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Summary

Aim. Clinical effects observed in cases of oxytocin deficiency can also manifest them-
selves in disorders of mechanisms responsible, for example, for its secretion. For oxytocin,
this function is played by — among others — the cluster of differentiation antigen 38 (CD38).
Existing literature along with the correlation between protein CD38 and oxytocin secretion
raise interest in the context of their possible relation to the clinical picture and development
of the autism spectrum disorders (ASD). The aim of the study was to analyze the correlations
between polymorphisms 753796863 and rs6449197 in gene CD38, the level of gene expression
and the clinical picture and the risk of ASD diagnosis.

Method. The study included 59 individuals with the mean age of 15.05 years with I1Q > 90.
The participants were divided into two groups: the studied group consisting of 37 persons
with confirmed ASD diagnoses and the control group including 22 neurotypical individuals.
Diagnosis verification was carried out via the ADOS-2 protocol.

Results. The comparative analysis with the standardized population based on the 1000Ge-
nomes database with the presence of clinically significant intensification of ASD traits showed
the correlation of alleles “T” of polymorphisms 753796863 and rs6449197, which are more
frequent in the general population and are treated as “wild”. In the inter-group analysis, this
type of dependency was weaker, and the genotype of the control group was somehow inter-
mediate between the studied group and the standardized population. In the AAC? analysis, the
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normalized value of the relative expression level of gene CD38 showed that in the studied group
the expression level was around 1.1-1.2 times higher than in the control group. Conclusions.
The obtained results show that a significant correlation with the severity of autism spectrum
disorder traits is mainly observed in the carriers of wild variants of the studied polymorphisms,
in which the related increase in the expression level of gene CD38 is also observed.

Stowa klucze: ASD, oksytocyna, CD38
Key words: ASD, oxytocin, CD38

Wstep

W ostatnich latach duze zainteresowanie w konteks$cie badan nad deficytami
kompetencji spotecznych i w populacji neurotypowej, i wsrod osob z zaburzeniami
ze spektrum autyzmu (Autism Apectrum Disorder — ASD), wzbudzily zaburzenia
w zakresie uktadu oksytocynergicznego [1, 2]. Dostgpnych jest wiele publikacji ana-
lizujacych potencjalny udziat oksytocyny w rozwoju ASD, zaréwno w zakresie jej
stezenia we krwi [3], jak 1 polimorfizméw w obrebie gendow odpowiadajacych za jej
receptory [4], lecz znakomita wigkszo$¢ tych prac prezentuje wyniki niejednoznaczne,
a czesto — sprzeczne.

Efekty kliniczne, jakie si¢ obserwuje przy niedoborze oksytocyny, moga by¢ row-
niez obecne w zaburzeniach w zakresie ich receptoréw lub mechanizméw odpowie-
dzialnych np. za ich sekrecje. W wypadku oksytocyny mowa m.in. o genie dla antygenu
réznicowania komorkowego 38 (Cluster of Differentation 38 — CD38) [5]. CD38 jest
bialkiem transblonowym, petnigcym funkcje enzymatyczne i transportowe, przy czym
jego funkcja obejmuje m.in. cyklizacje dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
(NAD+) do cyklicznej ADP-rybozy (cADPR), odgrywajacej istotng role w gospo-
darce wapniowej w obrebie m.in. neuronéw. Ma to kluczowe znaczenie dla procesow
zwigzanych z neuroplastycznoscia i dojrzewaniem moézgowia, a takze wydzielaniem
niektorych neuroprzekaznikow — w tym oksytocyny [5, 6]. Dostepne doniesienia
z literatury przedmiotu skupiajg si¢ przede wszystkim na badaniach na zwierzgtach.
Przyktadowo u myszy pozbawionych genu CD38 obserwowano zaburzenia w zakresie
pamigci spotecznej i zachowan macierzynskich [7, 8]. Badania nad kompetencjami
spotecznymi i relacjami w zaleznos$ci od genotypu CD38 byty oczywiscie prowadzo-
ne rowniez w populacji ludzkiej. Przyktadowo w 2021 roku opublikowano badanie
Makhanovej i wsp. [9] wskazujace na wystepowanie istotnego zwigzku miedzy geno-
typem polimorfizmu rs3796863 a zadowoleniem i powodzeniem w tworzeniu wi¢zi
w ramach zwigzku malzenskiego. Rowniez w 2021 roku Krol i wsp. [10] powigzali
genotyp ,,CC” rs3796863 z motywacja spoteczng u niemowlat. Z kolei np. w bada-
niu Huettera i wsp. [11] nie stwierdzono zwigzku genotypu 53796863 z poziomami
empatii u neurotypowych uczestnikow. Oczywiscie wymienione publikacje to tylko
niektore opracowania dotyczace analizy roznych aspektow kompetencji spotecznych
w odniesieniu do genotypu CD38. Rdznorodnos¢ przedmiotu badan wszakze sprawia,
ze wyniki te sg niejednorodne, a przez to trudno wyciggaé na ich podstawie konkretne
whnioski. Wciaz jednak dane z piSmiennictwa, jak rowniez zwiazki biatka CD38 z se-
krecja oksytocyny budzg zainteresowanie w konteks$cie ich mozliwego powigzania
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z obrazem klinicznym i rozwojem ASD. Lecz na ten temat znalez¢é mozna w bazie
PubMed tylko dwie publikacje. Pierwsza to oryginalna praca autorstwa Munesuego
i wsp. [12] z 2010 roku. Opisywano w niej badanie przeprowadzone na podstawie
materialu genetycznego dostepnego w ramach Autism Genetic Resource Exchange
(AGRE), w ktorym wykazano istotny zwigzek allelu ,,C” polimorfizmu rs3796863
z wystgpieniem autyzmu w populacji amerykanskiej, ale nie obserwowano tego typu
relacji w populacji japonskiej. W analizie typu testu asocjacji opartego na badaniach
rodzinnych w drugiej kohorcie z populacji amerykanskiej stwierdzono istotno$¢
statystyczng w wypadku polimorfizmow rs3796863 oraz rs6449197. Pozostate 8 po-
limorfizmow w obrebie genu CD38 nie przejawiato istotnych statystycznie zwigzkow
z ryzykiem autyzmu w zadnej z badanych kohort.

