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Poremecaj iz spektra autizma
- koje su veze s nasljednim metabolickim bolestima?
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SAZETAK. Poremecaj iz spektra autizma (PSA) kompleksan je neurobioloski poremecaj koji zapocinje u ranom
djetinjstvu i obiljeZen je poteskocama u socijalnoj interakciji, komunikaciji uz ogranicene, ponavljajuce obrasce
ponasanja. Ima Sirok spektar razlicitih simptoma. Epidemioloska istrazivanja pokazuju trend snaznog rasta godis-
nje prevalencije PSA-a. Genetska podloga bolesti definirana je kod oko 10 — 20% pacijenata. Etioloska osnova
PSA-a predmet je brojnih istrazivanja, a tijekom posljednjih dvadesetak godina fokus mnogih studija usmjeren je
na mehanizme epigenetske disrequlacije. PSA je prema danasnjim spoznajama multifaktorska bolest, a nastaje
kao rezultat interakdje razlicitih genetskih i okoliSnih Gimbenika. Ovi cimbenici utjecu na specificne neuronske
krugove, oksidativni stres, neuroinflamaciju i disfunkciju mitohondrija. Time se remeti razvoj 7ivéanog sustava,
stvaranje sinapsi, povezanost izmedu regija mozga i velicina mozga. Nesindromska forma PSA-a odnosi se na
pojedince koji osim klinickih elemenata PSA-a nemaju druga pridruZena obiljeZja. Prevalencija nasljednih meta-
bolickih bolesti povezanih s nesindromskim PSA-om je niska (<0,5%) i stoga ukazuje na slabu isplativost
sustavne metabolicke obrade istih. Glavni biokemijski mehanizmi predlozeni u PSA-u ukljucuju disfunkciju mito-
hondrija, oksidativni stres, oslabljen kapacitet metilacije i promijenjeni metabolizam aminokiselina. Metabolo-
mickom dijagnostikom moqu se pratiti brze dnevne varijacije u metabolickim procesima, ¢ime se moZe procijeniti
slozen odnos izmedu etiologije bolesti i fiziologije organizma pruzajuci sveobuhvatan funkcionalni fenotip, no
primjena metabolomickih analiza u klinickoj praksi jos je daleko od primjene u klinickoj dijagnostickoj rutini.

SUMMARY. Autism spectrum disorder (ASD) is a complex neurobiological disorder that begins in early childhood
and is characterized by difficulties in social interaction, communication with limited, repetitive patterns of behav-
ior. It has a wide spectrum of different symptoms. Epidemiological studies suggested a trend of strong growth in
the annual prevalence of ASD. The genetic basis of the disease is defined in about 10—20% of patients. The etio-
logical basis of ASD is the subject of numerous studies, and during the last twenty years the focus of many studies
has been on the mechanisms of epigenetic dysregulation. According to today’s knowledge, ASD is a multifactorial
disease, which arises as a result of the interaction of various genetic and environmental factors. These factors
affect specific neuronal circuits, oxidative stress, neuroinflammation, mitochondrial dysfunction. This disrupts the
development of the nervous system, the formation of synapses, the connection between brain regions and the
size of the brain. The non-syndromic form of ASD refers to individuals who, apart from the clinical elements of
ASD, have no other associated features. The prevalence of hereditary metabolic diseases associated with non-
syndromic ASD is low (<0.5%) and therefore indicates a low cost-effectiveness of systemic metabolic treatment.
The main biochemical mechanisms proposed in ASD include mitochondrial dysfunction, oxidative stress, impaired
methylation capacity, and altered amino acid metabolism. Metabolomic diagnostics can monitor rapid daily
variations in metabolic processes, which can assess the complex relationship between the etiology of the disease
and the physiology of the organism, providing a comprehensive functional phenotype, but the application of
metabolomic analyzes in clinical practice is still far from being used in clinical diagnostic routine.

