisejicich s kontrolou
epigenetickych modifikaci ME a jejich u€inky na exprese genti. Kromé toho jsme se pokusili
identifikovat, pokud mozno, rodiny transpozont, které¢ jsou hojné zastoupeny pobliz genii
spojenych s PAS. Nakonec jsme zkoumali funkéni homogenitu gent s odliSnou expresi
(Differentially expressed genes — DEGs) u pacientii s PAS pomoci analyzy ve statistickém
programu Webgetalt.

Klicova slova

poruchy autististického spektra; transpozony; retrotranspozony; Webgestalt; diferencialné
exprimované geny

Annotation

Transposable Elements (TEs) are mobile elements making up approximately 50 % of the human
genome. Most of these elements however lost their transposition capacities and assumed
different functions in the genome, such as host gene expression regulation, due to their abundant
CpG and transcription factor binding sites, among other regulatory sequences. Specific TE
families have been found to be more abundant and appear in larger quantities close to genes
implicated in autism spectrum disorder (ASD), implying genomic and potentially regulatory
instability in individuals with ASD. In this study, we used publicly available bulk RNA-seq
data to elucidate certain mechanisms related to the control of epigenetic modifications of TEs
and their effects on gene expression. Additionally, we aimed to identify which, if any, TE
families are enriched near the ASD-implicated genes. Finally, we explored the functional
homogeneity of the differently expressed genes (DEGs) in ASD patients by employing gene
ontology and pathway enrichment analysis.

Keywords

autism spectrum disorder; transposable elements; retrotransposons; Webgestalt; differentially
expressed genes
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Seznam pouzitych zkratek

PAS — Poruchy autistického spektra

DEG - Diferencialné exprimované gen/y

ME — Mobilni Elementy

SNP — Jednonukleotidovy polymorfismus

SNV — Jednonukleotidova varianta

CNV — Variabilita poctu kopii

CNVs — Varianty poctu kopii

TSS — Startovni misto transkripce

DSM-5 — Pata revize diagnostického a statistického manualu duSevnich poruch
ICD/MKN — Mezindrodni klasifikace nemoci

CNS — Centralni nervovy systém

DEA - Analyza diferencidlni genové exprese

ORA — Analyza nadmérného zastoupeni

GSEA - Analyza obohaceni sady gent

DAG — Dirrected acyclic graph

CpG - Cytosin-fosfat-Guanin

EWAS — Asocia¢ni studie na urovni celého epigenomu

GWAS — Asociacni studie na trovni celého genomu



1 Uvob

Od prvni definice autismu Lea Kannera v roce 1943 a popisu ,,autistické psychopatie détstvi”
od Hanse Aspergera o rok pozdé&ji, se diagndza a porozuméni této zdhadné a fascinujici poruse
vyrazné zménilo. Z puvodni Kannerovy definice autismu, coby détské psychozy, pies slavnou
teorii ,,chladnicky matky” Bruna Bettelheima (ktera obvinovala chovani matek k détem z
vyvoje autismu) se postupem c¢asu stala soucasnou definici autismu nasledujici véta: etiologicky
a klinicky heterogenni skupina neurobiologickych a dédi¢nych poruch klasifikovanych jakoZzto
poruchy autistického spektra (PAS).

Podle Svétove zdravotnické organizace se dnes 1 z 100 déti potyka s poruchami autistického
spektra a asi 11-33 % dospélych s PAS komunikuje pouze pomoci jednoduchych frazi a
vyzaduje podstatnou podporu (Lord et. al., 2018). Diagnostické a terapeutické opatieni pro PAS
jsou v8ak omezené, prestoze soucasnd diagnoza je tvotfena pokrocCilymi technikami, coby
screeningovymi nastroji, technologickymi néstroji a neurologickymi technikami (Tanu a
Kakkar, 2019). Nékteré studie navrhuji postup celogenomového sekvenovani a nasledného
»genetické poradenstvi” u pacientil s autismem, z divodu silné dédi¢nosti, s mirou shody 70—
90 %, jak ukazaly mnohé studie na dvojcatech (Rosenberg et al., 2009; Wisniowiecka-
Kowalnik a Nowakowska, 2019). Hlavni komplikaci tohoto postupu vSak je, Ze porozuméni
genetické podstaty autismu je stale z velké Casti nejasné (Jiang et al., 2014).

PAS byl v minulosti studovan na tirovni genomu, transkriptomu i metylomu, ale i pies vSechny
podobneé studie, geneticka podstata PAS ziistava prevazné zéhadou. Je tedy Cas se podivat jinym
smérem? Pokusit se ujmout PAS jinak? Soucasné studie se jiz diive zaméfovaly na
epigenetickou podstatu autismu, co vSak vétSina z nich piehliZela, byla potencialné silna role
mobilnich elementl v dysregulaci transkripce genti u autistickych pacienti.

Tuto studii jsme tedy strukturovali pro potencidlni osvétleni patogeneze autismu z hlediska
reglua¢ni funkce urcitych mobilnich elementl. Danou studii jsme postavili na dvou faktech ze
dvou na sob¢ nezavislych studii:

1) Transpozony byly nalezeny ve vétSich mnozZstvich pobliZz gen spojenych s poruchami
autistického spektra (PAS) — Williams et al., 2013

2) Expresi geni mohou transpozony ovliviiovat, pokud jsou umisténé maximalné 500 kb
(kilobézi) od promoterti — Pulver et al., 2023

Faktory, které propojuji PAS s mobilnimi elementy jsou mnohé (viz. Kapitoly 2.1 a 2.2), ale
tyto dvé tvrzeni jsou pro nasi studii skute¢né stézejni.

Jsou tedy mobilni elementy alespon ¢astecné odpovédné za patogenezi PAS?



2 TEORETICKY UVOD

2.1 PAS

PAS (Poruchy Autistického Spektra) jsou klasifikovany jakoZzto relativné bézné a vysoce
heterogenni vyvojové poruchy, postihujici jedince po celou dobu jeho Zivota. Dnes se pro PAS
(anglicky ASD — autism spectrum disorder) setkdvame s pojmy pervazivni vyvojové poruchy
(anglicky pervasive developmental disorders) ¢i souhrnné autismus (anglicky autism); tyto
pojmy se pouzivaji jako synonyma. Od plvodni kodifikace slova ,,autismus”, jak ho zname
dnes, Leem Kannerem, se jeho diagndza Castokrat zménila. Velky vyznam na historii autismu
mél tzv. psychoanalyticky proud Sedesatych let dvacatého stoleti, ktery obvinoval chladné
chovani rodi¢li, zejména matek (z této doby pochazi pojem ,matka lednicka” Margaret
Mabhlerové), z patogeneze autismu. Psychoanalyticky smér tudiz vytvofil socidlni stigma, jehoZ
vymyceni trvalo dlouhou dobu (Thorova, 2006).

Dnes na autismus pohlizime spiSe z pohledu spektra, kdy kazdy pacient miize mit individudlni
specificitu symptomt. Podle Svétové zdravotnické organizace se dnes 1 z 100 déti potyka s
poruchami autistického spektra, a jelikoz autismus mtize pretrvavat do dospélosti, asi 11-33 %
dospélych s PAS komunikuje pouze pomoci jednoduchych frazi a vyzaduje podstatnou podporu
(Lord et. al., 2018). Pro rodi¢e déti s autismem a samotné pacienty piedstavuje diagnoza
autismu velkou zatéz, Castokrat rezultujici v pfehodnoceni hodnot a celkové reorganizaci zivota
(Mejsnarova, 2016; Attfield & Morgan, 2007).

Nize jsou tedy popsany dnes$ni diagnostické a terapeutistické procesy a mozné pfiistupy k
vysvétleni patogeneze autismu (Geneticky a imunologicky) spole¢né se samotnou klasifikaci
PAS za pomoci diagnostického manualu DSM-5 vydaného Americkou psychologickou
spolecnosti (APA — American Psychological Association).

2.1.1 Klasifikace PAS dle DSM-5

Klasifikace autismu se muze lisit dle diagnostickych manuali pouzivanych v jinych statech.
Globaln¢ dva nejpouzivangjsi diagnostické manualy jsou: ICD (International Classification of
Diseases), neboli MKN (mezinarodni klasifikace nemoci) pouzivané v Ceské republice, a DSM
(Diagnostic and statistical manual of mental disorders). Znaméj$i a vhodné;si klasifikace
autismu pro Ucely nas$i studie je DSM. Pata revize diagnostického a statistického manualu
(DSM-5), je nejnovejsi verze manudlu DSM publikované Americkou psychologickou
spolecnosti, pouzivana zejména ve Spojenych statech americkych (Mejsnarova, 2016).

Autismus je v DSM-5 zatazen do tzv. neurovyvojovych poruch a jeho fazeni se dale nedéli na
drobnéjsi diagndzy, jako je napiiklad Aspergertiv Syndrom ¢i détsky autismus. DSM-5 se tedy
explicitné zaméfuje na naturu autismu, jakozto spektra (Lai et al., 2013). Jeho diagnoza je
zalozena na dvou zékladnich kritériich (Obrazek 1), a to konkrétnég:



Kritérium A

Kritérium B

a) NarusSeni socialni interakce a komunikace
b) Repetitivni a silné vymezené chovani v ramci zajmu a aktivit

Tato dvé zékladni kritéria jsou nasledné doplnény individualnimi symptomy (Obrdzek 1), mezi
které¢ mtize patfit specificka jazykova troven ¢i jiné komorbidni syndromy, jako naptiklad
ADHD.

V

Naruseni socidlné emocni reciprocity

1. Jazykova aroven

Naruseni neverbéini komunikace

Repetitivni motorické pohybi/fec

3. Symptomy v mladém véku

Netistupné trvani na rutiné/ritualech

Naruseni schopnosti navazat vzdjemné vztahy [Z- Intelektualni a adaptivni fungovani

. e 4. Komorbidni symptomy
Silné vymezené/upinavé zijmy

ZvySena/snizena senzoricka citlivost [5 Jind onemocnéni

Obrazek 1: Vytvotreno dle Grzadzinski ef al. (2013). Ukazuje dvé hlavni kritéria a s nimi asociované rysy (nalevo)
a individualni symptomy typické pro pacienty s PAS (napravo).

Na zéklad¢ severity téchto kritérii se PAS fadi do tii rovni zavaznosti, které jsou v manualu
podrobné popsany.

Jedinec s prvnim stupném zavaznosti: ,,vyZadujici podporu”, ma deficity v socialni komunikaci,
které nemusi byt nutné znatelné pro normalniho pozorovatele. Dokaze se verbaln¢ vyjadtovat,
ale iniciace konverzace mu déld znatelné potize. Neverbalni komunikace je zpravidla na
primitivnéj$i urovni. MlzZe byt velice neflexibilni z hlediska zmén aktivit a mit problémy s
organizaci a nezavislém planovani (Mejsnarova, 2016).

Jedinec s druhym stupném zévaznosti ,,vyzadujici znaénou podporu”, se vyznacuje znatelnymi
deficity v socidlni komunikaci, jak verbalni, tak neverbalni. Verbalni komunikace se zpravidla
pohybuje ve form¢ jednoduchych vét. Jedinec je z hlediska adaptace osobnostné nepruzny a
jeho repetitivni chovani je zjevné, 1 pro normalniho pozorovatele (Mejsnarova, 2016).

Pod nejzévaznéj$im a tfetim stupném, ,,vyzadujici zna¢nou podporu”, rozumime jedince se
zavaznymi nedostatky ve verbalni a neverbalni komunikaci. Jedinec obvykle iniciuje socialni
kontakt pouze za Gcelem naplnéni svych potieb. Jeho chovani je zpravidla neménné a zména
¢innosti pro néj predstavuje zna¢né problémy (Mejsnarova, 2016).

DSM-5 obecné zastituje vnimani autismu jakoZto spektra. Nase studie byla konstruovana s
paméti praveé na tuto vysokou variabilitu v chovéani a symptomt pacientii s PAS a pokusila se
vysvétlit jejich patogenezi na zékladé¢ tohoto faktoru.
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2.1.2 Geneticky podklad PAS

Dnesni pochopeni patogeneze autismu je z velké ¢asti zalozené na jeho genetickém podkladu,
z ditvodu jeho silné dédi¢nosti, s mirou shody 70-90 %, jak ukézaly mnohé studie na dvoj€atech
(Rosenberg et al., 2009; Wisniowiecka-Kowalnik & Nowakowska, 2019). Genetické
pochopeni autismu je z velké ¢asti zaloZzeno na studiich zaméfujicich se na jednonukleotidové
polymorfismy a varianty (SNP — single nucleotide polymorphism; SNV — single nucleotide
variant), variability poctu kopii (CNV — copy number variation) a cytogenetické abnormality.
S timto pfistupem byly jiz stovky genii spojeny s PAS, jak dokazuje databdze SFARI (SFARI
Gene); vefejné dostupna databaze obsahujici 1153 genl spojenych s PAS, z nichz 288 bylo
klasifikovano jako syndromické. V poslednich letech doslo také k posunu vyzkumu autismu
smérem k epigenetickému pfistupu, se studiemi zamétujici se pfedevsim na Grovné metylace
(Ziegler et al., 2009; Nagarajan, 2006) a hydroxymetylace (Zhubi et al., 2014) na
dinukleotidech CpG: nukleotidovych sekvencich cytosin-fosfat-guanin, kdy je metylaci
postihovan téméf vyhradné cytosin. Nékteré studie dokonce provadéji analyzy metylomu na
urovni celého genomu (Wong et al., 2014).