Druga publikacjg byta praca Lerera i wsp. [13] z 2010 roku, w ktorej analizowano
polimorfizmy oraz poziomy ekspresji dla genu CD38 u 0s6b z niskofunkcjonujacym
autyzmem (IQ < 70) oraz u ich neurotypowych rodzicow. Autorzy tej pracy analizo-
wali jednoczes$nie haplotypy (w tym obejmujgce polimorfizm rs3796863) 1 poziomy
ekspresji CD38. Allel ,,C” rs3796863 byt istotnie powigzany z diagnoza autyzmu
w czterech z pigciu badanych haplotypow. Oprécz tego powigzano allel ,,C” z obni-
zonym poziomem ekspresji CD38 i wykazano zwiazek obnizonego poziomu ekspresji
CD38 z ryzykiem autyzmu u 0séb z niepetnosprawnoscig intelektualng .

Dodatkowo w bazie PubMed zidentyfikowano jeszcze jedna publikacj¢ analizu-
jaca poziomy transkrypcji wybranych gendéw powigzanych w przesztosci z ryzykiem
ASD, w tym genu CD38. Thanseem i wsp. [14] w swoim badaniu przeprowadzonym
na pobranych post mortem tkankach mozgowia 8 pacjentow z ASD i 13 0s6b neu-
rotypowych wykazali zwigkszenie poziomow ekspresji genu CD38 u oséb z ASD.
Zmiany w zakresie ekspresji analizowanych gendéw taczyli oni ze zmianami ekspresji
dla genu Transcription Factor Specificity Protein I (Spl). Czynnik Spl reguluje eks-
presje szerokiej palety genow, w tym wielu powigzanych z zaburzeniami ze spektrum
autyzmu ASD.

Zatem dostepna literatura, jesli chodzi o relacje migdzy diagnoza autyzmu a ge-
notypem polimorfizméw w obrgbie CD38, jest niezwykle uboga, a wyniki badan sg
niejednoznaczne. W zwigzku z tym autorzy niniejszej pracy podjeli si¢ szczegotowej
analizy relacji miedzy objawami ASD a polimorfizmami i ekspresja genu CD38. Ar-
tykut stanowi podsumowanie wstgpnych wynikow projektu, ktoérego celem jest ocena
wplywu genotypow polimorfizméw w obrebie genu CD38, jak réwniez poziomoéw
jego ekspresji we krwi obwodowej na obraz kliniczny i ryzyko ASD.

Material i metody

Uczestnicy badania

Badania prowadzone byly w Katedrze Psychiatrii i Psychoterapii Wieku Rozwo-
jowego Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach, w Centrum Pediatrii im.
Jana Pawta II w Sosnowcu Sp. z 0.0. we wspodtpracy z Katedra Biologii Molekularne;j
SUM w Katowicach. Uczestnicy rekrutowani byli sposrod pacjentéw Centrum Pediatrii
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im. Jana Pawta II w Sosnowcu, w tym w ramach Oddziatu Klinicznego Psychiatrii
i Psychoterapii Wieku Rozwojowego SUM, przyklinicznej poradni zdrowia psychicz-
nego oraz sposrod ucznidow szkot na terenie wojewodztwa $laskiego. Swiadoma zgoda
na udziat w badaniu byla uzyskiwana — po udzieleniu szczegdtowych informacji na
temat projektu — zarowno od rodzicow, jak 1 od samych uczestnikow.