Poremecaj iz spektra autizma (PSA) kompleksan je
neurobioloski poremecaj koji zapocinje u ranom dje-
tinjstvu i obiljezen je potesko¢ama u socijalnoj in-
terakciji, komunikaciji uz ogranic¢ene, ponavljajuce
obrasce ponasanja. Ima $irok spektar simptoma te se
moze razlikovati od osobe do osobe. Nije stanje koje se
moze ,izlijeciti, no uz intervencije i podrske moze se
znacajno poboljsati kvaliteta Zivota osoba s autizmom
i njihovih obitelji. Revidiranom verzijom Dijagnosti¢-

kog i statistickog priru¢nika za mentalne poremecaje
- 5 (DSM-5-TR) poremecaj je heterogen i obiljezen
trajnim nedostatkom u reciproc¢noj drustvenoj komu-
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nikaciji i socijalnoj interakciji (Kriterij A) i ograniceni
i/ili ponavljajuci obrasci ponasanja, interesa ili aktiv-
nosti (Kriterij B), prisutni od ranog djetinjstva (Krite-
rij C) koji uzrokuju klini¢ki znacajna ostecenja u dru-
$tvenim, profesionalnim ili drugim vaznim podrucji-
ma trenutnog funkcioniranja (Kriterij D). Uz rijec
»autizam“ dodatno je ubacena i rije¢ ,spektar jer po-
stoji velika varijabilnost u tezini i uzorku simptoma,
napredovanju bolesti i prognozi.'

Prevalencija PSA-a

Epidemiolos$ka istrazivanja pokazuju trend snaznog
rasta godi$nje prevalencije PSA-a. Procjene prevalen-
cije takoder se jako razlikuju medu studijama iz razli-
¢itih zemalja, u rasponu od manje od 0,2% u Kini i
Italiji do 2,7% u Juznoj Koreji.? Prema americkom
Centru za kontrolu i prevenciju bolesti (engl. Center
for Disease Control and Prevention, CDC) prevalencija
PSA-a znacajno je porasla te sada jedno od 36 djece u
SAD-u ima poremecaj iz spektra autizma. CDC je od
2004 godine uveo mrezu za pracenje autizma i razvoj-
nih poteskoca (engl. Autism and Developmental Disa-
bilities Monitoring, ADDM). Prvo izvjesce iz 2004.
imalo je prevalenciju od 1 na 166 djece, a taj se broj do
kraja 2023. povecao za 417% otkada je CDC poceo
pracenje. Oko cetiri puta je ¢e$¢i kod muskaraca nego
kod zena.’ Ovakav trend porasta svakako nije zato $to
bolje dijagnosticiramo, jer da dijete razvojno odstupa
vidi i roditelj ili ¢lan obitelji koji nema medicinsku na-
obrazbu. Isto tako, kroz dvadesetak godina nije doslo
do tako dramati¢ne promjene DNA osnove da bi se
genetickim uzrocima objasnila etiologija.

Geneticke promjene
kod PSA-a

Studije sekvenciranja cijelog egzoma (engl. whole
exome sequencing, WES) dobro su opisale vise od 100
gena rizika za PSA, ¢ime je genetska podloga bolesti
definirana kod oko 10 - 20% osoba s PSA-om.* Vari-
jante na razini nuklearne sekvence identificirane su
kod 52%, strukturne nuklearne varijante kod 46%, a
2% bile su mitohondrijske varijante.” Sekvenciranje
egzoma (WES) je stoga klinicki dijagnosticki test za
osobe s neurorazvojnim poremecajima, ukljucujudi
PSA, s molekularnim dijagnostickom prinosom od
16% za PSA.° Dodatno, kromosomski mikronizovi
(engl. chromosomal microarray analysis, CMA) otkrili
su definitivho patogene varijante broja kopija (engl.
copy number variation, CNV) u 5,4% do 14% osoba s
PSA-om.” De novo varijante u nekodiraju¢im regijama
genoma, posebno gena promotora, donose takoder
nove spoznaje etiopatogeneze PSA-a, te su u tijeku i
nove studije sekvenciranja cijelog genoma (engl.
Whole Genom Sequencing, WGS) za osobe s PSA-om.?
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Uloga epigenetickih promjena
kod PSA-a