2.1.2.1 Typické genotypy pro pacienty s PAS

Zmény v sekvenci DNA mohou byt u pacientli s PAS velmi rozmanité. Do téchto zmén typicky
zaCleniujeme vSe od jednonukleotidovych (SNP a SNV) ¢i zmén v poctu opakovani gent
(CNV), az po de novo genovych variant nebo alteracich v po¢tu chromozomil. Samotna
patogeneze autismu je silné multifaktoridlni a vSechny vySe zminéné zmény mohou
spolupracovat na vytvoreni autistického fenotypu (Kereszturi, 2023) (Obrazek 2). Nize jsou
tyto zmény rozvedeny do vétsi hloubky spole¢né s jejich propojenim s PAS.

Vzacné genové varianty
Genové varianty de novo

e  Béiné genové varianty
Dédi¢né genové varianty

Obrazek 2: Upraveno dle Dias & Walsh (2020).
Geneticky podklad l Ukazuje, jak pochopeni genového podkladu PAS,

muze objasnit biologické procesy implikované v
jeho patogenezi. Vzhledem k riznorodosti

. Neurdlni komunikace ‘ genetického podkladu, je tedy nutné jeho dalsi
‘ *  Regulace Genové exprese pOdrObneJS] studie.

Molekularni biologie =

* Komorbidni onemocnéni
* Vyvojové vady
¢ Efc.

Behavioralni fenotyp
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Jednonukleotidové varianty (SNV), jsou variace v jednom nukleotidu DNA, kter¢, na rozdil od
jednonukleotidovych polymorfismti (SNP), nejsou vazané na prevalenci v urcité populaci (pro
SNP, musi byt prevalence zmén v populaci vyssi nez 1 %) (Havdahl et al., 2021). Pokrok v
oblasti genového sekvenovani umoznil tvorbu novych studii, jako jsou celogenomové asociacni
studie (GWAS — Genome Wide Association Study), které vyrazné zlepsily jejich identifikaci.
Dnes je s autismem spojeno velké mnozstvi SNV, na zakladé, kterych byly vytvofeny Cetné
internetové databaze riiznych SNV a gentll asociovanych s autismem (Tabulka 1). Mnoho studii
zabyvajicich se analyzou SNV v autismu konstatovalo zna¢nou genovou heterogenitu, ktera
dale potvrzuje multifaktoridlni naturu autismu (Guo et al., 2019; Kereszturi, 2023).

Tabulka 1: Ukazuje piiklady databazi SNV asociovanych s autismem.

VariCarta https://varicarta.msl.ubc.ca/index

SFARIgene https://gene.sfari.org/

AutDB http://autism.mindspec.org/autdb/Welcome.do
ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

Variabilitu poc¢tu kopii (CNV — Copy Number Variation) miizeme definovat jakozto jev, pfi
kterém jsou sekvence genomu opakovany a jejichZ pocet opakovani se 1i§i mezi jedinci stejného
druhu (Pos et al., 2021). Mezi chromozomové aberace zpusobujici tento jev, mizeme zminit
zejména delece, duplikace a translokace, jejichz vysledné genotypy hromadné pojmenovavame
Varianty v poctu kopii (CNVs — Copy Number Variations). Varianty v poctu kopii reprezentu;ji
asi 5-10 % genomu, z kterého 1 % jsou tzv ,,vzacné” varianty. A pravé tyto vzacné varianty
mohou byt klicové k patogenezi mnohych neurovyvojovych poruch, véetné¢ autismu (Thapar &
Cooper, 2013). Mnoho ,,vzacnych” deleci a duplikaci bylo jiz asociovano s autismem. Nedavné
studie také poukazuji na oblasti chromozomil s CN'Vs specifické pro PAS, jako naptiklad ¢asti
dlouhého ramene na chromozomech 1, 7, 15 a 22 (Vicari et al., 2019). Interpretace jejich
presnych efekt v PAS, vSak ziistava pifevazné neznamou.

Chromozomové alterace spojené s autistickym chovanim jsou mnohé. Napiiklad jedinec s
trisomii 21 neboli Downovym syndromem, ma 40x vétsi Sanci vyvinu autismu nezli normalni
jedinec (Oxelgren et al., 2016). Autistické chovani se miiZze se zvySenou prevalenci projevit
také u lidi s Klinefelterovym syndromem (nadbyte¢nd kopie chromozomu X) nebo
Jacobsenovym syndromem (¢astecnd delece dlouhého ramene na chromozomu 11) (Cordeiro
et al., 2012; Kereszturi, 2023). Chromozomov¢ alterace mohou tedy byt povazovany za jedny
z ptispivajicich faktori patogeneze PAS.

Mezi vySe zminénymi genovymi variantami dale rozliSujeme de novo mutace a dédi¢né
varianty. Varianty de novo jsou zpravidla vysledkem mutace v gametach ¢i v pribchu

ey ee

tyto varianty maji znac¢ny efekt na patogenezi autismu (Kereszturi, 2023).

2.1.2.2 Epigenetické a transkriptomické studie PAS

Genova exprese hraje mnohdy kli¢ovou roli v dekédovani funkénich konsekvenci genti, které
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nasledn¢ vedou k patogenezi urcitého onemocnéni, v nasem piipadé¢ PAS. Diky vyvoji
sekvenacnich technologii, se pochopeni PAS na trovni transkriptomu vyrazné zlepsilo. Mnohé
studie se v minulosti zabyvaly analyzou diferencidlné exprimovanych genti (DEG), tzn. genti s
liSici se expresi mezi pacienty s PAS a zdravymi jedinci, ve vzorcich krve a ve vzorcich
mozkové tkang, ziskané post-mortem (Havdahl ef al., 2021). Pozorované rozdily v expresi,
mohou byt zapfi¢inéné dysfunkci urcitych epigenetickych mechanismi, které ji reguluji
(Schiele & Domschke, 2016). Epigenetika a transkriptomika mohou tudiz byt v patogenezi PAS
blize spojené discipliny.

Transkriptomické studie zabyvajici se vzorky krve odhalily velké mnozstvi DEG, u kterych ale
neni mozné s naprostou jistotou urcit kauzalitu s patogenezi PAS, jelikoz tyto vysledky nejsou
pfimo reprezentativni transkripénich mechanismi v mozku. Z tohoto divodu byl rozvoj pouziti
technologii pro sekvenaci RNA (bulk RNA-seq, single cell RNA-seq) pro analyzu vzorki z
autistickych mozkovych tkani klicovy pro dekdédovani téchto mechanismu. Studie vyuzivajici
RNA-seq nasly, krom¢ velkého mnoZstvi dysregulovanych drah sovisejici s mozkovou
¢innosti, asociaci s dysregulaci enhancerové RNA, jez déale podporuje moznou roli
epigenetickych modifikaci v patogenezi autismu (Havdahl et al., 2021).

Epigenetické modifikace jsou siln¢ asociované s patogenezi autismu. Naptiklad, studie od
Duffney et al. (2018), porovnala rizné databaze genii asociovanych s PAS a konstatovala, ze
ze zkoumanych 215 gent implikovanych v PAS, bylo 42 pfimo zapojenych do epigenetickych
modifikaci upravujicich genovou expresi. Nejvice studovanou epigenetickou modifikaci ve
spojeni s autismem je metylace: zavedeni methyové (-CH.) ke konkrétni aminokyseliné ¢i bazi
nukleotidu (obvykla cytosinu — formace 5-methylcytosinu) v DNA. Metylace, spolecné s
ostatnimi epigenetickymi mechanismy, umoziiuje environmentdlnim faktorim modulovat
vysledny fenotyp jedince alteraci genové exprese, jinych regulacnich elementi ¢i struktury
chromatinu. V souvislosti s PAS, byla metylace v mozkové tkani studovana pomoci asociacnich
studii na trovni celého epigenomu (Epigenome Wide Association Study — EWAS), které
identifikovaly velké mnozstvi diferencidlné methylovanych pozic , které mohou byt potencialné
kauzalni pro rozvoj PAS. Vysledky nékterych studii poukazuji také na vliv imunitni aktivace
na epigenetické modifikace v souvislosti s PAS, pfesnéji pii t€hotenstvi. Materndlni imunitni
aktivace predstavuje jednu z hlavnich podeziivanych slozek patogeneze autismu a vysledky
téchto studii navrhuji, Ze mize zapficinit epigenetické zmény, které mohou vést k patogenezi
PAS (Havdahl et al., 2021; Wisniowiecka-Kowalnik & Nowakowska, 2019).
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Obrazek 3: Prevzat z Creative biomart (cerativebiomart.net). Ukazuje metylaci DNA v eukaryotach na bazich
cytozinu (mistech CpG).

Epigenetické modifikace mohou mit zna¢ny vliv na rozvoj autismu, ale vzhledem k jejich
komplexité, zistavaji z velké ¢asti nevysvétlené. Z tohoto ditvodu jsme se nasi studii rozhodli
strukturovat okolo osvétleni téchto modifikaci s diirazem na roli Mobilnich Elementii (ME)
(viz. kapitola 2.2).

2.1.3 Imunologicky podklad PAS

Imunitni systém je tvofen z komplikované sit¢ chemickych a bunéénych komponent, od
bunécénych receptorti az po samotné inflamatorni molekuly. PAS je jiz dlouhou dobu asociovan
s dysfunk¢ni imunitni aktivaci a zvySenou inflamaci. Pfedev§im maternalni imunitni aktivace
(MIA) byla s autismem asociovana jakoZto rizikovy faktor, jehoZ role v rozvoji PAS je
podpoiena studiem zvitecich modeld (Hughes et al., 2023, Careaga ef al., 2017). S autismem
je extenzivné propojena zejména dysfunkce nespecifické (vrozené) imunity, specificky
dysregulace cytokinti a v jejich dasledku i neuroinflamace.

2.1.3.1 Cytokiny

Cytokiny tvoii kli¢ovou skupinu signdlnich peptidi zprostiedkovavajicich imunitni odpoved.
Krom¢ jejich imunitni funkce ptedstavuji nezbytnou soucast neurovyvoje, jelikoz jejich
receptory jsou exprimovany na neuronech. Cytokiny napfiklad reguluji formaci synapsi nebo
apoptozu bunek v centralnim nervovém systému (CNS).

U pacientd s PAS byla opakovang zjiSténa zvySena exprese cytokinii v CNS, konkrétné zvysena
necrosis factor = faktor nekrotizujici nadory), IL-1fB (Interleukin-1f), a IL-6 (Interleukin-6).
Exprese zminénych cytokinll byvé vyrazné zvySena u dospélych i détskych pacientil s autismem
v porovnani se zdravymi kontrolami (Emanuele ef al., 2010; Ricci ef al., 2013; Hughes et al.,
2023). Vysledky nedavné meta-analyzy, kterd nasla zvySenou expresi IL-1p, IL-6, TNF-a, a
IFN-y (Interferon y) v 38 nedependentnich studiich, dale podporuji roli cytokinil v patogenezi
autismu (Saghazadeh et al., 2019).

Vyse zminéné cytokiny jsou totiz kritické pro organizaci imunitni odpovédi a jejich dysregulace
muze byt pfi¢inou chronického zanétu, naptiklad, medidtory monocytli a makrofagl jsou
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produkovény na zaklad¢ vazby mezi nukledrnim faktorem kappa B (NF-«kB) a cytokiny, jejichz
dysfunkce mize zpiisobit nekontrolovanou imunitni reakci. Dysregulace cytokinli ma tudiz
¢etné nasledky, které mohou kontribuovat k nasledné dysfunkci jinych biologickych procest
jako napftiklad mozkové funkce (Obrdzek 4) (Hughes et al., 2023).
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Obrazek 4: Upraveno podle Hughes et al. (2023). Ukazuje dysregulaci nespecifického imunitniho systému a jejim
efektu na mozkovou funkci (ZvySeny pocet a aktivace mikroglii). ZvySena exprese cytokinti vede k nasledné
aktivaci makrofagli a monocytd, coz dale umociiuje dysregulaci imunitniho systému. Homeostdza mozku je
pozménéna, jelikoZ cytokiny, monocyty a makrofagy jsou schopny projit hematoencefalickou bariérou do mozku.

2.1.3.2 Neuroinflamace

Mikroglie jsou specializované makrofagy v CNS, kter¢ hraji dileZitou roli, jak v neurovyvoji
tak v homeostaze mozku. Podobné jako monocyty, jsou zodpovédné za sledovani svého
mistniho prostfedi a mohou se aktivovat, pokud jsou vystaveny cizimu antigenu nebo za
zanétlivych podminek. Studie post-mortem mozkovych tkani pacientli s PAS, odhalily dikazy
o neuroinflamaci vcetné¢ aktivovanych mikroglii a zvySené exprese cytokini. Navic,
transkriptomické analyzy post-mortem mozkovych tkani ukazaly obohaceni gent spojenych s
imunitni aktivaci. VSechny tyto studie a analyzy poskytuji jasné diikazy pro spojeni
neuroinflamace a patogeneze autismu, ovSem, velikosti vzorki posmrtnych mozkovych tkani
jsou limitované a je potieba vétSitho mnozstvi jejich studii pro pochopeni role neuroinflamace
v autsimu (Hughes ef al., 2023).
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2.1.4 Terapie a diagnostika PAS

Spravna a vcasnad diagndza PAS je kliCova pro naslednou terapii jedince. I pies pokroky v
genetickém pochopeni autismu, je genetickd diagnostika prozatim nedostacujici, ale
screeningové technologie mohou byt pomocnymi néstroji k uspésné diagnostice (Zwaigenbaum
& Penner, 2018). Diagnostika déti je provadéna détskym psychiatrem a samotna diagnoza je
uréena dle diagnostického manualu pouZivaného v dané zemi. V Ceské republice je
nejpouzivanéjsi Skala CARS (Clinical autism Rating Scale), kterd evaluuje 15 oblasti na
zéklad¢€ pozorovani a informaci od rodict. Mezi dalsi techniky patii DACH — détské autistické
chovani, vytvorena Katefinou Thorovou na zakladé jejich pozorovani, nebo ADI-R (autism
diagnostic interview). Samotna diagnostika ditéte muize byt znacné problematicka a jeji
vysledky mohou byt zkresleny neochotou spoluprace ditéte. Nezbytnou soucdsti je i klinické
pozorovani ditéte, zejména u déti, které nekomunikuji. Mnohdy se miizeme domnivat, Ze jsou
tyto déti mentalné retardované, coz klinické pozorovani mize vyvratit (Mejsnarova, 2016).
Diagnostika u dospé€lych mize probihat podobné, jako u déti a opét zalezi na diagnostickém
manuélu pouzivaném v dané zemi.