Kryteria wlaczenia do grupy badanej obejmowaly potwierdzenie za pomoca
protokolu ADOS-2 rozpoznania zaburzenia ze spektrum autyzmu ASD, wcze$niej
postawionego przez specjaliste psychiatrii dzieci i mtodziezy. Kryteria wykluczenia
z grupy badanej i kontrolnej obejmowaty: (1) wspottowarzyszace rozpoznanie innego
zaburzenia psychiatrycznego, (2) wiek ponizej 12 oraz powyzej 19 lat, (3) wspotistnie-
jaca niepetnosprawnos¢ intelektualna, (4) padaczke, (5) znane genetyczne, neurome-
taboliczne etc. podioze obserwowanych objawow (np. zespot kruchego chromosomu
X) — tzw. autyzm plus, (6) zty stan somatyczny, (7) rozpoznanie powaznej choroby
watroby, nerek lub serca, (8) niedoczynnos¢ tarczycy. Dodatkowo w wypadku grupy
kontrolnej kryterium wykluczenia stanowity: (1) podejrzenie lub diagnoza zaburzen
ze spektrum autyzmu ASD w wywiadzie, (2) obecno$¢ osoby z diagnoza zaburzen ze
spektrum autyzmu ASD wsréd krewnych 1 1 2 stopnia.

Dane zebrane w ramach badania byty pseudonimizowane. Badanie objeto 59 0sob
w wieku $rednio 15,05 lat (95% CI: 14,24—15,86; min./max.: 8/20) z 1Q > 90. Uczest-
nicy byli podzieleni na dwie grupy na podstawie potwierdzonej lub wykluczone;j
diagnozy zaburzen ze spektrum autyzmu ASD wedtug kryteriow DSM-5 i ICD-10,
a nastepnie z wykorzystaniem protokolu ADOS-2. Grupa badana obejmujaca uczest-
nikoéw z potwierdzong diagnoza ASD sktadata si¢ z 37 0s6b w §rednim wieku 14,1 lat
(95% CI: 13,23-15,15), z czego 32,4% (n = 12) stanowity kobiety. Grupa kontrolna
obejmowata 22 osoby w $rednim wieku 16,3 lat (95% CI: 15,01-17,65), z czego
18,1% (n = 4) stanowity kobiety. Obserwowana rdznica w zakresie wieku byta istot-
na statystycznie (p < 0,05), przy czym w wypadku analizy tgczonej grup, majacej na
celu oceng zalezno$ci migdzy genotypami badanych polimorfizméw a np. poziomem
ekspresji genodw, nie stwierdzono istotnych réznic w zakresie wieku.

Analiza psychometryczna

U wszystkich uczestnikow wykonane zostalo badanie protokotem ADOS-2
z wykorzystaniem modutow korespondujacych dla wieku oraz poziomu jezyko-
wego uczestnikow. Protokét ADOS-2 jest narzedziem, ktdre obejmuje zestaw prob
prowokujacych osobe badang do okreslonych zachowan spotecznych. Na podstawie
obserwacji diagnosta ocenia zachowania badanego w pigciu kategoriach: (1) ,,Je-
zyk i komunikacja”, (2) ,,Wzajemno$¢ w interakcjach spotecznych”, (3) ,,Zabawa/
wyobraznia”, (4) ,,Zachowania stereotypowe i sztywne zainteresowania”, (5) ,,Inne
zachowania odbiegajace od normy”. Efektem badania jest uzyskanie wyniku iloscio-
wego w dwoch skalach (afekt spoteczny 1 ograniczone powtarzalne zachowania) oraz
wyniku catkowitego pozwalajacego na okreslenie stopnia nasilenia objawow zwigza-
nych ze spektrum autyzmu. W dalszych analizach przede wszystkim skupiono si¢ na
wyniku poréwnawczym (ADOS:WP), domenie afektu spotecznego (ADOS:SA) oraz
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domenie powtarzalnych i stereotypowych schematow zachowan oraz zainteresowan
(ADOS:RRB). Oprocz tego w badaniu wykorzystano:

— Test Reading Mind in the Eyes (RMIE) — jest to narz¢dzie zaprojektowane
przez Baron-Cohena [15, 16], ktére w wersji aplikowanej w naszym badaniu
sktada si¢ z 28 obrazow prezentujacych wycinki oczu otoczonych 4 okresle-
niami stanu psychicznego, z ktérych badany ma wybrac jeden, odpowiadaja-
cy danej rycinie. Badanie jest wykonywane bez limitu czasu.

— Test Autism Quotient (AQ) [17] — jest to kwestionariusz skonstruowany
w 2001 roku do oceny prawdopodobienstwa diagnozy zaburzen ze spektrum
autyzmu. Sktada si¢ z 50 pytan wraz z odpowiedziami opartymi na 4-punk-
towej skali Likerta.