Upravo radi otvorenih pitanja etioloske osnove PSA
je predmet brojnih istrazivanja, a tijekom posljednjih
dvadesetak godina fokus mnogih studija usmjeren je
na mehanizme epigenetske disregulacije, promjena
aktivnosti gena bez utjecaja na sekvencu DNA. Na gra-
nici izmedu genetskih i okolisnih utjecaja, istrazivanje
epigenetskih modifikacija kao $to je metilacija DNA
otkriva nove uvide koji nisu vidljivi u sekvenci DNA.
Epigenetika je integrirana s genetikom, jer geneticka
varijacija ¢esto utjece na epigenetsku varijaciju.” Oko-
lisni ¢imbenici djeluju mijenjanjem odgovarajuc¢ih
obrazaca ekspresije gena, te mogu ostaviti karakteri-
sticne ,,potpise” na razini epigenetskih modifikacija
koje ostavljaju dugotrajne ucinke na ekspresiju gena,
osobito kada se izlozenost dogodi za vrijeme intraute-
rinog razvoja ili u ranom postnatalnom Zivotu.'” DNA
metilacija je naj¢e$¢e proucavana epigenetska modifi-
kacija u genomskim studijama PSA-a jer je DNA meti-
lacija relativno stabilna oznaka u tkivima, u odnosu na
RNA ili histonske modifikacije. Bioloski gledano, me-
tilacija DNA u ljudskom genomu vrlo je obilna, u ko-
relaciji je s drugim epigenetskim procesima ukljucuju-
¢i modifikacije kromatina i histona."' PSA je prema
danasnjim spoznajama multifaktorska bolest, a nastaje
kao rezultat interakcije razlicitih genetskih i okolisnih
¢imbenika. Ovi ¢imbenici utje¢u na specifi¢cne neu-
ronske krugove, oksidativni stres, neuroinflamaciju i
disfunkciju mitohondrija. Time se remeti razvoj zivca-
nog sustava, stvaranje sinapsi, povezanost izmedu re-
gija mozga i veli¢ina mozga.

Poodmakla dob roditelja jedan je od najdosljednije
identificiranih perinatalnih ¢imbenika rizika za pore-
mecaj iz autisticnog spektra.'” Vecina studija opisuje
povecanje rizika za dob majke iznad 35 godina, a oca
iznad 40 godina. Povecanje PSA-a nije bilo ograni¢eno
samo na poodmaklu dob oca ili majke, ve¢ i na razlike
u dobi roditelja, ukljucujuc¢i mlade ili starije roditelje
iste dobi, kao i roditelje razli¢ite dobi.'>** Ostali ¢imbe-
nici rizika koji su danas dobro poznati, a utje¢u na
promjenu epigenetskih obrazaca jesu prenatalna upo-
raba lijekova, posebno antidepresiva i antiepileptika,
autoimune bolesti u trudno¢i kao $to su dijabetes i hi-
potireoza te infekcije u trudno¢i.’* Okolinski ¢cimbeni-
ci imaju vaznu, no nerijetko i krivo interpretiranu
ulogu. Posebno roditelji tijekom procesa suocavanja s
¢injenicom da njihovo dijete ima PSA sami istrazuju
uzroke i nerijetko prihvacaju i zagovaraju teorije koje
nisu nuzno potkrijepljene rezultatima znanstvenih
istrazivanja. Kada se spomene termin ,,okolinski uzro-
ci“ to se moze odnositi na bilo koji ¢imbenik koji moze
utjecati na nastanak PSA-a. Rano izlaganje kemijskim
stresorima uklju¢ujuci olovo, bisfenol A, etanol, fluok-
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setin hidroklorid moze potaknuti ili pogorsati PSA.
IzloZenost zagadivacima zraka iz okoliSa pri rodenju ili
izlozenost djeteta duhanskom dimu takoder doprinosi
promjenama epigenetskih odgovora.'®