Samotnd terapie se lisi pro kazdého jedince s autismem a zalezi na kontextu zdvaznosti jejich
stavu. Obecné je doporuc¢eno nasmérovani do nékterého z center, vénujiciho se pomoci détem
s autismem, v Ceské republice napiiklad centrum APLA — Asociace pomahajici lidem s
autismem. Z hlediska vzdélani se klade na tzv. strukturované uceni, zaloZeno na zakladé
programu TEACCH (Treatment and Education of Autistic and Communication Handicapped
Children), ktery klade dlraz na pfizpisobeni u¢ebnich podminek na miru autistickym détem.
Pro neverbalni déti je Casto aplikovana metoda VOKS — vyménny obrdazkovy komunikacni
system, pomoci kterého se dité dorozumiva prostfednictvim karti¢ek s konkrétnimi obrazky
(Thorova, 2006).

Pro zmirnéni symptom jsou u pacienti s PAS Casto pouZivany antipsychotika. Pro mladez s
PAS (v€k 5-16 let) mize byt pouzity napi. Risperidon nebo Aripiprazol, které zmiriuji agresi.
Mnoho pouzivanych antipsychotik, ale ¢asto nema dostatecné dikazy jejich efektivity, napf.
Fluoxetin (selektivni inhibitor vychytavani serotoninu — SSRI) ukézal ur¢ité zmirfiujici G€inky
na repetitivni chovani dospélych s PAS, ale jeho Prospéch nebyl spolehlivé prokazan v
pediatrickych populacich. Obecné pro terapii za pomoci SSRI chybi diikazy jejich benefi¢niho
ucinku, ale naopak, nékteré studie prokazaly potencidlni adverzni efekty pro pacienty s PAS
(Genovese & Butler, 2020).

S dnes$nim vyvojem genového inzenyrstvi, zejména metody CRISPR-Cas9, je do budoucna
pfestavitelnd genova terapie pro pacienty s PAS. Nase momentdlni znalost genetického
podkladu onemocnéni je pro realizaci podobné terapie prozatim nedostacujici.
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2.2 Mobilni Elementy

Lidsky genom pfedstavuje stale se ménici ,,ekosystém” rozmanitych genovych sekvenci. Dnes
z hlediska jeho slozeni vime, Ze se sklada zejména ze Ctyt Casti: jedinecnych sekvenci, kodujici
DNA, nekodujici DNA a repetitivnich sekvenci, coZ jsou €asto se opakujici kopie v DNA. Pravé
repetitivni sekvence vyznamné kontribuovaly a stile kontribuuji k rozmanitosti genovych
sekvenci. Mlzeme je rozdélit mezi dva typy: Tandemové repetice (Tandem repeats - TR),
jednotlivé kopie sekvenci vkladané v fad¢€ za sebou, a rozptylené repetice (Interspersed repeats
- IR), na rozdil od TR se v genomu vyskytuji samostatné¢ a souhrnné je nazyvame mobilni
elementy (TE - anglicky transposable elements) (PoSvarova, 2016).

Mobilni elementy (ME), také nazyvané transpozony, jsou obecn¢ klasifikovany jako sekvence
DNA schopné zménit svou pozici v genomu. Predstavuji pozlstatky piedchozich
retrotranspozi¢nich udalosti a tvofi pfiblizné¢ 50 % lidského genomu. Jejich nejzakladné;jsi
rozdéleni se zaklada na klasifikaci Davida Finnegana z roku 1989, ktera rozliSuje dv¢ ttidy v
zavislosti na meziproduktu nukleové kyseliny, které¢ pouzivaji k transpozici. Jsou to: DNA-
transpozony (tfida I), které pouzivaji DNA jako jejich meziprodukt, a retrotranspozony (tfida
IT), které pouzivaji RNA jako jejich meziprodukt. Mechanismy jejich transpozice jsou dvojiho
typu: ,,copy-and-paste” a ,,cut-and-paste”. Retrotranspozony pouzivaji mechanismus ,,copy-
and-paste”, pfi kterém zlstdva templatovd DNA netknutd, a tudiz jsou retrotranspozony
schopny se ,,mnozit”, zatimco vétSina DNA-transpozonli pouzivd mechanismus ,,cut-and-
paste” pfi kterém je sekvence transpozonu vyjmuta a pienesena na novy lokus (Obrazek 5).
Samotné enzymy pouzité k jejich transpozici bud’'to koduji transpozony sami (autonomni
prvky) nebo spoléhaji na enzymy ostatnich ME (neautonomni prvky) (Wells & Feschotte,
2020).
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Obrazek 5: Prevzat od Wells & Feschotte, 2020. Ukazuje rGzné mechanismy transpozice. Tiida 1
(retrotranspozony) pouzivd RNA meziprodukt, ktery integruje za pomoci enzymu transponazy / integrazy nebo
reverzni transkriptdzy do jiné ¢asti genomu. RNA je zpracovana v cytoplazmé a nasledné vlozena do genomu.
Ttida II (DNA-transpozony), pouzivda DNA meziprodukt, ktery je nasledné vloZen do genomu za pomoci enzymu
tyrosinové rekombindzy, endonukledzy replikace typu rotujiciho kruhu (Rolling-circle replication) nebo
transponazy. Cely proces je vykonan v bunééném jadru.

Mobilni elementy miizeme déle rozdélit do skupin dle jejich vyuziti ur¢it¢ého mechanismu
transpozice (Obrazek 5). Nas vyzkum byl zalozen pfevazné na bazi retroelementt, a tudiz se

podivame hloubé¢ji zejména na né.
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Obrazek 6: Prevzato od Bourque et al. (2018). Ukazuje schéma klasifikace transpozonti. Modré kruhy zastupuji
transpozi¢ni enzymy. Zkratky: EN — endonukleaza, IN — integraza, YR — tyrosin rekombinaza, HUH — Rep /
helicase protein s endonukleazovou aktivitou, RT — reverzni transkriptiza, TP — transponaza, TPRT — cil
primovana reverzni transkripce (Target-Primed Reverse Transcription), circDNA — meziprodukty s kruhovou
DNA, dsDNA — meziprodukt s linearni dvouietézcovou DNA.

DNA-transpozony piedstavuji asi 2-3 % genomu a jsou to autonomni elementy. Hlavnim
mechanismem jejich pohybu je jiZ zminény ,cut-and-paste” mechanismus, ktery je
zprostfedkovan enzymem transpondzy, ale existuji i dalsi (Obrdzek 6). V soucasné dobg, jsou
viak transpozi¢né neaktivni.!

! DNA-transpozony maji na obou svych koncich tzv. koncové terminalni repetice (TIR — Terminal Inverted
Repeats), které jsou transpondzou rozpoznany. Transponaza nasledné DNA-transpozon vystfihne a spoji oba volné
konce DNA (Obrazek 5), poté ho opét rozstépi a vlozi transpozon na své nové misto.
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Retrotranspozony piedstavuji asi 45 % genomu a jsou rozdéleny do dvou skupin podle toho zda
obsahuji dlouhé koncové repetice (LTR - Long Terminal Repeats) ¢i nikoli (Non-LTR).

LTR-retrotranspozony

LTR-retrotranspozony jsou casto piirovnavany k vnitrobunéénym parazitl, zejména
retroviram. Viram se totiz podobaji nejen strukturou, ale i pohybem po genomu. V dasledku,
hlavni skupinu LTR-retrotranspozonli nazyvame tzv. endogenni retroviry (ERV — Endogenous
retrovirus). Je mozné, ze se vyvinuly z néjakého proviru, ktery nakonec dosel k symbidze s
organismem a ponechal si své transpozi¢ni schopnosti (Obrdzek 7). Systém jejich transferu v
genomu je zprostiedkovan enzymem integrazy a dnes tvofi asi 7-8 % genomu (PoSvérova,
2016; Bourque et al., 2018).

Non-LTR retrotranspozony

Tento druh retroelementt zahrnuje dlouh¢ a kratké rozptylené jaderné elementy (SINE — Short
Interspersed Nuclear Element a LINE — Long Interspersed Nuclear Element) a dnes tvofi
vétSinu mobilnich elementl v genomu. Prvky SINE ptedstavuji neaktivni elementy a jsou tedy
naprosto dependentni na aktivité prvkll LINE a obvykle podporuji jejich rozsiteni. Prvky LINE
jsou z hlediska nasi studie zajimav¢jsi. RozliSujeme u ¢lovéka tii rodiny: LINE 1, 2, 3, z nichz
nejvetsi zastoupeni ma rodina L1, kterd ma také nejvyssi transpozicni aktivitu v celém genomu
(PosSvarova, 2016; Wells & Feschotte, 2020).

Nicméné, vice nez 90 % retrotranspozont ztratilo schopnost transpozice kvuli akumulaci
bodovych mutaci, které vedou k neschopnosti kodovat transpozi¢ni enzymy (Oja et al., 2007;
Lynch, 2007). Bez své transpozi¢ni schopnosti, transpozony ¢asto slouZi k jinym funkcim, jako
je regulace transkripce, kterd figuruje jakoZto hlavni téma nasi studie.

2.2.1 Regula¢ni schopnosti mobilnich elementi

Cis-regulacni sité jsou sité regulacnich sekvenci (cis elementil), které jsou umisténé daleko od
transkripcniho startovniho mista (TSS — transcription start site), ale na stejné molekule DNA.
Tyto sité¢ koordinuji transkripci Casto velkého poctu gend, jejichZz proteinové produkty
spolupracuji na organizaci raznych biologickych funkci a drah. Nyni, ¢etné studie pifinasi
dikazy, ze mobilni elementy (zejména retrotranspozony) byly bohatym zdrojem materialu pro
vytvoreni téchto siti, vzhledem k jejich multiplika¢ni nature (Lynch et al., 2011; Lu et al., 2014;
Notwell et al., 2015). A skutecné, inzerce transpozicnich elementli muze vytvofit nové
enhancerové ¢i promotorové sekvence pro rizné geny. A jelikoZ se mobilni elementy replikuji
a osidluji genom jakozto ptibuzné kopie, maji afinitu ke stejnym regulaénim molekulam, a tudiz
vytvaii specifické regulacni sit¢ (Bourque et al., 2018).

Transpozony totiz tvofi pfiblizné¢ 52 % vSech CpG mist v genomu (Su et al., 2012), coz
dokazuje jejich znacnou afinitu k metylaci. Obsahuji také mnoho vazebnych mist pro
transkripéni faktory (Qiu & Kohler, 2020), pficemz naptf. vySe zminéné endogenni retroviry
(ERVs — druh transpozonit) obsahuji dlouhé terminalni repetice (LTRs — long terminal repeats),
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které maji zna¢ny regulacni potencial (Xiang & Liang, 2021). Existuje n€kolik ptipadi, kdy
tyto faktory vyrazné ovliviuji konkrétni fenotyp, napiiklad barva srsti mysi aguti, ktera je
ovlivnéna urovnémi metylace transpozonu nad jejim promotorem (Michaud et al., 1994;
Bourque ef al, 2018). A jelikoz geneticka hypometylace byva spojena s genomickou
nestabilitou, molekuly regulujici metylaci transpozonii, maji také stabiliza¢ni funkci.
(Patchsung et al., 2017).

Z hlediska specifickych mobilnich elementl se jednd zejména o retrotranspozony, specificky
ERV a LINE elementy (spojené nejvice svymi cis-regulaénimi schopnostmi), které¢ se svym
specifickym transpozi¢nim mechanismem dokazali po genomu rozmnozit. Je nutné zminit, ze
elementy SINE maji také velky regulacni potencidl, avSak ty se nachéazeji spiSe u promotort
nez daleko od TSS, jak je tomu u LINE a ERV elementii. Navic jsou narozdil od LINE a ERV
elementt velice kratké a jejich presna identifikace je tudiz komplikovana, stejné jako prace s

v

nimi. Pro potfebu nasi studie jsme si tedy zvolili hojnéjsi LINE a ERV elementy.

2.2.1.1 Endogenni retroviry

HERV (Human endogenous retrovirus), lidské endogenni viry, umoziuji regulaci genové
exprese diky jejich obsahu dlouhych terminélnich repetici (LTR). LTR sekvence totiz obsahuji
velké mnoZstvi vazebnych mist pro transkripéni faktory (TFBS — transcription factor binding
sites) a jsou nachylné k epigenetickym modifikacim (Obrdzek 7) (Thompson et al., 2016).
HERYV elementy poskytuji v genomu lokusy pro metylaci CpG mist a histonovou metylaci a
acetylaci. Histonova metylace je jedna z nejvice studovanych aspektii genové regulace HERV
elementil a je zejména zprostfedkovana zinc-finger proteiny s asociovanou KRAB doménou
(Kriippel associated box zinc finger proteins — KZFPs) (Hurst & Magiorkinis, 2017).
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Obrazek 7: Upraveno dle Buttler & Chuong (2021). Ukazuje proces integrace retrovirtt do lidské DNA a jejich
regulacni potencial. A — Retroviry jsou integrovany pii infekci a stanou se endogennimi retroviry, kdyz jsou
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genomu pomoci stovek ¢i tisict transpozi¢nich udalosti. C — ERV ¢asto ztrati svoji schopnost transpozice z divodu
akumulace mutaci nebo rekombinace jejich LTR. D — Priklady epigenetické modifikace ERV a jejich funkci.
Vétsina je epigeneticky utlumena metylaci. Nékteré maji aktivni promotorovou (stavaji se TSS) nebo (zejména)
enhancerovou funkci, v ramci, které na sebe vazou transkripéni faktory. Jiné zase zastupuji insulatorovou funkci
spojenou s vazanim CTCF (CCCTC-vazajici faktor), ktery ma schopnost tlumit transkripci gent.