— Test Empathy Quotient (EQ) — jest to narzedzie zaprojektowane przez Baron-
-Cohena (w ttumaczeniu Jankowiak-Siudy i wsp. [18] z 2017 roku), pozwa-
lajace na okreslenie roznic indywidualnych w zakresie zdolno$ci do empa-
tyzowania. W prezentowanej pracy zastosowano wersje Wakabayashi i wsp.
zawierajaca 22 pozycje testowe [19].

Zgoda komisji bioetycznej 1 zrodto finansowania

Badanie zostalo przeprowadzone za zgoda Komisji Bioetycznej SUM wydang
uchwata nr KNW/0022/KB1/123/18/19 z dnia 8.01.2019 roku.

Koszty badania zostaty pokryte ze rodkow Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w ramach umoéw o pracg statutowa nr KNW-2-K18/D/9/N oraz KNW-1-178/N/9/K.

Analiza molekularna
Analiza polimorfizméw DNA

DNA izolowano z 200 pl krwi obwodowej pobieranej na EDTA za pomoca Ge-
neMatrix Quick Blood DNA Puriffication Kit (EuRX, Polska) zgodnie z wytycznymi
producenta. Oceny jako$ciowej i ilosciowej DNA dokonywano spektrofotometrycznie
na urzadzeniu NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA). Nastepnie wyko-
nywano analiz¢ genotypowania, w dwoch powtorzeniach, na termocyklerze Light-
Cycler480 II (Roche, Niemcy) z uzyciem sond TagMan SNP Genotyping Assay (dla
rs3796863: ¢ 1216944 10; dla rs6449197: ¢ 31096525 20 ) (Applied Biosystems,
USA) oraz TaqPath ProAmp Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA) zgodnie
z wytycznymi producenta.

Analiza ekspresji RNA

Catkowite mRNA izolowano z krwi obwodowej pobieranej do PaxTube, w celu
zachowania integralno$ci RNA, z uzyciem PaxGene Blood RNA Kit (Qiagen,
Niemcy) zgodnie z wytycznymi producenta. Oceny jakosciowej 1 ilo§ciowej RNA
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dokonywano spektrofotometrycznie na urzgdzeniu NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, USA). Do reakcji odwrotnej transkrypcji z zastosowaniem High Capacity
c¢DNA Reverse Transcription Kit (Roche, Niemcy) pobierano 500 ng catkowitego
RNA. Analizy ekspresji dokonywano z wykorzystaniem TagMan Gene Expression
Assay — sonda Hs01120071 m1 dla genu CD38, sonda Hs03929097 gl dla genu
referencyjnego GAPDH (Applied Biosystems, USA) — oraz TagMan Gene Expression
Master Mix (Applied Biosystems, USA). Reakcj¢ dla 50 ng cDNA przeprowadzano
w termocyklerze czasu rzeczywistego LightCycler480 II (Roche, Niemcy) w dwodch
powtoérzeniach. Wyniki z ekspresji analizowano za pomocg programu GenEx ver6
(MultiD Analyses AB, Szwecja). Analizy surowych danych wykonywano, uzywajac
metody ACt, czyli ekspresji wzglednej, nastepujaco: surowe dane normalizowano do
powtorzen technicznych, do ilosci cDNA i na koncu do genu referencyjnego GAPDH.
W wypadku analizy AACt, czyli metody komparatywnej, dodatkowym krokiem byta
normalizacja do kalibratora.

Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostala wykonana za pomocg oprogramowania StatSoft
Statistica w wersji 13. Przyjety poziom istotnos$ci statystycznej wynosit a = 0,05. Do
analizy czestosci alleli wybranych polimorfizmow wykorzystano wzor na czgstosé
wynikajacy z prawa Hardy’ego-Weinberga okreslajagcego stosunki migdzy frekwencjg
alleli a czgstoscig genotypoéw w populacji.

Zastosowany wzor:

(p +q)*=p*+2pq + ¢*przy zalozeniup + ¢ =1

W prezentowanym badaniu p odpowiada czgstosci allelu dzikiego, natomiast
q czgstosci allelu zmutowanego.

W kontekscie poziomow ekspresji genu CD38 do analiz wykorzystywano metode
AACt. W wypadku analiz statystycznych wynikow kwestionariuszy w odniesieniu do
poziomow ekspresji CD38 wykorzystano wartosci ACt. Przy poréwnaniu poziomow
ekspresji miedzy grupa badang i kontrolng oraz osobami posiadajacymi allel zmu-
towany oraz homozygotami pod wzgledem allelu dzikiego wykorzystano wzor na
znormalizowang warto$¢ wzglednego poziomu ekspresji badanego genu:

R=2"Ct

Gdzie warto$¢ R = 1 oznacza, ze poziomy ekspresji miedzy analizowanymi gru-
pami sg rowne.