Nasljedne metabolicke bolesti i PSA

Autizam i nasljedne metabolicke bolesti dva su raz-
licita stanja, ali mogu biti povezana na odredene na-
¢ine. Iako je svaki nasljedni metabolicki poremecaj
(engl. inherited metabolic disorders, IMD) rijedak za-
sebno, zajedno kao skupina bolesti imaju kombiniranu
incidenciju od 1:800 do 1:2.500.' Temeljno je potreb-
no razlikovati dva tipa PSA-a: sindromsku varijantu,
kada pojedinac s PSA-om ima i druge komorbiditete
kao $to su epilepsija, motoricki deficiti, dismorficna
obiljezja, i druge manifestacije ili bolesti koje mogu
doprinijeti autisticnom fenotipu. Nesindromska forma
PSA-a odnosi se na pojedince koji osim klinickih ele-
menata PSA-a nemaju druga pridruzena obiljezja.
Prevalencija IMD-a medu osobama s PSA-om procije-
njena je u razli¢itim studijama, u rasponu od 0,7% do
2,7%." Poznate su IMD ¢ija klinicka prezentacija uk-
ljucuje i PSA, no vecina njih daje i druga klinicka od-
stupanja te se prepoznaju temeljem klinicke slike koja
je vi$e ili manje dio simptoma pojedinog IMD-a. Pore-
mecaji metabolizma i transporta aminokiselina kao
§to su fenilketonurija, homocistinurija, nedostatak
S-adenozilhomocistein hidrolaze, nedostatak razgra-
natog lanca a-ketokiselinske dehidrogenaze kinaze;
poremecaji ciklusa ureje; neke organske acidurije kao
§to su propionska acidurija, L-2 hidroksiglutarna
acidurija; defekti biosinteze kolesterola (Smith-Lemli-
Opitzov sindrom); mitohondrijski poremecaji (mito-
hondrijska encefalomiopatija, laktacidoza i mozdani
udar epizode — MELAS sindrom); poremecaji neuro-
transmitera (nedostatak jantarne semialdehid dehi-
drogenaze); poremecaji metabolizma purina (nedo-
statak adenilosukcinat liaze [ADSL], Lesch-Nyhanov
sindrom); sindromi cerebralne deficijencije kreatina
(CCDS); poremecaji transporta i metabolizma folata
(cerebralni nedostatak folata, nedostatak metilentetra-
hidrofolat reduktaze); poremecaji lizosomalnog skla-
distenja (Sanfilippov sindrom, neuronske ceroidne
lipofuscinoze [NCL]); Niemann-Pickova bolest tipa C;
cerebrotendinozna ksantomatoza (CTX); poremecaji
metabolizma bakra (Wilsonova bolest); poremecaji
biosinteze hema (akutna intermitentna porfirija [AIP]
i bolesti nakupljanja zZeljeza u mozgu).'® Veéina nave-
denih IEM-a ima i drugu slozenu simptomatologiju, a
kognitivni poremecaj ili slika PSA-a u ovim okolnosti-
ma dio su Sireg fenotipa te je ocekivano da ce tijekom
obrade zbog drugih vodec¢ih simptoma pojedinog po-
remecaja primarna laboratorijska i metabolicka obra-
da ukazati na specifi¢cna odstupanja.
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Nesindromski PSA
i nasljedne metabolicke bolesti