2.2.1.2 LINE elementy

Z hlediska regulace genové exprese, jsou dvé rodiny LINE elementli obecné asociovany s touto
schopnosti, a to L1 a L2. Pfestoze jejich regulacni schopnosti ziistaly dlouhou dobu relativné
neprostudovany, nedavné studie pfinesly jejich zvysené pochopeni. Specificky studie od Roller
et al. (2019) ukézala silnou asociaci elementti L1 a zejména L2 v regulaci genové exprese,
pricemz L2 elementy mohou také fungovat, jako specifické silencery v T-lymfocytech
(Donnelly et al., 1999). Cao et al. (2019), pfimo identifikoval ur€it¢ L2 elemenety s
enhancerovou funkci. Jejich schopnost regulace spoc¢iva zejména v histonové metylaci.

Jak jiZ bylo zminéno, tyto sekvence DNA dokézi regulovat genovou expresi diky rozmanitym
vazebnym mistim pro urcité regula¢ni molekuly, jako jsou methylové (-CH.) ¢i acetylové
(-OCH.C) funkéni skupiny. Adice téchto regulacnich molekul je mediovana riznymi proteiny
se specifickymi mechanismy, z nichz hlavni jsou vysvétlené v dalsi kapitole.
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2.2.2 Mechanismy epigenetickych modifikaci retroelementii

Epigenetickych mechanismi, které reguluji expresi mobilnich elementi a v disledku také
genovou expresi blizkych DNA sekvenci, je velké mnozstvi. Na obrazku 8 jsou zobrazeny
znamé mechanismy regulace ERV elementt.

( Amp ¢
MORC3|{MORC3

ERV RNA

[Chromatin remodeling]

H3.3 chromatin silencing] B-actin BAF200 pgaagy

HUSH
complex

BRD7
BAF‘ISSmB'\FWO
BAF60 pars7 |SNES
SWI-SNF Complex

CABINY jeyre CABINT

Obrazek 8: Pievzato od Dopkins et al. (2022). Ukazuje znamé epigenetické modifikace ERV elementi regulujicich
jejich expresi. Mezi tyto modifikace patii: H3K9 tri-metylace, H3.3 inzerce (Histon 3.3 - varianta histonu, jehoz
inzerce ma za nasledek kompakci chromatinu), DNA metylace, and chromatinové remodelovani pro inhibici
aktivity RNA Pol II.

Nejznaméjsi mechanismus regulace ERV jsou jiz diive zminéné KRAB Zinc-finger proteiny.
Zinkové prsty (Zinc-finger domains — ZFDs) jsou strukturni doména zinc-finger proteint
(ZFP). Jednd se o sekvenci asi 30 aminokyselin, s charakteristickymi cysteinovymi a
histidinovymi zbytky, které stabilizuji kvartérni strukturu proteinu interakci se zine¢natym
kationtem. ZFP pracuji coby transkripéni faktory ERV elementt, jejichZ specificita zalezi na
sekvenci aminokyselin zinkového prstu. Spolecné s Kriippel-associovanim boxem (KRAB) a
Tripartite motif-containing 28 (TRIM28) a SET-domain-bifurkovanou histonovou lysin
methyltransferazou 1 (SETDBI1) jsou schopny vytvorit komplex, ktery je schopen selektivni
metylace proximalnich sekvenci DNA a tri-metylace blizkych H3K9 (devaty lysin tfetiho
histonu) zbytkii (Dopkins ef al., 2022).

Dalsim velmi zndmym typem regulace je skrz typ ribonukleové kyseliny znamé jako piwi-
interagujici RNA (pi-RNA — P-element-induced wimpy testis interacting RNAs). Tyto
nekodujici RNA molekuly vyuzivaji proteinii zndmych jako argonauti k regulaci exprese ERV
elementd pomoci dvou zplisobll. Prvni zplsob pouziva komplex PIWI-protein-piRNA k
provedeni tri-metylace H3K9 zbytkd. Druhy zplsob pouzivd komplex k rozStépeni
komplementarni mRNA kodujici dany ERV (Dopkins et al., 2022).
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Jak je ziejmé z obrazku 8, existuje mnoho dal$ich dilezitych mechanismt pro regulaci exprese
ERYV, coby naptiklad MORC proteiny nebo SWI-SNF komplex. Z tohoto diivodu, jsme se
rozhodli prozkoumat v nasi studii pouze nejznaméjsi z mechanismu regulace, a to KRAB Zinc-
finger proteiny. Epigeneticka regulace element LINE je zaloZena zejména na jejich rozsahlém
obsahu vazebnych mist pro DNA (cytosine-5)-methyltransferazu 3A (DNMT3A) a 3B
(DNMT3B), diky ¢emuz jsou schopni regulovat expresi gent (Jin et al.,2011). VétSina molekul
zminénych na obrazku 8, zejména KRAB Zinc-finger proteiny, také targetuji LINE elementy a
zprostiedkovavaji jejich epigenetické modifikace.

2.2.3 Regulace imunity prostifednictvim retrotranspozont

Prave diky regulacnim schopnostem mobilnich elementt (kapitola 2.2.1), byla velka ¢ast z nich
asociovana zejména v regulaci exprese genu dilezitych pro fungovani imunitniho systému.
Nyni, diky rozvoji sekvenacnich technik epigenomu, zejména EWAS, momentalné vime, ze
ERV tvofi 15-30 % vSech enhancerii v imunitnich bunikach. Velké mnoZzstvi ERV elementt (asi
15 %), je zdrojem vazebnych mist pro interferon-asociované transkripéni faktory STATI a
IRF1 v makrofazich. Rodina ERV, MER41, byla asociovéana s interferonovou aktivitou, ktera
u jejiho jednoho lokusu byla prokazana i experimentalné.> Dysregulace ERV elementti miize
tudiz rezultovat v dysregulaci imunitniho systému. Transkripéni dysregulace genii spojenych s
imunitou pfedstavuje hlavni faktor autoimunnich onemocnéni a role ERV v nich mize byt
signifikantni (Buttler & Chuong, 2021; Chuong et al., 2016).

LINE elementy jsou také diky svym regulacnim schopnostem asociovany v modulaci
imunitniho systému (zejména rodiny LINE-1 a LINE-2). Specificky LINE-1, jakoZzto RNA-
produkt je schopen imunitni aktivace (Zhang et al., 2020). Ale z hlediska dysregulace
imunitniho systému jsou ERV elementy prostudované vice do hloubky.

2.2.4 Vztah mezi PAS a retroelementy

Jak je vidno ze vSech vySe popsanych faktorti, mobilnich elementy (LINE a ERV) by mohly z
hlediska regulace imunity a genové exprese hrat v patogenezi PAS signifikantni roli, coZ je
potvrzeno nedavnymi studiemi. Prvni studie provedend na potencidlni roli mobilnich elementi
v PAS v roce 2013 (kromé¢ studie v roce 2012, ktera se zabyvala piimo roli HERV v ASD) od
Williams et al., zjistila, Ze transpozony se nachazeji ve vét§im poctu pobliZ genl implikovanych
v patogenezi PAS. Od té doby, byly provedeny studie zabyvajici se pfimo expresi mobilnich
elementl (Obrdzek 9), ale Zadna z nich se nezabyvala ptimo diferencialni expresi genti v jejich
blizkosti (Misiak et al., 2020), ale diky jejich obsahu hojnych CpG mist a vazebnych mist pro
transkrip¢ni faktory, existuje vysokéd pravdépodobnost, ze by mohly do dysregulace urcitych
gent byt potencialné zapojeny.

2 Exprese genu AIM2 je stimulovana interferonovou aktivitou. Tento specificky gen ma element MER41 asi 200bp
nad jeho promotorem. Za pomoci CRISPR-Cas9 byla syntetizovana DNA s deleci MER41 elementu a vloZena do
bunééné kultury. Exprese genu byla nasledné porovnana s expresi v bunécné kultufe s neupravenou DNA.
Stimulace kultury interferony v upravené bunécné kultuie, neukazala zadnou indukci exprese genu.
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Diagnosis

ASD

Study

Balestrieri et al.,
2012

Balestrieri et al.,
2016

Saeliw et al., 2018

Shpyleva et al.,
2018

N

28 ASD children 28
HCs

30 ASD children 30
HCs

36 ASD patients 20
HCs Publicly
available datasets
of DNA expression
profiling (465 ASD
patients and 276
HCs)

13 ASD patients 13
HCs

Methods

Expression of
HERV sequences
(E, H, K, and W) in
PBMCs - RT-PCR

Expression of
HERV sequences
(H, K, and W) in
PBMCs - RT-PCR
Methylation
(COBRA) and
expression of Alu
sequences
(RT-PCR) in
lymphoblastoid cell
lines

LINE-1 methylation
(the
5-methylcytosine
MeDIP assay) and
expression
(RT-PCR) as well as
H3K9me3 (ChIP) in
post-mortem brain

Main findings

The percentage of HERV-H and HERV-W positive samples was significantly
higher in ASD patients compared to HCs. HERV-H was more abundantly
expressed and HERV-W had lower abundance in ASD patients than in HCs.
PBMCs from ASD patients had an increased potential to up-regulate the
HERV-H expression upon stimulation.

There were significantly higher expression levels of HERV-H in PBMCs from
ASD children compared to HCs. In turn, expression levels of HERV-K and
HERV-W were significantly higher in PBMCs from healthy controls compared to
ASD children.

A total of 320 Alu-inserted genes were differentially expressed. These genes are
known to be associated with neurodevelopmental and neurological disorders.
Pathway analysis revealed that these genes are involved in inflammation,
estrogen receptor and androgen signaling.

LINE-1 expression was significantly higher in the cerebellum but not in the BA9,
BA22, and BA24 brain regions from ASD patients. The binding of repressive
MeCP2 protein and histone H3K9me3 to LINE-1 was significantly lower in the
cerebellum of ASD patients. Higher LINE-1 expression was associated with
elevated levels of oxidative stress. Overall, no significant differences in
methylation levels between ASD patients and HCs were found. However,
significantly altered Alu methylation patterns were observed in ASD cases
sub-grouped based on clinical manifestation compared with HCs.

Obrazek 9: Prevzaty od Misiak et al. (2020). Ukazuje riizné studie propojujici roli mobilnich elementt ve spojeni

s patogenezi PAS a jejich vysledky.
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3 CILE PRACE

Ptestoze studie zkoumajici metylaci transpozoniti jsou ¢im dal tim Cetnéjsi (Saeliw et al., 2018;
Misiak et al., 2019), regulacni potencidl transpozonti u pacientli s PAS zlistava neprozkouman.
Ze vsech vySe zminénych faktori jsme se rozhodli strukturovat studii, kterd by zohlednila
genovou expresi na urovni celého transkriptomu a zaméfila se na efekt mobilnich elementt a
jejich regulaénich molekul v potenciondlni dysregulaci exprese genil u pacientli s PAS za
pomoci volné dostupnych bulk RNA-seq. dat.

Nase studie se tedy zaméfila na 3 hlavni cile:

1. Odhalit moznou homogenitu mezi diferencialné exprimovanymi geny u pacientli s
PAS

2. Odhalit rodiny retrotranspozonti potencialn¢ implikované v dysregulaci genové
exprese a kvantifikovat pravdépodobnost jejich implikace na zaklad¢ jejich
vzdalenosti od promotoru, jelikoz dle Pulver et al. (2023) expresi genii ovliviiuji
Mobilni elementy s cis-regulacni funkci umisténé az do piiblizné 500 kb od
promotera.

3. Prozkoumat potencialni dysfunkci KRAB Zinc-finger proteint u pacientt s PAS
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Data

K nasi studii jsme pouzili vefejn€ dostupnd bulk RNA sekvena¢ni data (Irimia et al., 2015).
Piivodni autofi provedli RiboZero Gold (rRNA depletovali) 50bp PE RNA-sekvenovani v sadé
vzorkl ptipadh a kontrol (n = 24 kazdy) pro profilovani transkriptomu. RNA-sekvenovani bylo
provedeno ze vzorki tkdn€ sulcus temporalis superior. Stejné jako v jejich studii jsme pouzili
podmnoZinu 12 vzorkl PAS s signdlem, ktery byl nejblizsi medianu vSech kontrol.

4.2 Analyza diferencialni genové exprese

Analyza diferencidlni genové exprese (DEA — differential expression analysis) je statisticky
test pouzivany k analyze vyznamnosti pozorovaného rozdilu v poctech ¢teni v kvantitativnich
testech pomoci sekvenovani DNA fragmentl s vysokym pratokem. Je modelovdana pomoci
negativniho binomického (NB — negative binomial) rozdé€leni, které mé dva parametry: pramér
a rozptyl, které jsou vazany regresi. Tyto dva parametry jsou v praxi odhadovany z dat, kde
pramér je ocekavanou hodnotou pozorovanych poctl pro gen ve vzorku a rozptyl je souctem
shot noise terminu, ktery zahrnuje minimalni ocekédvanou odchylku, a terminu surového
rozptylu (raw variance term), ktery zahrnuje inherentni variabilitu genové exprese pied
zpracovanim dat (Anders a Huber, 2010; Costa-silva et al., 2017).