Wyniki
Grupa badana Grupa kontrolna Populacja wzorcowa*
rs6449197 | rs3796863 | rs6449197 | rs3796863 | rs6449197 | rs3796863
C>T G>T C>T G>T C>T G>T
p-freq 0,89 0,75 0,83 0,65 0,74 0,57

dalszy cigg tabeli na nastepnej stronie
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g-freq 0,1 0,24 0,17 0,34 0,26 0,43
p-value vs. PW p<0,05 p<0,05 p>0,05 p<0,05 n/d n/d

Rozktad czestosci genotypow dla obu analizowanych polimorfizmoéw byt zgodny
z rownowaga Hardy’ego-Weinberga. Rozktady alleli polimorfizméw w grupie kon-
trolnej, badanej oraz populacji wzorcowej [20] prezentuje tabela 1 Srednie wyniki
zastosowanych kwestionariuszy w grupie badanej i kontrolnej pokazano w tabeli 2.

Tabela 2. Srednie wyniki badanych kwestionariuszy w grupie badanej i kontrolnej

Grupa badana Grupa kontrolna
Srednia 95% Cl Srednia 95% Cl p-value*
ADOS: SA 12,92 11,6-14,1 3,04 22-38 <0,05
ADOS: RRB 1,96 1,2-2,7 0,47 0,1-0,7 <0,05
ADOS: WP 7,21 6,5-7,9 1,57 1-2,1 <0,05
EQ 14,84 10,6-19 24,38 20,9-27,8 <0,05
AQ 26,3 22,4-302 15,75 12,8-18,7 <0,05
RMIE 0,58 0,5-0,65 0,65 0,59-0,71 0,33

* Test U Manna-Whitneya

W analizie roznic rozktadu alleli miedzy grupa badang i kontrolng a populacja
wzorcowa wykazano istnienie istotnych statystycznie réznic w tescie chi’>. W wypadku
obu polimorfizméw w grupie badanej czestos$¢ allelu zmutowanego byta nizsza niz
w populacji wzorcowej. W grupie kontrolnej tego typu sytuacja dotyczyta polimorfi-
zmu 753796863, natomiast w wypadku polimorfizmu rs6449197 r6znic w rozktadzie
nie obserwowano. Analizowano roéwniez roznice¢ w rozkladzie alleli polimorfizméw
mi¢dzy populacja kontrolng a badana, jednakze obserwowane réznice w rozkladach
nie uzyskaty istotnosci statystycznej.

W przeprowadzonej analizie poziomow ekspresji genu CD38 we krwi obwodo-
wej $rednia warto§¢ ACt dla grupy badanej wynosita 7,14 (SD = 0,43), a dla grupy
kontrolnej 7,37 (SD = 0,39) (wyzszy wynik oznacza nizszy poziom ekspresji). W ana-
lizie AACt znormalizowana warto$¢ wzglednego poziomu ekspresji badanego genu
miedzy grupa badang i kontrolng wynosita R = 1,16 (SD = 1,11-1,21), co oznacza,
ze w grupie badanej poziom ekspresji genu CD38 byl o mniej wiecej 1,1-1,2 razy
wyzszy niz w grupie kontrolnej. Jednoczes$nie zbadano wplyw samego w sobie ge-
notypu badanych polimorfizméw na poziom ekspresji odpowiednich genéw zaréwno
w grupie badanej, jak i kontrolnej. W wypadku polimorfizmu rs6449197 obecno$é
allelu zmutowanego prowadzita do obnizenia ekspresji biatka CD38 o $rednio 14%
(R =0,86; SD = 0,84-0,89). Wariant zmutowany polimorfizmu rs3796863 rowniez
si¢ wigzat z obnizeniem poziomu ekspresji o jakies 6% (R = 0,94; SD = 0,93-0,95).
Finalnie przeprowadzono analizg regresji logistycznej, analizujacej zwigzek obnizenia
poziomu ekspresji CD38 z ryzykiem ASD, nie uzyskujac istotnej statystycznie zalez-
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nosci. lloraz szans (Odds Ratio — OR) przynaleznosci do grupy osob z ASD wynosit
OR = 0,28 (95% CI: 0,07-1,06; p = 0,06).

Przeprowadzono réwniez analize OR wystgpienia ASD dla obu polimorfizmow.
W wypadku rs6449197 wystapienie wariantu zmutowanego wigzato si¢ z OR = 0,92
(95% CI: 0,3-2,76), aprzy rs3796863 OR = 0,98 (95% CI: 0,36-2,62). Oba parametry
byly nieistotne statystycznie.