Nasljedne metabolicke bolesti odnose se na pore-
mecaje metabolizma koji su uzrokovani genetskim
mutacijama koje za posljedicu imaju poremecaj nor-
malnih metaboli¢kih procesa. Kada razmatramo me-
tabolicku obradu koju uobicajeno provodimo kod
sumnje na neku IMD, ¢ini se da je dijagnosticki uc¢inak
metabolickih ispitivanja u bolesnika s izoliranim
PSA-om i bez klini¢kih simptoma nizak."”** U vrlo ri-
jetkim situacijama PSA se moze pojaviti kao izolirani
poremecaj na pocetku nekoliko IMD-a, kao $to je ne-
lije¢ena fenilketonurija koja je dio redovnoga novoro-
denackog probira u republici Hrvatskoj te eventualno
klasi¢na homocistinurija ili Sanfilippova bolest. Kod
nas se jos$ primjecuje da se i dalje rutinski provodi me-
tabolicki probir kod veceg broja bolesnika s PSA-om
bez obzira na izostanak pridruzenog klini¢kog feno-
tipa; ovo se prvenstveno odnosi na nesindromski oblik
PSA-a. Retrospektivna studija Schiffa i suradnika
istrazila je dobrobiti takvoga sustavnog probira kod
274 bolesnika s nesindromskim PSA-om. Kod svih pa-
cijenata ucinjen je probir na mukopolisaharidoze, uro-
dene pogreske metabolizma purina i pirimidina, sin-
drome nedostatka kreatina, organske acidurije i ami-
noacidopatije (mukopolisaharidi u urinu, purini i piri-
midini u urinu, kreatin i gvanidinoacetat u urinu,
organske kiseline u mokraci i aminokiseline u plazmi i
urinu). Ova najveca sveobuhvatna analiza pokazala je
da je u¢injenom metabolickom obradom provedenom
na uzorku od 274 pacijenta s dijagnozom nesindrom-
skog PSA-a kod svega jednog pacijenta verificirano
trajno izluc¢ivanje 3-metilglutakoni¢ne kiseline mokra-
¢om. Dakle, negativni rezultati bili su kod 99,5% paci-
jenata, $to se zapravo ne razlikuje od procijenjene pre-
valencije IMD-a u op¢oj populaciji. Ovi rezultati suge-
riraju da je prevalencija IMD-a povezanog s nesin-
dromskim PSA-om niska (<0,5%) i stoga ukazuju na
slabu isplativost njihove sustavne metabolicke obra-
de.’*? Sli¢na opazanja imam i u osobnoj klinickoj
praksi, gdje sam na pocetku svoga rada gotovo svoj
nesindromskoj djeci sa PSA-om radila metabolicku
obradu ipak manjeg opsega nego u studiji Schiffa i su-
radnika (organske kiseline, aminokiseline, krnitin,
profil acilkrnitina) te nisam imala pozitivne rezultate,
zbog ¢ega ve¢ dulji niz godina ne provodim vise ova-
kav sustavni pristup jer nema klinicka opravdanja.
Klju¢na je pazljiva klinicka procjena, uz opreznu po-
novnu procjenu klini¢kih znakova. Takva medicinska
praksa ¢ini se razumnijom od skupe sustavne obrade.