Vystupem analyzy je Groven vyznamnosti reprezentovana p-hodnotou a celkovy rozdil pocti
¢teni reprezentovany log2foldchange. Ve nasi studii jsme analyzovali data pomoci balicku
DEseq2 obsazeného v statistickém programu R (R: The R Project for Statistical Computing,
n.d.; DESeq2, n.d.), ktery ndm pomohl identifikovat dataset genli pouZity pro dalsi analyzy.
Vysledky DEA byly poté porovnany s databazi SFARI (SFARI Gene, n.d.) obsahujici geny
implikované v PAS.

4.3 Genome browser analyza

Od svého zalozeni v roce 2001 (Kent et al., 2002) se UCSC Genome Browser stal nezbytnym
nastrojem pro interpretaci a analyzu sestav genomu. Tento vizualizacni nastroj obsahuje velké
mnozstvi funkci pouZivanych pro anotaci genomu a zaroven je schopen jasné reprezentovat
genomicka, epigenomickd a transkriptomickd data vedle sebe. Jednou z téchto funkei je registr
ENCODE kandidatnich cis-regulacnich elementi (cCREs), ktery byl pfidan do lidského
genomu hg38 v roce 2020 (Gonzales et al., 2021). Tento registr vychazi z faze III projektu
Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE), ktery, jak autofi uvadéji: ,,poskytuje rozsahly
zdroj pro védeckou komunitu pro lepsi pochopeni organizace a funkce mysSiho a lidského
genomi” (s. 699). cCREs tvoii podmnozinu mist DNase hypersenzitivnich v genomu. Celkem
bylo v sestavé lidského genomu hg38 identifikovano 926 635 ¢cCREs (Kundaje et al., 2015;
Moore et al., 2020).
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V nasi analyze jsme kombinovali registr ENCODE s anotaci hg38 RepeatMasker
(RepeatMasker, n.d.), kterd pochazi z RepeatMasker, ktery prohledava sekvence DNA pro
rozptylené opakovani a sekvence DNA s nizkou slozitosti, jako jsou ME. Pouzitim téchto dvou
funkci a registru ENCODE pro identifikaci ME, které by mohly zarovein byt cCRE, v Genome
Browseru jsme byli schopni identifikovat rodiny retrotranspozonil potencialné odpovédné za
modifikaci exprese genll v genech ziskanych z DEA.

GENCODE V44

RefSeq genes from NCBI

RefSeq Curated . L
OMIM Allelic Variant Phenotypes
OMIM Alleles
OMIM Gene Phenotypes - Dark Green Can Be Disease-causing
OMIM Genes

Gene Expression in 54 tissues from GTEx RMA-seq of 17382 samples, 948 donors (V8, Aug 2019)
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Obrazek 10: Ukazuje ptiklad potencialniho LTR elementu, ktery by mohl byt zodpovédny za dysregulaci genu
LILRBI (nachazi se nad promotorem LILRBI).

4.4 Analyza obohaceni mobilnich elementi

Béhem této analyzy jsme zkoumali vzdéalenost rodin ME, urenym za pomoci analyzy
v genome browseru ke geniim, které byly upregulovany a mély p-hodnotu nizsi nez 0,05, dle
vysledkti DEA. Porovnali jsme primérné vzdalenosti ME od genti implikovanych v PAS a
nahodné sady gent, které neukazovaly Zadnou asociaci s patologii PAS v naSich analyzach
RNA-seq dat. Anotace mobilnich elementt, tzn. jejich lokace v genomu byla staZzena z databaze
UCSC genome browseru (RepeatMasker Genomic Datasets). Tato analyza byla provedena za
ucelem ziskédni kvantifikovatelné miry vyznamnosti mozné regulace gent provadéné
transpozitelnymi elementy. Data pouzita v této analyze zahrnovala anotaci genti a mobilnich
elementi z NCBI. Analyza byla opét provedena v R, konkrétné pomoci balicku
GenomicRanges (GenomicRanges, n.d.). Statisticka vyznamnost vzdalenosti byla nasledné
potvrzena t-testem.
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4.5 WebGestalt pathway a gene ontology analyza

WebGestalt (WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit), se od svého vydani v roce 2005 stal
jednim z nejvice pouzivanych nastroji pro analyzu genovych sad (WebGestalt, n.d.). S
rostoucim zdjmem o genové sady spise, nez o jednotlivé geny predstavil WebGestalt jedine¢ny
zpusob, jak je analyzovat a poskytnout biologické poznatky (Liao et al., 2019; Zhang et al.
2005). Nastroj sam poskytuje mnozstvi metod pouzivanych pro rtizné analyzy. Pro tcely nasi
studie jsme pouzili analyzu nadmérného zastoupeni (Over Representation Analysis — ORA) a
analyzu obohaceni genové sady (Gene Set Enrichment Analysis — GSEA). ORA porovnava
vstupni seznam vybranych gent, ktery je vyznamny pro studii (naptiklad s ohledem na p-
hodnotu nebo log2foldchange), s pfedem urcenym seznamem gent spojenych s ur¢itou drahou
nebo biologickym procesem. V tomto procesu je kazdd drédha testovana na nad-/pod-
reprezentaci v seznamech gend aplikaci testd zalozenych na hypergeometrickém, chi-
kvadratovém nebo binomickém rozdéleni (Khatri ez al., 2012).

Metoda ORA vsak celi nékolika omezenim. Jelikoz je tieba vybrat prah pro podmnozinu gend,
mohou byt vynechdny urcité asociace gentl, a vSechny geny jsou povazovany za rovnocenné,
coz mize vést ke ztraté informaci (Wang et al., 2017). Proto byla pouzita také metoda GSEA,
ktera bere v tvahu profily exprese genomu a vypocitava skoére exprese, které¢ odrazi exprese
urcitych sad geni tak, aby se maximalizoval zisk informaci (Subramanian et al., 2005). Je
dalezité¢ zminit, ze ani jedna z téchto metod nezohlediuje zavislosti a interakce mezi geny na
urovni systému, coz vede k Cisté kvantitativnimu vysledku. V na$i studii jsme se rozhodli
prozkoumat databidze pathway a gene ontology, konkrétné¢ Biological non-redundant pro
analyzu gene ontology a KEGG pro analyzu pathway. V kazdé analyze jsme uptednostnili
vizualizaci 20 nejvyznamnéji obohacenych drah a/nebo ontologii. Data, které jsme analyzovaly
za pomoci ORA byly: geny, které méla ve své blizkosti uréity mobilni element, a signifikantni
geny z nasi analyzy DEA. GSEA analyza zkoumala vSechny geny z DEA a porovnala je na
zaklad¢ tazeni, které bylo vytvofeno v excelu ndsledovné: SIGN(log2foldchange)*(-log(p-
value)).

4.6 Analyza obohaceni KRAB Zinc-Finger proteinii

Béhem této analyzy jsme stahli seznam proteini KRAB Zinc-Finger (KZFPs) z databaze
Krabopedia (KRABopedia, n.d.) a porovnali jej s datasetem signifikantn¢ dysregulovanych
genl ziskanych z DEA v Excelu, pfi¢emz jsme se zamé&fili zejména na downregulované geny s
vyznamnou upravenou p-hodnotou (padj). Tato analyza umoziuje identifikaci potencidlné
dysfunkéni KZFPs, které vedou k dysregulaci ur€itych genti u pacient s PAS. Tyto KZNFPs
byly nésledné za pomoci databaze Krabopedia spojeny s mobilnimi elementy, na které se vazi.
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-log10(padj)

5 VYSLEDKY

5.1 DEA

Prozkoumali jsme genovou expresi v sulcus temporalis superior u 12 pfipadit PAS a 12 kontrol
z vetejné dostupnych dat bulk RNA sekvenovani. Po provedeni diferencidlni analyzy exprese
jsme nasli 1216 diferencialné exprimovanych gent (DEGs) s upravenou p-hodnotou<0,05, z
nichz 1148 bylo upregulovéno a 68 downregulovano (Obrdazek 11B). Tato datova sada byl
nasledn¢ pouzit pro vSechny dalsi analyzy. Nejvyznamnéjsi DEGs jsou ukazany nize (Tabulka
3: 20 nejvyznamnéjSich DEGs v dodate¢nych materidlech). VéEtSina genii byla upregulovéana
(Obrazek 11A) u pacientl s autismem, z nichz 5637 mélo log2foldchange>1, pficemz vSechny
geny, které mély vyznamnou upravenou p-hodnotu (padj<0,001), byly upregulovany (Obrazek
11C). Pti porovnani 1216 DEGs s databazi gent autismu SFARI (SFARI Gene, n.d.), kterd
obsahuje 1152 gent, bylo nalezeno 38 gent spolecnych (Tabulka 4: 38 genl spole¢nych mezi
SFARI databazi a nasi DEA analyzou).

A Upregulated genes B Significant padj<0.05

-log10(padj)

log2FaldChange log2FoldChange

Significant padj<0.001

C

-log10(padj)

log2FoldChange

Obrazek 11: A - Viechny upregulované geny jsou zobrazeny modfe, B - Pouze vyznamné geny s padj<0.05 jsou
zobrazeny Cervené, C - Pouze vyznamné geny s padj<0.01 jsou zobrazeny zelené. Vysledky pochdzeji z
diferencialni analyzy genové exprese dat bulk RNA-seq od pacientl s PAS a zdravych kontrol (n = 12, kazda
skupina). Na ose x se nachazi log2foldchange (zména exprese mezi autistickou skupinou a kontrolni skupinou) a
na ose y upravena p-hodnota (padj).

29



FDR > 0.05

M FOR < 0.05

response to interferon-gamma

lymphocyte mediated immunity

phagocytosis

A positive regulation of response 1o external stimulus
leukocyte cell-cell adhesion

leukocyle migration

leukocyte differentiation

T cell activation

adaptive immune response

response to molecule of bacterial origin
positive regulation of defense response
pasitive regulation of cylokine production
regulation of immune effector process

immune response-regulating signaling pathway
regulation of leukocyte activation

regulation of cell-cell adhesion

regulation of hemopoiesis

neutrophil mediated immunity

extracellular structure organization
granulocyte activation

0.0
Enrichment ratio

FOR > 0.05

I FOR < 0.05

Osteoclast differentiation
Staphylococcus aureus infection
Legionellosis

Pertussis

B Malaria
Leishmaniasis
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Obrazek 12: Zobrazuje vysledky analyzy ORA pro vyse zminénych 1216 DEGs. A — Vysledky ORA Gene
Ontology: zobrazuji biologické procesy ve kterych jsou implikované vyznamné dysregulované geny. B — Vysledky
pathway: zobrazuji biologické drahy, ve kterych jsou implikované vyznamné dysregulované geny z DEA. Tato
figura byla vygenerovana pomoci statistického nastroje WebGestalt (WebGestalt, n.d.). Na y-ose jsou nazvy
biologickych procesu ¢i drah a na x-ose je tzv. ratio of enrichment = (pocet pozorovanych genl v dané
kategorii)/(pocet ocekavanych genti v dané kategorii).
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leukocyte
differentiabon

Obrazek 13: DAG (Directed acyclic graph) ukazujici vysledky analyzy Gene Ontology. Tento graf ukazuje sit’ biologickych funkci, ve kterych jsou implikované vyznamné
dysregulované geny z DEA. Tato figura byla vygenerovana pomoci statistického nastroje WebGestalt (WebGestalt, n.d.).
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5.2 Genome browser a obohaceni mobilnich elementa

Analyza provedena za pomoci programu Genome browser prvnich 226 genti sefazenych podle
p-hodnoty (padj<0.05) nam poskytla n€kolik potencidlnich kandidati pro naslednou analyzu
obohaceni ME: MLT1J, MER4B, MER41B, MER21C a MER2IB, coz jsou endogenni
retroelementy (ERV) a LIPA15-16, L2a, L2b a L2c, coz jsou dlouhé interspersované jaderné
elementy (LINE). Pro analyzu obohaceni ME jsme si vybrali geny, které byly upregulovany u
pacientll s autismem a mély upravenou p-hodnotu <0.5, coz vedlo k seznamu 5508 genti. Tato
analyza, opét provedena v R, ukédzala vyznamné obohaceni MLT1J, MER4B, L.2a, L2b a L2c
v blizkosti téchto statisticky vyznamnych gentl, ve srovnani se stejn¢ velkou sadou genti, které
neukézaly zadnou korelaci s patologii PAS v datasetu, coz by mohlo byt interpretovano tak, ze
tyto mobilni elementy maji funk¢ni vliv na expresi DEGs (Obrazek 14 A, B a C; Obrazek 15
A,BaC).

Poté jsme shromazdili geny, které jsou v rozmezi 10 kb a 125 kb (pro MLT1J a MER4B)
urcitého mobillniho elementu. Tento rozsah jsme si vybrali na zéklad¢ studie z roku 2023, ktera
zkoumala vliv cis-regula¢nich elementl na geny na zéklad¢ vzdalenosti a zjistila, Ze: expresi
genl ovliviiuji mobilni elementy s cis-regulacni funkci, pokud jsou umisténé do ptiblizné 500
kb od promotera (Pulver ef al., 2023). Proto jsme si ptivodné vybrali rozsah 125 kb, abychom
byli jisti, Ze na gen je mozny regulacni efekt. Po provedeni dalsi analyzy jsme vSak zjistili, ze
elementy LINE jsou v blizkosti genii mnohem cetnéjsi, a proto jsme si vybrali rozsah 10 kb,
abychom ziskali vy$si uroven vyznamnosti a dataset rovnomé&rné;jsi velikosti s datasetem ERV.
Z 5508 gentli celkem 3841 ukdzalo alespon jeden z vySe uvedenych transpozitelnych elementt
v jejich blizkosti. Na niZze uvedenych grafech (Obrazek 14 A, B a C; Obrazek 15 A, B a C)
ukazujeme rtizné vzdalenosti vySe uvedenych elementl od statisticky vyznamnych gent a od
gend, které byly vybrany ze seznamu gend, které byly shledany jako nevyznamné nasi analyzou
DEA tykajici se patogeneze PAS.