W dalszej kolejnosci przeprowadzono analiz¢ korelacji migdzy wartosciami ACt
a wykorzystanymi kwestionariuszami. Wzrost poziomoéw ekspresji genu dla CD38
wykazywat istotng korelacj¢ z wynikiem badania ADOS-2 w niskim stopniu (»=0,28;
p <0,05) oraz w umiarkowanym z podskalg afektu spotecznego (r = 0,34; p < 0,05).
Podobnie w zakresie narzedzia Reading Mind in the Eyes wzrost ekspresji CD38 wigzat
si¢ z pogorszeniem uzyskanych wynikow (» = —0,38; p < 0,05). Pozostale narzgdzia
nie wykazywaty istotnego statystycznie zwiazku z poziomem ekspresji CD3S8.

Porownano takze wyniki tych kwestionariuszy migdzy nosicielami co najmniej
jednego allelu zmutowanego badanych polimorfizméw a homozygotami pod wzgledem
allelu dzikiego. Statystycznie istotne réznice zaobserwowano w wypadku SNP 753796863
dla wyniku ogo6lnego ADOS-2 (p = 0,004) oraz podskali afektu spotecznego (p = 0,007).
W odniesieniu do SNP 156449197 nie obserwowano istotnych statystycznie réznic w ana-
lizowanych kwestionariuszach, jednakze w tescie Reading Mind in the Eyes r6znica byta
na granicy istotnosci statystycznej (p = 0,051). Doktadne wyniki prezentuja tabele 3 1 4.

Tabela 4. Srednie wyniki badanych kwestionariuszy w zaleznosci
od obserwowanego genotypu rs6449197

Homozygota wariant dziki Nosiciel allelu zmutowanego

Srednia 95% Cl Srednia 95% Cl p-value*
ADOS: SA 12,05 10,47-13,63 8,80 6,83-10,78 0,007**
ADOS: RRB 2,20 1,72-2,69 1,29 0,74-1,83 0,01*
ADOS: WP 6,73 5,88-7,58 3 3,77-597 0,004**
EQ 17,21 14,04-20,39 18,68 14,39-22,96 0,55
AQ 28,1 24,93-31,27 24,84 21,16-28,52 0,15
RMIE 0,61 0,57-0,66 0,66 0,6-0,72 0,27

Homozygota wariant dziki Nosiciel allelu zmutowanego

Srednia 95%Cl Srednia 95%Cl p-value*
ADOS: SA 12,05 10,47-13,63 8,80 6,83-10,78 0,059*
ADOS: RRB 2,20 1,72-2,69 1,29 0,74-1,83 0,15
ADOS: WP 6,73 5,88-7,58 3 3,77-597 0,16
EQ 17,21 14,04-20,39 18,68 14,39-22,96 0,49
AQ 28,1 24,93-31,27 24,84 21,16-28,52 0,26
RMIE 0,61 0,57-0,66 0,66 0,6-0,72 0,052**

* Test U Manna-Whitneya; ** wyniki istotne statystycznie przy p < 0,1
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Dyskusja

Analizy rozktadu alleli w zakresie badanych polimorfizméw, w poréwnaniu
z populacja wzorcowa 1000Genomes, wykazujg wyniki spojne z obserwacjami
Munesuego i wsp. [19] oraz Lerera i wsp. [12]. Zardowno w populacji badanej, jak
1 kontrolnej odbiegaty one w sposdb istotny statystycznie od rozktadu oczekiwanego
na podstawie populacji wzorcowej, zaczerpnietej z bazy 1000Genomes. Co ciekawe,
powiazanie z ASD wykazywaty allele ,,T” polimorfizméw rs3796863 oraz rs6449197,
ktére majg wyzsza czestos¢ w populacji ogdlnej i traktowane sg jako dzikie. Z nimi
takze taczyly si¢ wyzsze wyniki w badaniu ADOS-2 oraz, w wypadku polimorfizmu
rs6449197, testu RMIE.