Disfunkcija mitohondrija
i metabolomika kod PSA-a

Glavni biokemijski mehanizmi predlozeni u PSA-u
ukljucuju disfunkciju mitohondrija*, oksidativni stres,
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oslabljen kapacitet metilacije” i promijenjen metaboli-
zam aminokiselina.** Istrazivanja ukazuju da su paci-
jenti s PSA-om imali te metabolicke abnormalnosti u
regijama mozga uklju¢enim u govornu i slu$nu obra-
du, socijalno ponasanje, senzornu i motoricku koordi-
naciju i pamcenje, $to su klju¢ni simptomi PSA-a.”
Nekoliko mitohondrijskih funkcionalnih biomarkera,
kao $to su laktat, piruvat, karnitin i ubikinon, znac¢ajno
su promijenjeni kod PSA-a, dok neki ¢ak koreliraju s
tezinom poremecaja.’"* Poznato je da mitohondriji
proizvode vecinu stani¢ne energije putem oksidativne
fosforilacije te su vazan izvor reaktivnih vrsta kisika
(engl. reactive oxygen species, ROS). Osim proizvodnje
energije, mitohondriji igraju vitalnu ulogu u homeo-
stazi kalcija, imunoloskim i upalnim odgovorima, rav-
notezi oksidacijsko-redukcijskih procesa i apoptozi.
Mitohondriji imaju vlastiti genom (mtDNA), koji ko-
dira 37 bitnih gena za pravilne mitohondrijske i sta-
ni¢ne funkcije. Prema nekim novijim istrazivanja go-
tovo 80% bolesnika s PSA-om ima neki oblik mito-
hondrijske disfunkcije, no ne i klasi¢nu mitohondrij-
sku bolest, pa je ona aktualno referirana kao klju¢na u
patogenezi PSA-a.?* Mitohondrijska disfunkcija moze
biti uzrokovana primarnom disfunkcijom koja je
uzrokovana mutacijom u genu koji izravno sudjeluje u
proizvodnji ATP-a i sekundarnom disfunkcijom uzro-
kovanom drugim genetskim, metabolickim i bioke-
mijskim abnormalnostima koje utje¢u na sposobnost
mitohondrija da generiraju ATP.* Biokemijske studije
ukazuju na nedostatke mitohondrijske oksidativne
fosforilacije u ispitanika s PSA-om, dok se uloga vari-
jacija mitohondrijske DNA tek istrazuje. Ono §to tre-
nutno znamo: mitohondrijske funkcionalne varijacije
mogu igrati vaznu ulogu u izazivanju ili povecanju
osjetljivosti na PSA i u tom pravcu razmatraju se i
istrazuju i potencijalne terapijske strategije.”® Budu¢-
nost dijagnostike PSA-a svakako predstavlja metabo-
lomika, a radi se o tehnici kojom se moze identificirati
prisutnost cijelih skupova molekula niske molekular-
ne tezine (<1000 Da) u bioloskim uzorcima (urin,
feces, plazma, cerebrospinalna tekucina). Metabolo-
mickom dijagnostikom moze se pratiti brze dnevne
varijacije u metaboli¢ckim procesima, ¢ime se moze
procijeniti slozen odnos izmedu etiologije bolesti i fi-
ziologije organizma pruzajuci sveobuhvatan funkcio-
nalni fenotip. S obzirom na to da se metabolomicke
tehnike temelje na prikupljanju bioloskih uzoraka, nji-
hova neinvazivnost predstavlja jo$ jednu jaku stranu
ovog pristupa, posebno u kontekstu osoba s PSA-om.
Metabotip moze odrazavati klinicku heterogenost au-
tizma; nekoliko metabolita moze biti izraz disregulira-
nih metabolickih putova. Medutim, primjena metabo-
lomickih analiza u klinickoj praksi jo$ je daleko od
uvodenja, $to znaci da postoji potreba za daljnjim stu-
dijama za potpuni prijelaz metabolomike iz klinic¢kih
istrazivanja u klinicku dijagnosti¢cku rutinu.
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Zakljucak

Poremecaj iz spektra autizma (PSA) kompleksan je
neurobioloski poremecaj koji pokazuje trend snaznog
rasta godiSnje prevalencije. Genetska podloga bolesti
moze se definirati kod oko 10 - 20% pacijenata. Etio-
loski je posrijedi multifaktorska bolest koja nastaje kao
rezultat interakcije razli¢itih genetskih i okolisnih
¢imbenika koji utje¢u na specificne neuronske kru-
gove, oksidativni stres, neuroinflamaciju i disfunkciju
mitohondrija. Prevalencija nasljednih metabolickih
bolesti povezanih s nesindromskim oblikom PSA-a
je niska (<0,5%) i stoga ukazuje na slabu isplativost
sustavne metabolicke obrade istih. Metabolomickom
dijagnostikom moze se pratiti brze dnevne varijacije u
metaboli¢kim procesima, ¢ime se mozZe procijeniti slo-
zen odnos izmedu etiologije bolesti i fiziologije orga-
nizma pruzajuci sveobuhvatan funkcionalni fenotip,
no primjena metabolomickih analiza u klini¢koj prak-
si jo§ je daleko od primjene u klini¢koj dijagnostickoj
rutini.
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