VySe zminénd analyza odhalila datasety gent s ur¢itymi retrotranspozony v jejich bezprostiedni
blizkosti. Tyto datasety byly nasledné prozkoumany za pomoci statistického programu
WebGestalt, ktery odhalil jejich biologické funkce a implikace v rozmanitych drahéch.
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Obrazek 14: Vzdalenost od nalezenych DEGs v porovnéni se vzdalensti nahodnych nesignifikantnich genti k
nejbliz§im elementim LINE: A — Porovnani vzdalenosti elementu L2a v kilobazich od 0-800 kb od genti
implikovanych v PAS (signifikantni dle nasi DEA) a ndhodnych genti (vlevo), které nebyly signifikantni dle nasi
DEA (vpravo). Graf uprostied ukazuje rozdéleni v prvnich 10 kilobazich (kb). B — Vzdalenost elementu L2b v
kilobazich od 0-800 kb mezi geny implikovanych v PAS (signifikantni dle nasi DEA) a ndhodnymi geny, které
nebyly signifikantni dle nasi DEA, Graf uprostied ukazuje rozdéleni v prvnich 10 kilobazich (kb). C — Vzdalenost
elementu L2c¢ v kilobazich od 0-1000 kb od genti implikovanych v PAS (signifikantni dle nasi DEA) a nahodnych
genil, které nebyly signifikantni dle nasi DEA. Graf uprostied ukazuje rozdéleni v prvnich 10 kilobazich (kb).
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Obrazek 15: Vzdalenost od nalezenych DEGs v porovnani se vzdalensti ndhodnych nesignifikantnich gend k
nejbliz§im elementim ERV: A — Vzdalenost MLT1J v kilobazich od 0-3000 s zvétSenym obrazkem uprostied
ukazujicim vzdalenost k 300 kb, B — Vzdalenost MER4B v kilobazich od 0-25000 se zvétSenym obrazkem
ukazujicim vzdalenost k 5000 kb.
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5.3 Analyza nadmérného zastoupeni a obohaceni sady geni

Abychom nasli potencialni funkéni homogenitu mezi skupinami nalezenych DEGs, provedli
jsme analyzu nadmérného zastoupené (ORA) a analyzu obohaceni sady geni (GSEA) v
statistickém programu WebGestalt, konkrétné za pomoci databazi Biological NonRedundant
pro Gene Ontology a KEGG pro Pathway. GSEA pfinesla vysledky, které byly relativné
podobné a byly podle jejich FDR (false discovery rate) vyznamné (Obrdzek 12 a Obrazek 13).

5.3.1 Analyza diferencialné exprimovanych genii z DEA za pomoci ORA

Prozkoumali jsme prvnich 1216 genl (padj<0.05) z nasi DEA. Analyza ORA ukdazala velmi
vyrazny trend funkci souvisejicich s imunitou jak ve vysledcich Gene Ontology (GO), tak ve
vysledcich pathway (Obrazek 12 a Obrazek 13). Nejvyznamnéjsi biologické procesy odhalené
GO analyzou byly odpovéd na interferon-gamma (p-hodnota = 2.2649e-14) a imunita
zprostiedkovana lymfocyty (p-hodnota = 3.0984e-11). Vysledky pathway analyzy vykazaly
nejsiln€jsi asociaci s drahou diferenciace osteoklastli (p-hodnota 3.337e-16) a mnoha dal$imi
drahami spojenymi s imunitou, jako je signalni draha TNF (p-hodnota 1.3121e-7) nebo drdha
interakce cytokinu s cytokinovym receptorem (p-hodnota 1.4343e-7). Na obrazcich 12 a 13 je
zobrazena rozsahlejsi sit’ nalezenych obohacenych drah a ontologii, z nichz vét§ina souvisi s
imunitou. Tabulky s kompletnimi vysledky analyzy jsou v dodate¢nych materidlech (Tabulka
5 a Tabulka 6).

5.3.2 Analyza diferencialné exprimovanych genii z DEA za pomoci GSEA

GSEA analyza ndm pomohla potvrdit signifikanci nalezenych drah a biologickych funkci
nalezenych skrz analyzu ORA. GSEA potvrdila signifikanci drah: diferenciace osteoklastti (p-
hodnota 2.2e-16), signalni drahy TNF (p-hodnota 2.2e-16) a drahy interakce cytokini (p-
hodnota 2.2e-16). Pfidala navic jiné drahy spojené s imunitou, jako NF-kappa B signaliza¢ni
dréhu (p-hodnota 2.2e-16). Z hlediska biologickych procesii odhalené GO analyzou, nejvice
signifikantni byl metabolismus cytokini (p-hodnota 2.2e-16). GSEA znovu potvrdila
signifikanci vySe zminénych drah, jako pravé odpovéd’ na interferon-gamma a imunita
zprostiedkovana lymfocyty (obé p-hodnota 2.2e-16). Vysledky GSEA analyzy, tedy jeste vice
umocnily nami pozorovanou imunitni roli. Kompletni vysledky analyzy jsou v dodate¢nych
materialech (Tabulka 7 a Tabulka 8). Na obréazcich 16 a 17 jsou vysledky vyobrazeny.
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Obrazek 16: Zobrazuje vysledky GSEA analyzy pathway. V oranzové jsou downregulované signifikantni drahy a
v modré jsou upregulované signifikantni drdhy. Na ose x se nachazi ,,normalized enrichment score*, kter¢ indikuje
distribuci kategorii drah v naSem seznamu genl. Cim je jeho absolutni hodnota vyssi, tim signifikantn

vysledek.
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Obrazek 17: Zobrazuje vysledky GSEA analyzy Gene Ontology. V oranzové jsou downregulované signifikantni
drahy a v modré jsou upregulované signifikantni drahy. Na ose x se nachazi ,,normalized enrichment score®, které
indikuje distribuci kategorii drah v nasem seznamu gent. Cim je jeho absolutni hodnota vyssi, tim signifikantng;si
vysledek.

5.3.3 Analyza datovych sad genii s urc¢itymi ME v jejich blizkosti

Pti zkoumani datovych sad ziskanych z nasi analyzy obohaceni ME, tzn. geny s elementy L2a,
L2b a v L2c ve vzdalenosti maximaln¢ 10 kb od promotoru a geny s elementy MER4B a
MLT11J ve vzdalenosti maximalné 125 kb od promotoru, mizeme vidét velmi vyznamny trend
v imunitni obran¢ hostitele. Sady gent v blizkosti pro kazdou z vySe uvedenych rodin ME
ukazaly silny trend imunitnich funkci v analyzach Gene Ontology a Pathway.

Biologicky proces s nejsilngjsi asociaci v analyze Gene Ontology témét ve vSech datovych
sadach byl metabolismus cytokinil, zatimco zbytek obohacenych ontologii také vykazoval silny
piekryv mezi rodinami ME. Sada gent v blizkosti MER4B byla vyjimkou, s aktivaci leukocyt
jakozto nejvyznamnéji obohacenou ontologii, coz se ale stale neodchyluje od inflamacnich /
imunitnich funkci. Sada spojend s MER4B také ukézala zajimavou a vyznamnou asociaci s
funkei neuroinflamace, kterou zaddnéd z ostatnich datovych sad neprokazala (Obrazek 18 a
Obrazek 19). Z hlediska pathway analyzy, patfily mezi nejvyznamnéjsi drahy: draha interakce
cytokinu s cytokinovym receptorem, diferenciace osteoklastli a hematopoetické linie, vSechny
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opét siln¢ spjaté s imunitou. Obrazky 18 a 19 ukazuji rozsifenou sit’ imunitnich drah, spojenych
s geny s retrotranspozony v jejich blizkosti.
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Obrazek 18: A — Asociované drahy gent s L2a ve vzdalenosti maximalné 10 kb; B — Asociované drahy gent s
L2b ve vzdalenosti maximalné 10 kb, C — Asociované drahy geni s L2c¢ ve vzdalenosti maximalné 10 kb. Tato
figura byla sestavena pomoci statistického nastroje WebGestalt (WebGestalt, n.d.)
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Obrazek 19: A — Asociované signifikantni dradhy genti s MLT1J do vzdalenosti 125 kb, B — Asociované
signifikantni drahy genti s MER4B do vzdalenosti 125 kb. Tato figura byla sestavena pomoci statistického nastroje

WebGestalt (WebGestalt, n.d.).

Zaméftili jsme se hloubé&ji na MLT1J, rodinu ME, kterd nebyla diive spojena s regulaci
imunitnich gent hostitele, a dale jsme prozkoumali pfekryv mezi DEG v blizkosti MLT1J a
geny spojenymi s PAS uvedenymi v databazi SFARI. 22 gend, které byly shledany jako
vyznamné v na$i diferencidlni analyze genové exprese mezi autistickou a neautistickou
mozkovou tkani, byly pfitomny v databazi SFARI a byly do vzdalenosti 125 kb od lokusu
MLT1J (Obrazek 20 a Tabulka 2). Z téchto genu byla vétSina implikovana v imunitnich
funkcich, které byly diive spojeny s PAS. Nase vysledky tedy naznacuji, ze mobilni elementy,

jako je MLT1J, maji potencidln€é vyznamnou roli v imunitni dysregulaci spojené s PAS.

Tabulka 2: Tabulka 22 gent, nalezenych v priseciku Vennova diagramu s jejich funkcemi.

Gen Funkce
PLAUR Bunééna signalizace
RAB43 Membranovy transport

C4B Imunitni odpovéd

CAPNI12 Rozklad proteinti

SPP2 Inhibi¢ni aktivita

PDCD1 Inhibice imunity
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Gen Funkce

KIF14 Bunéény cyklus

OXTR Recepce oxytocinu

VDR Recepce vitaminu D
ITGB3 Tvorba 1ntegr1rclovych
receptord
THBS] Anglogqneze/Regulace
imunity

LILRB2 Imunitni odpovéd

SLC25A39 | ransport Akoenzymu

CASZ1 | Regulace exprese geni

DOCKS8 Imunitni funkce

HTR3C Recepce serotoninu

MSRI1 Regulace zanétu
CCIN Diferenciace spermii
PHFS Demetylace histonil

ARHGEF10| Regulace GTPazy

RNF135 Ubikvitinace

ASD SIGNIFICANT

1216
37 \\‘\‘ 558
2
MLT1)
ASD SFARI 100 SIGNIFICANT
1152
2387

Obrazek 20: Venntv diagram ukazuje rGizné datové sady genli nalezené b&hem nasich analyz nebo veiejné
dostupné datové sady PAS; “ASD significant” z nasi diferencialni analyzy exprese (padj<0.05); “ASD SFARI” z
databaze geni ASD SFARI a “MLT11J significant” z nasi analyzy obohaceni ME (vzdalenost k genu < 125kb)
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6 DISKUZE

Poruchy autistického spektra (PAS) je rozSifenym neurovyvojovym postizenim
charakterizovanym repetetivnim chovanim a deficity v socialni interakci. V soucasné dobé¢ jsou
terapeuticka a diagnosticka opatfeni pro PAS nedostate¢na, kviili nekomplentnimu pochopeni
jejich biologickych zakladli. Z tohoto divodu jsme strukturovali tuto studii tak, abychom
objasnili ur¢ité mechanismy spojené s PAS, s ohledem transpozony (ME - mobilni elementy),
které mohou byt pti¢inou ¢i nasledkem jejich ptisobeni. Od prvni studie na toto téma (Williams
et. al.,, 2013) dal§i vyzkum =zdiaraznil potencidl ucastti ME na patogenezi autismu
prostiednictvim zvySené genomické nestability. Nicméné jen malo studii zkoumalo potencialni
regulacni vliv ME na geny spojené s autismem a zaroven zohlednilo funk¢ni diileZitost téchto
gentl. S timto cilem jsme provedli analyzu diferencialni exprese z dat RNA-seq u jedinct s a
bez PAS (n = 12, kazda skupina), piicemz jsme identifikovali 1216 signifikantné diferencialné
exprimovanych genii (DEGs), z nichz 94,4 % bylo upregulovano. Naslednou analyzou
obohaceni transpozonii jsme identifikovali zajimavé retrotranspozony na zdklad€ jejich
vyznamné blizkosti k geniim spojenym s PAS - konkrétné¢ MLT1J, MER4B, L2a, L2b a L2c -
a potencidlnim regula¢nim efektem na jiz zminéné DEGs. Mezi témito geny jsme pozorovali
jasny funkéni trend, z nichZ vétSina byla pfimo €1 nepfimo zapojena do imunitni reakce. Bylo
Jiz dobte prokazano, ze pacienti s PAS projevuji znamky zvySené/chronické imunitni aktivace,
avSak doposud nebyla navrzena ani zkoumana ucast regulacnich aktivit ME na tomto fenotypu.