Inaczej wyglada jednak sytuacja z analizg pordwnawcza migdzy grupa badang
oraz kontrolng. Rozktady alleli polimorfizméw w grupie kontrolnej nie wykazuja
istotnych r6znic wzgledem rozktadow obserwowanych w grupie badanej. Jednocze$nie
w wypadku polimorfizmu 153796863 w grupie kontrolnej obserwowano istotne réznice
w rozktadzie wzgledem populacji wzorcowej. Co ciekawe, analizujac surowe rozktady,
pomimo braku istotnych statystycznie roznic mig¢dzy grupg badang a kontrolna, mozna
zauwazy¢, ze rozktad genotypow w grupie kontrolnej jest niejako posredni miedzy
grupg badang a populacjg wzorcows. Podobnie wyniki w zakresie narzedzi EQ oraz
RMIiE w grupie kontrolnej odbiegajg od oczekiwanych. Co prawda w EQ wynik byt
W sposob istotny statystycznie wyzszy niz w grupie badanej, jednakze byt rowniez
zauwazalnie nizszy od wynikéw uzyskiwanych w innych badaniach, np. w badaniu
Wakabayashi i wsp. [19] z 2006 roku, gdzie sredni wynik EQ w populacji neurotypo-
wych mezezyzn byt rowny 39,0 (SD = 11,56). W RMIE wynik w grupie kontrolnej byt
réwniez nizszy niz oczekiwany np. na podstawie metaanalizy badan przeprowadzonej
przez Penuelas-Calvo i wsp. z 2019 roku [21], gdzie $redni wynik w badaniu RMiE-
-C w grupie neurotypowej wynosit 73,49%. Przy czym nie obserwowano znamiennej
statystycznie réznicy miedzy grupa kontrolng a badang. Wyniki te wskazuja, ze wbrew
niektorym doniesieniom odsetek prawidtowych odpowiedzi w RMiE, a co za tym
idzie — zdolno$¢ do rozpoznawania stanow emocjonalnych na podstawie mimiki, nie
pozwala réznicowaé pacjentéw neurotypowych od oséb z ASD.

Wyniki te przywodza na mysl badania, ktore przeprowadzili Camodeca [22] oraz
Miu i wsp. [23], gdzie tego typu zjawiska stanowily zasadnicze cechy tzw. szerokie-
go fenotypu autyzmu (Broad Autism Phenotype — BAP), czyli wlasnie konstelacji
subklinicznych objawow ze spektrum autyzmu wystepujacych w populacji 0sob
neurotypowych. Poczatkowo zjawisko to badane bylo gléwnie u rodzin pacjentow
z ASD i byto traktowane jako poronna posta¢ spektrum oraz jeden z argumentow za
podlozem genetycznym autyzmu. Stopniowo jednak analizy objely populacje¢ ogolng
i np. w badaniu Dovgan i wsp. [24] odsetek 0s6b z BAP wérdd uczniow szkot wyz-
szych wynosit 25,3% 1 nie byt powiazany z deklarowanym wywiadem rodzinnym
w strong ASD. Dalsze badania wykazaly, ze nasilenie réznych ,,cech ze spektrum
autyzmu” uktada si¢ zgodnie z rozktadem normalnym w populacji ogoélnej [21]. To
za$ naturalnie prowadzito do wniosku, ze tak naprawde spektrum autyzmu stanowi
kontinuum w populacji og6lnej, obejmujac zardéwno osoby catkowicie pozbawione
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tego typu cech na jednym biegunie, jak i wraz ze wzrostem nasilenia cech kwalifiku-
jace si¢ do grupy BAP, a nastgpnie do pelnej diagnozy ASD — na drugim [24]. Tego
typu hipoteza thumaczytaby rozklady alleli obserwowane w prezentowanym badaniu.
Przyjmujac obowigzujace na ten moment teorie wskazujace na wielogenowe podtoze
ASD [4] oraz analizujac dotychczasowe badania mozna wysnu¢ hipoteze, ze mamy do
czynienia z efektem masy. Wraz ze wzrostem ilosci alleli warunkujacych cechy ASD
w roznych genach obraz kliniczny coraz bardziej przybliza si¢ do nasilenia uzasadnia-
jacego postawienie diagnozy. Tego typu poglad ttumaczytby rowniez obserwowane
zwigzki miedzy wariantami powigzanymi z ASD a wynikami skal analizujgcych rozne
obszary diagnostyczne u 0so6b bez diagnozy ASD.

W analizie zalezno$ci miedzy genotypem badanych polimorfizméw oraz wynikami
zastosowanych narzedzi badawczych istotne statystycznie réznice zaobserwowano
w zakresie obu podskal, jak i wyniku poréwnawczego ADOS-2 przy polimorfizmie
rs3796863. W wypadku polimorfizmu 56449197 nie stwierdzono istotnych roznic
mig¢dzy nosicielami allelu zmutowanego a osobami homozygotycznymi pod wzgledem
allelu dzikiego. Jednakze r6znice w podskali afektu spotecznego oraz RMiE pozosta-
waly na granicy istotnosci statystycznej, co moze wskazywacé, ze polimorfizm ten moze
wywiera¢ w jakims$ stopniu wplyw na kompetencje spoteczne niezaleznie od diagnozy.

W analizie r6znic migdzy rozktadami genotypéw SNP w réznych genach czesto
pomijana jest kwestia ich faktycznego efektu biologicznego. Wykazanie zwigzku
miedzy polimorfizmem, ktory nie ma efektéw ani strukturalnych, ani regulacyjnych
na badany gen, sugeruje, ze obserwowana zalezno$¢ bedzie prawdopodobnie przy-
padkowa. W badaniach Munesuego i wsp. [12] rbwniez zwrdcono na ten fakt uwage,
wskazujac na potrzebe badan analizujacych biologiczne efekty badanych SNP.