6.1 LILR rodina

Jedna rodina gend, kterd se pravidelné objevovala ve vSech analyzach, byla rodina LILR
(Leukocytarni imunoglobulinovy receptor), ktera predstavuje receptory zodpovédné za aktivaci
a inhibici imunitniho systému. Konkrétné mezi 1216 signifikantné diferencialné
exprimovanymi geny (DEGs) byly upregulovany geny LILRBI1/2/4 a LILRA2/6. Zvlasté
LILRB2 je zajimavy pro PAS, jelikoz koliguje s TREM2, coz inhibuje jeho signaliza¢ni
vlastnosti (Zhao et al., 2022). Vzhledem k tomu, Ze inhibovand signalizace TREM2 je siln¢
spojena s patogenezi PAS (Filipello et al., 2018), mizeme ocekévat, Ze role LILRB2 je zde
vyznamnd. LILRB2 byl ukazan jako potencidlné¢ ovladany prvkem MER4B 48 kb nad
transkripnim startovnim mistem genu (TSS — Transcription Start Site), pficemzZ v blizkosti
byly také nalezeny L2 a MLT1J, coz dale podporuje nasi hypotézu o regulaci TE. VSechny tyto
geny zastupuji imunitni funkce, protoze se prevazné vazou na molekuly hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC — major histocompatibility complex), které
zprostiedkovavaji interakci imunitnich bun€k, pfi¢emz nékteré z nich ovliviiuji specificky
nervovou funkci. Napiiklad LILRBI1 byl dfive spojen s Alzheimerovou chorobou (Takeda &
Nakamura, 2017). Jejich exprese je také potencidlné regulovana lokusy z dfive zminénych rodin
ME, pticemz kazdy z genli mé ve své blizkosti alesponl jeden lokus z vySe uvedenych rodin,
coz dale ukazuje mozné zapojeni transpozonti do upregulace téchto gentl.

40



6.2 DOCK rodina

Dalsi genova rodina, ktera ukédzala vyznamnou asociaci s PAS, byla rodina Dedicator of
Cytokinesis (DOCK), coz jsou proteiny, které se silné podileji na intraceluldrni imunitni
signalizaci a na dalSich obrannych funkcich. Mezi 1216 DEGs byly vyznamné geny DOCK
zastoupeny DOCK2 a DOCKS, pficemz oba byly upregulovany. DOCKS jiz byl spojen s ASD;
jeho nedostatek zptisobuje fadu imunitnich poruch (Su, Jing & Zhang, 2011). DOCK2 je ¢asto
spojovan s neuroinflamaci a funkci mikroglii (Shi, 2013). Opét bylo zjisténo, ze vSechny tyto
geny se nachazi v blizkosti ur€itych mobilnich elementl: exprese DOCK2 je potencialné
kontrolovan elementem MLT1J vzdalenym 2129 bp od TSS, s vloZzenymi L2 elementy v
blizkosti; DOCKS8 elementem MLT1J vzdalenym 18 kb od TSS, s L2 elementy a MER4B
elementem v blizkosti. Jelikoz DOCK2 dosud nebyl s patogenezi ASD spojen, mohl by
teoreticky byt predmétem dalSiho zkoumani.

Takto vyraznd role imunity by mohla byt piekvapujici, protoze PAS jsou neinfekéni poruchy,
existuje v§ak mnoho teorii a funkct, které tuto souvislost vysvétluji. Jednou z nejrozsitené;jsich
teorii je model aktivace matetské imunity (MIA), ktery ma stdlou experimentalni podporu z
pokustli na hlodavcich (Brown et al., 2004). Tento model naznacuje, Ze zmény v neurovyvoji
potomstva jsou diisledkem matetské imunitni reakce na ur€it¢ onemocnéni. Tuto teorii dale
podporuje studie cytokinid, malych bunéénych signdlnich proteinii pisobicich jako
imunomodulacni a endokrinni signaliza¢ni molekuly, u kterych bylo prokéazano, ze se podileji
na neurovyvoji (Jones & Thomsen, 2013). Tyto prenatdlni imunitni zmény pak mohou
ptetrvavat do postnatalniho vyvoje, pficemz postnatalni dysregulace imunity u pacienti s PAS
je dobfe zdokumentovana (Meltzer & Van De Water, 2016). Tato fakta dokonce vedla védce k
nazoru, ze PAS by mélo byt klasifikovano jako autoimunitni onemocnéni (Ashwood et al.,
2011), pficemz dikazy siln€¢ naznacuji, Ze zénét a dysregulace imunitniho signalu mohou
vyznamné ovlivnit neuropsychiatrické chovani (Haroon et al., 2011). Role zanétu a dysregulace
imunity pravdépodobné tvoii velmi silnou ¢ast patogeneze PAS, coz bylo potvrzeno i nasimi
vysledky.

6.3 Webgestalt analyza

Provedli jsme analyzu ORA (Over expression analysis) a GSEA (Gene set enrichment anaysis)
v statistickém programu WebGestalt pomoci databazi pathway a gene ontology. Pro tyto
analyzy jsme vyuzili sady geni ziskané nasi DEA, stejné jako naSi analyzou obohaceni
mobilnich elementi. Jasny trend pozorovany v pribehu vSech analyz byla dysregulace riiznych
procesi souvisejicich s imunitni funkci, coz dale podporuje vyznamnou roli imunitniho
syst¢tmu v PAS. Vysledky poukazovaly na rizné drahy, konkrétn¢ draha interakce cytokint s
cytokinovymi receptory nebo dréha hematopoeticke linie, které byly pfitomny v priibéhu vSech
analyz datovych sad genli s urc¢itym mobilnich elementech v jejich blizkosti. Jelikoz
hematopoetické buiiky jsou multipotentni prekurzory schopné se vyvijet do vSech typt krvinek
a cytokiny tvofi signalni sit¢ odpovédné za fizeni imunitni odpovédi, coz opét posiluje zapojeni
mobilnich element do regulacnich aktivit pfispivajicich k dysregulaci imunitni aktivace u
pacientli s PAS.
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Z dysregulovanych drah analyzovanych ve statistickém programu WebGestalt byla jedna, ktera
byla obzvlasté vyznamna v souvislosti s nasi analyzou obohaceni ME, a to signalni draha TNF
(Tumor Necrosis Factor). TNF (také znamy jako TNF-a) je cytokin regulujici akutni imunitni
odpovéd’. Mnoho studii diive ukazalo zvySené hladiny TNF a dalSich zanétlivych cytokinti u
pacientii s PAS (Li et al., 2009), coz bylo v souladu s vysledky nasi analyzy DEA, jelikoz pravé
TNF-alfa byl upregulovan (padj = 0,125 a p-hodnota = 0,0133). Geny zapojené do drahy byly
konkrétné: CCL2, CCL20, CEBPB, CREB3L3, CSF1, CXCL2, CXCL3, FOS, ICAM1 a IL6.
Vsechny tyto geny mély alespoil jeden lokus z vySe uvedenych rodin mobilnich elementd v
tésné blizkosti (tj. v rdmci vzdalenosti umoznujici regulaéni dopad genu ME). TNF-alfa
konkrétné mél element MLT1J vzdéaleny 1059 bazovych part od TSS a elementy L2a, L2b a
L2c v té€sné blizkosti (nejvzdalenéjsi byl L2b s vzdalenosti 2400 bazovych pari).

Dalsi dysregulovanou drahou mozné spojenou s vlivem ME byla draha diferenciace
osteoklasti, ktera byla jiz diive spojena s pacienty s PAS (Neueymer et al., 2017; Rahman et
al., 2020). Osteoklasty jsou butiky, které degraduji kostni tkan, pro iniciaci normalni remodelaci
kosti a umoznuji ztratu kosti v patologickych podminkach zvySenim své resorpéni aktivity
(Boyce et al., 2009). Vé&ii se, Ze jsou akutnimi / vrozenymi reguldtory imunity uvniti kosti
(Boyce, 2013). Opét vSechny geny mély alespoi jeden z prozkoumanych ME v jejich blizkosti.
Mezi témito geny muzeme najit gen CSF1 (Colony stimulating factor 1), ktery byl diive spojen
s PAS kviili svym regula¢nim schopnostem na mikrogliich (Kana et al., 2019; Fan et al., 2023).
Tento gen by mohl byt regulovan elementem MER4B vzdalenym 35 kb od TSS, stejné jako
elementem L2c, vzdalenym 759 bazovych part. Jeho receptor, CSF1R, byl také upregulovan
(padj = 0,125, p-hodnota =0,0133) s elementem MER4B vzdéalenym 93 kb, L2b 1244 bazovych
parti a L2c 6155 bazovych part. Tato silnd asociace specifickych drah implikovanych v PAS
se studovanymi ME proto podnécuje dalsi vyzkum tohoto tématu na molekularni Grovni.

Imunitni dréha, kterd byla pravdépodobné statisticky nejvyznamnéjsi v nasich analyzach, i z
hlediska patogeneze PAS, byla drdha interakce cytokind s cytokinovymi receptory. Cytokiny
tvofi rozmanitou sadu signalnich molekul odpovédnych za fizeni imunitni odpovédi.
Dysregulace cytokint byla diive jiz spojena s PAS (Goines & Ashwood, 2012) a neuropoetické
cytokiny (IL6, IL-B, IFN-y atd.) se podileji na neurovyvoji a neuronalni funkci, kromé toho, ze
jsou neuro-imunitnimi mediatory. Zajimavé je, Ze podle nasich vysledki DEA byla exprese
interferonu gamma (IFN-y) relativné nezménéna, na rozdil od jinych studii (Li et al., 2009).
Naopak, interleukin 6 (IL6) byl dle ocekavani vyznamné upregulovan. Interleukin 6 ma také v
blizkosti nékolik prozkoumanych elementii: MLT1J (68 kb od TSS), MER4B (18 kb), L2a (6
kb), L2b (4 kb) a L2c (8 kb). Jelikoz bylo prokazano, ze elementy L2 mohou fungovat jako
specifické silencery v T-buiikach (Donnelly et al., 1999), l1ze ocekavat, ze jejich dysfunkce by
méla za nasledek upregulaci daného genu, jak vidime u vSech vySe uvedenych drah. Elementy
MER4 byly dfive spojeny s regulaci imunitni odpovédi (Cancer, 2022), je tedy logické, ze jejich
dysfunkce by ovlivnila expresi urCitych genti. MLT1J na druhou stranu je novinkou v
souvislosti s exprese gent souvisejicich s imunitou a vyzaduje dalsi studium.

V této studii jsme pozorovali velmi vyraznou asociaci imunitni funkce s patogenezi PAS,
zejména pokud jde o vliv ME na expresi urCitych gentl, z nichz vétSina je spojena s imunitni
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odpovédi. Podle vysledkd analyzy statistickym programem WebGestalt, byla vétSina gent v
tésné blizkosti urcitého transpozonu (pro elementy L2: 10 kb, pro elementy ERV — MER4B a
MLTI1J: 125 kb), zapojena do stejnych ¢i podobnych drah (Obrazek 18 & 19). Jak jsme
pozorovali, vétSina gent, které byly u pacientii s PAS vyznamn¢ upregulovany a byly spojeny
s imunitou, mé¢la v jejich blizkosti alesponi jeden mobilni element. Mizeme tedy teoretizovat,
Ze mechanismy fidici regulacni procesy, jako je metylace ¢i vazani represort na silencery, by
mohly byt u pacientd s PAS potencialné dysfunkéni, coz by vedlo k nasledné dysregulaci gent
implikovanych v PAS.

6.4 KZNF analyza

Proteiny KRAB zinc-finger (KZNFs) jsou transkripni faktory, které zprostiedkovavaji
metylaci na transpozonech (Dopkins et al., 2022). Pii pozorovani jejich exprese pomoci dat
ziskanych z nasi DEA, naSe ocekavani bylo najit dysregulované KZNFs, které by byly vétSinou
downregulovany, pravé z divodu jejich represorové funkce, coz by odpovidalo vétSinovému
trendu upregulace DEGs. Tato analyza ptinesla zajimavé, ale vétSinou protichtidné vysledky,
protoze vétSina lidskych KZNFs nebyla vyznamné dysregulovéana. Ty, které byly vyznamné
(padj<0,05), byly vyhradné upregulovany a nebyly u nich nalezeny zddné vyznamné regulacni
funkce v souvislosti s nalezenymi elementy. Stoji vSak za zminku, ze KZNFs a jejich
korepresory (KAP1 a SETDBI1) mohou podstoupit post-translacni modifikace ménici jejich
schopnost vazat se na DNA (Singh et al., 2015; Ecco et al., 2017). Takze nase analyza RNA-
seq nemusi byt dostatecna k detekci post-translacnich modifikaci potlacujicich metylaci
mobilnich elementd, kterd by vyzadovala proteomickou analyzu. Vzhledem ke sloZitosti vSech
mechanismi fidicich metylaci mobilnich elementd (Obrazek 8, Dopkins et al., 2022) je mozné,
ze zde jsou zapojeny také jiné mechanismy fidici jejich aktivitu.
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7 ZAVER

Celkové vzato nase vysledky potvrzuji vyznam drahy vrozeného imunitniho systému v
patologii poruch autistického spektra (PAS), zejména pokud jde o signalizaci a interakce
zvySené jejich pfitomnosti u pacientl s PAS, véfime, Ze transpozony mohou ¢astecné
ovliviiovat exprese gentll spojenych s PAS. Dysregulace téchto genil u jedincti s PAS miize byt
zpusobena zménami v mechanismech kontroly enhancrovych funkci ME, jako je metylace,
zprostitedkovavana nejen KRAB zinc-finger proteiny (KZNFs). Nicméné na tUrovni
transkriptomu jsme nebyli schopni tuto dysfunkci objasnit a pokud je pfitomna, musi byt
odhalena podrobnéjSi proteomikou, kterd zohlednuje jejich sklon k post-translacnim
modifikacim. Dale jsme také zjistili moznou ucast elementi MER4B, L2a, b, c a MLT1]J,
jejichz souvislosti s regulaci exprese gent u pacientll s PAS dosud nebyly Siroce diskutovany.
MLT1J je naprostou novelou, jejiz regulacni funkce byla popséna pouze velmi stru¢né. Jak bylo
jiz uvedeno, dysregulace imunitniho systému byla nékolikrat spojena s PAS, avSak malo studii
skutecné objasnilo mechanismy, které se na této dysregulaci podileji. Nase studie proto
poskytuje funkéni hypotézu, kterd zahrnuje transpozony jako jedny z hlavnich regulacnich
Ciniteld zapojené do této dysregulace, coz bylo siln€ podpofeno nasimi vysledky. Vzhledem k
tomu, Ze genetické pochopeni PAS je vyrazné omezeno a jakékoli diagnosticka/terapeuticka
technika spojena s nim mtize byt z velké ¢asti nespolehliva, je rozsifeni tohoto pochopeni
potifebné. Nase studie tedy poskytla zvySené pochopeni PAS, na kterém budou moci budouci
studie dale rozvijet, aby v budoucnu objevily zminéna diagnosticka/terapeutické opatteni, nyni
s ohledem i na retrotranspozony.
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Tabulka 3: 20 nejvyznamnéjSich DEGs

11 DODATECNE MATERIALY

Gene log2foldchange padj
HSPAG6 6.742830705 4.89E-08
LILRB1 1.544099947 1.67E-05
SERPINA3 5.479184159 1.74E-05
MYO1F 1.392726278 1.74E-05
SOCSs3 4.789054053 1.74E-05
NFAM1 1.445331709 8.73E-05
SPI1 1.550025319 | 0.000100951
HSPB1 3.222392434 | 0.000170027
TCIRG1 1.523212939 | 0.000170027
C6orf118 1.683656292 0.00017943
AL590004.4 2.456052603 0.00026473
APBB1IP 0.762710868 0.000367059
BAG3 3.201857703 0.000367059
ciQcC 1.741061094 0.000367059
CD300A 1.525471997 | 0.000367059
GADDA45G 1.684762227 | 0.000367059
IL411 3.039681588 | 0.000367059
CYTH4 1.026436824 | 0.000379693
FERMT3 1.962996827 | 0.000379693
HMOX1 2.52889814 0.000379693
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Tabulka 4: 38 genu spolecnych mezi SFARI databazi a nasi DEA analyzou

Gene log2foldchange padj
PLAUR 2.076229 0.001348
KIF14 2.34666 0.001798
OXTR 1.266873 0.002516
SAMD11 2.684744 0.003002
VSIG4 1.793395 0.006193
VDR 1.957599 0.00847
ITGB3 1.705584 0.008652
WDFY4 0.681238 0.00952
DNAH3 1.541515 0.010605
FRG1 -0.48866 0.01287
RAB43 0.989176 0.013658
THBS1 1.912165 0.014585
LILRB2 1.674646 0.014938
SERPINE1 1.773329 0.015976
SLC25A39 0.413351 0.021373
C4B 1.417469 0.022326
CASZ1 1.22086 0.022405
DOCKS8 0.725424 0.022582
HTR3C 2.296258 0.023435
CAPN12 1.994578 0.024523
FLNA 1.033951 0.024768
MSR1 1.921686 0.02716
PLXNA3 0.921622 0.027547
CADPS2 -1.04827 0.032307
SLC7A7 0.86719 0.034642
MYO9B 1.031784 0.037218
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ITPR1 -0.68842 0.039086
GFAP 1.303191 0.040541
Gene log2foldchange padj
SPP2 1.181912 0.044019
KCNJ15 1.62182 0.044265
PDCD1 2.025691 0.045663
CCIN 1.547621 0.045769
PHF8 0.704985 0.047358
ZNF462 0.570131 0.048412
ARHGEF10 0.794159 0.049458
PIK3R2 1.25101 0.049974
RNF135 0.539635 0.049974
IKZF1 0.819391 0.049987
Tabulka 5: Vysledky ORA, Pathway analyzy
Gene Set Description Ratio P Value
hsa04380 Osteoclast 4,7444 3,33E-16
differentiation
hsa05150 Sl OEOCET 4,6895 1,19E-07
aureus infection
hsa04668 TNF signaling 3,4318 1,31E-07
pathway
hsa04060 GGl 23447 1.43E-07
receptor interaction
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hsa05133 Pertussis 3,8873 4,42E-07
Gene Set Description Ratio P Value
hsa05134 Legionellosis 4,4763 5,81E-07
Kaposi sarcoma-
hsa05167 associated 2,559 2,2574E-06
herpesvirus
infection
hsa05152 Tuberculosis 2,5674 3,1708E-06
hsa04218 Cellular senescence 2,6671 3,4836E-06
Complement and
hsa04610 coagulation 3,5319 3,8442E-06
cascades
hsa05140 Leishmaniasis 3,5488 6,9446E-06
Leukocyte
hsa04670 transendothelial 2,9309 0,000011276
migration
hsa04010 MAPK signaling 2,0586 0,000018352
pathway
hsa04621 NOD-like receptor 2,4424 0,000025973

signaling pathway
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C-type lectin
hsa04625 receptor signaling 2,8407 0,000047725
pathway
Gene Set Description Ratio P Value
hsa05146 Amoebiasis 2,9065 0,000057213
hsa05418 Fluid shear stress 2,4976 0,000082438
and atherosclerosis
Fc gamma R-
hsa04666 mediated 2,8858 0,00010291
phagocytosis
hsa05144 Malaria 3,6846 0,00013374
hsa05221 A E DT 3,2329 0,00013984
leukemia
Tabulka 6: Vysledky ORA, Gene Ontology analyzy
Gene Set Description Ratio P Value
G0:0002521 leukocyte 2,9306 <2.2e-16
’ differentiation ’ o
GO:0042110 T cell activation 2,9157 9,99E-16
G0:0050900 leukocyte 3,0066 9,99E-16
migration
GO0:0034341 _fesponse fo 4,0377 2,26E-14
interferon-gamma
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positive regulation

G0:0031349 2,8141 1,04E-13
of defense response
Gene Set Description Ratio P Value
immune response-
GO:0002764 regulating 2,6774 1,15E-13
signaling pathway
regulation of
G0:0002694 leukocyte 2,6593 2,44E-13
activation
positive regulation
G0:0032103 of response to 3,175 8,36E-13
external stimulus
G0:0002446 neutrophil 2,5789 1,03E-12
mediated immunity
G0:0002250 adaptive immune 2,8412 1,16E-12
response
positive regulation
GO:0001819 of cytokine 2,7356 1,45E-12
production
G0:0036230 granulocyte 2,5583 1,50E-12
activation
G0:0007159 leukocyte cell-cell 3,0378 1,55E-12
adhesion
G0:0002449 lymphocyte 3,2573 3,10E-11
mediated immunity
regulation of
G0:0002697 immune effector 2,696 3,66E-11
process
response to
GO0:0002237 molecule of 2,819 6,60E-11
bacterial origin
G0O:0006909 phagocytosis 3,1759 1,20E-10
) regulation of cell-
G0:0022407 2,6313 1,39E-10

cell adhesion
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extracellular
GO0:0043062 structure 2,568 2,29E-10
organization
Gene Set Description Ratio P Value
G0:1903706 I off 2,5908 2,47E-10
hemopoiesis
Tabulka 7: Vysledky GSEA, Pathway analyzy
Gene Set Description P Value NES
Cytokine-cytokine
hsa04060 receptor interaction <2.2¢-16 2,3353
hsa05144 Malaria <2.2e-16 2,2689
Staphylococcus
hsa05150 aureus infection <2.2¢-16 2,2471
Complement and
lhebeld coagulation cascades 2 2,1828
hsa05134 Legionellosis <2.2e-16 2,1622
Osteoclast
hsa04380 differentiation <2.2¢-16 2,1366
NF-kappa B signaling
hsa04064 pathway <2.2e-16 2,1151
hsa04640 Hematopoietic cell <2 2e-16 20202
lineage ' !
Inflammatory bowel
hsa05321 discase (IBD) <2.2e-16 1,9687
hsa05140 Leishmaniasis <2.2e-16 1,9664
hsa04136 Autophagy <2.2e-16 -2,29
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hsa05016 Huntington disease <2.2e-16 -2,3038
Gene Set Description P Value NES
hsa04714 Thermogenesis <2.2e-16 -2,3949
Citrate cycle (TCA
hsa00020 7o) <2.2e-16 -2,5281
hsa05010 Alzheimer disease <2.2e-16 -2,738
Oxidative
hsa00190 phosphorylation <2.2e-16 -3,0513
hsa05012 Parkinson disease <2.2e-16 -3,1034
Transcriptional
hsa05202 misregulation in <2.2e-16 1,8976
cancer
TNF signaling
hsa04668 pathway <2.2e-16 1,8849
Primary
hsa05340 immunodeficiency <2.2¢-16 1,8493
hsa05323 Rheumatoid arthritis <2.2e-16 1,8797
Leukocyte
hsa04670 transendothelial <2.2e-16 1,8615
migration
Protein digestion and
hsa04974 absorption <2.2e-16 1,8605
hsa05217 Basal cell carcinoma <2.2e-16 1,8577
JAK-STAT signaling
hsa04630 pathway <2.2e-16 1,8495
hsa00620 Pyruvate metabolism <2.2e-16 -2,0819
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Retrograde

hsa04723 endocannabinoid <2.2e-16 -2,0833
signaling
Gene Set Description P Value NES
Intestinal immune

hsa04672 network for IgA <2.2e-16 1,8256
production

hsa05133 Pertussis <2.2e-16 1,8218

Cardiac muscle
hsa04260 contraction <2.2e-16 -2,0029
Aminoacyl-tRNA

hsa00970 biosynthesis <2.2e-16 -2,0204

hsa01200 Carbon metabolism <2.2e-16 -2,0046
Long-term

hsa04720 potentiation <2.2¢-16 -1,9746

Non-alcoholic fatty

hsa04932 liver disease <2.2e-16 -1,9841
(NAFLD)

hsa04140 Autophagy <2.2e-16 -1,9629
Propanoate

hsa00640 metabolism <2.2¢-16 -1,9351

hsa04146 Peroxisome <2.2e-16 -1,9163

hsa00730 Thiamine metabolism 0,01107 -1,7938

hsa04710 Circadian rhythm <2.2e-16 -1,7978

Nucleotide excision
hsa03420 — <2.2e-16 -1,7787
hsa03420 Nucleotide excision <22¢-16 17787

repair




Tabulka 8: Vysledky GSEA, Gene Ontology analyzy

Gene Set Description NES P Value
GO:0042107 cytokine metabolic 2.1961 <2.2¢-16
pI'OCGSS
GO:0034341 | response o 2,1832 <2.2¢-16
interferon-gamma
GO:0034340 response to type I 21112 <22e-16
interferon
G0:0032635 el g5 2,1059 <2.2¢-16
production
G0:0002526 acute inflammatory 2.1007 <2.2e-16
response
G0:0002250 2slpily® e 2,0979 <2.2e-16
response
G0:0002449 lymphocyte mediated 20911 <2.2e-16
immunity
G0:0032623 e 2,0881 <2.2e-16
production
G0:0050866 negative regulation of 2.0794 <2.2e-16
cell activation
lymphocyte
GO:0002285 activation involved in 2,0592 <2.2e-16
immune response
GO0:0034612 response to tumor 2,0503 <2.2e-16
necrosis factor
pri-miRNA
GO:0061614 transcription by RNA 2,0404 <2.2e-16
polymerase I1
G0:0060326 cell chemotaxis 2,0386 <2.2e-16
G0:0002448 st el mmetlaifed 2,0375 <2.2e-16

immunity
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GO:0045576 mast cell activation 2,0353 <2.2e-16
Gene Set Description NES P Value
GO:0002237 | Tesponse to molecule 2,0302 <22e-16
of bacterial origin
G0:0032637 interleukin-§ 2,0249 <2.2e-16
production
tumor necrosis factor
G0:0071706 superfamily cytokine 2,0242 <2.2e-16
production
nucleoside
G0:0009123 monophosphate -2,3048 <2.2e-16
metabolic process
nucleoside
GO:0009141 triphosphate -2,3085 <2.2e-16
metabolic process
GO:0006399 (RNA metabolic 24421 <2.2e-16
process
G0:0072350 tricarboxylic acid -2,4877 <2.2¢-16
metabolic process
GO:0006414 translational -2,5372 <2.2¢-16
elongation
NADH
G0:0010257 dehydrogenase -2,8068 <2.2e-16
complex assembly
mitochondrial
G0O:0033108 respiratory chain -2,8575 <2.2e-16
complex assembly
GO:0140053 mitochondrial gene -2,8656 <2.2e-16
expression
G0:0050900 leukocyte migration 2,0098 <2.2e-16
GO:0006959 humoral immune 2,0148 <2.2e-16
response
G0:0106030 neuron projection 22,2215 <2.2e-16
fasciculation
GO0:0010644 cell communication -2,2035 <2.2¢-16

by electrical coupling
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G0:0099504 synaptic vesicle cycle -2,1538 <2.2e-16
Gene Set Description NES P Value
G0:0000959 mitochondrial RNA 22,0726 <2.2e-16
metabolic process
G0:0099003 vesicle-mediated -2,0874 <2.2¢-16
transport 1n synapse
GO0:0007034 vacuolar transport -2,0814 <2.2e-16
generation of
GO0:0006091 precursor metabolites -2,0649 <2.2e-16
and energy
GO:.0031163 | metallo-sulfur cluster 2,0186 <2.2e-16
assembly
GO:0051648 vesicle localization -2,0047 <2.2e-16
G0:0106027 neuron projection -1,9661 <2.2¢-16
organization
Golgi vesicle
GO:0048193 -1,9249 <2.2e-16
transport
GO0O:0035640 exploration behavior -1,9051 0,0046948
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