Lokalizacja badanych polimorfizméw w obszarach intronowych genu CD38 im-
plikuje, ze hipotetyczny wplyw ich genotypu na ryzyko/obraz kliniczny ASD wynikaé
bedzie przypuszczalnie z modyfikacji ich poziomow ekspresji. Obecnie w literaturze
przedmiotu brakuje tego typu badan, co ogranicza mozliwo$¢ interpretacji uzyskanych
wynikéw. W prezentowanym badaniu allele zmutowane obu polimorfizmow byty po-
wigzane z nizszymi poziomami ekspresji, przy czym efekt ten byt ponad dwukrotnie
silniejszy w wypadku polimorfizmu rs6449197. Nalezy oczywiscie pamieta¢ o moz-
liwosci wystgpowania nierbwnowagi sprzezen miedzy badanymi polimorfizmami
a innymi SNP w obrebie genu CD38, co mogloby stanowi¢ podstawe do zaistnienia
pozornej zalezno$ci migdzy badanym genotypem a poziomem ekspresji. Zaktada-
jac jednakze brak tego typu czynnika zakltdcajacego interpretacje wynikow, mozna
stwierdzi¢, ze oba polimorfizmy faktycznie maja wptyw na poziom ekspresji genu,
a co za tym idzie — obserwowane réznice w rozktadach genotypow moga przektadac
si¢ na faktyczne efekty biologiczne pod postacia np. zaburzen poznania spolecznego.

Biorac pod uwagg fakt, ze warianty zmutowane analizowanych polimorfizmow
obnizaly ekspresj¢ genu CD38 w prezentowanym badaniu, mozna oczekiwac, ze
w analizie porownawczej grupy badanej i kontrolnej poziomy ekspresji CD38 beda
wyzsze niz w grupie kontrolnej. I faktycznie w analize AACt znormalizowana war-
to$¢ wzglednego poziomu ekspresji badanego genu wskazywata, ze w grupie badanej
poziom ekspresji genu CD38 byt o mniej wiecej 1,1-1,2 razy wyzszy niz w grupie
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kontrolnej. Ponadto w analizie wynikdw zastosowanych narzedzi wyzsze poziomy
ekspresji CD38 byly rowniez istotnie powigzane z gorszymi wynikami w zakresie
narzgdzia ADOS-2 oraz testu RMIE. Zalezno$¢ ta nie znalazta jednak odzwierciedlenia
w analizie regresji logistycznej, gdzie (przy zatozonym poziomie istotnosci o = 0,05)
poziomy CD38 nie byly w sposob istotny statystycznie powigzane z ryzykiem ASD.
Nalezy wszakze zaznaczy¢, ze opisany model ryzyka uzyskatby istotno$¢ statystycznag
przy zalozeniu poziomu istotnosci o = 0,1.

Uzyskane wyniki w zakresie ekspresji genu CD38 stoja mimo wszystko
w sprzecznosci z wynikami zaprezentowanymi przez Lerera i wsp. [12], u ktorych
allel ,,C” polimorfizmu rs3796863, jakkolwiek faktycznie powiazany z diagnoza
ASD, byt zarazem zwiazany z obnizeniem ekspresji genu CD38, a zatem odwrotnie
niz w naszym badaniu obnizona ekspresja CD38 aczyla si¢ z diagnozg ASD. Lecz
obserwowana sprzeczno$¢ w zakresie zwiazkodw poziomu ekspresji z diagnoza oraz
polimorfizmem rs3796863 moze by¢ efektem zasadniczej r6znicy w doborze grupie
badanej. Opisywana tutaj analiza obejmowala osoby z ASD na wysokim poziomie
funkcjonowania, a tym samym w normie intelektualnej. Tymczasem Lerer i wsp.
[12] badali osoby z niskofunkcjonujagcym autyzmem (IQ < 70). Biorgc pod uwage
wszechstronnos$¢ oddziatywan biatka CD38, jego udziat w licznych procesach zwia-
zanych z neuroplastyczno$cig oraz dojrzewaniem mozgowia [25, 26], jak rowniez
jego znany wptyw na zdolno$ci poznawcze (nauke 1 zapamigtywanie) w modelach
zwierzecych [27], zwigzek tego biatka z niepetnosprawnos$cia intelektualng nieza-
leznie od ASD wydaje si¢ bardzo prawdopodobny. To za$ sugerowatoby z kolei,
ze uzyskana przez Lerera i wsp. [12] zalezno$¢ z polimorfizmem rs3796863, jak
iz samym ASD, moglaby by¢ przyktadem bledu ekologicznego i wynika¢ z korelacji
z niepelnosprawnoscia intelektualng.

W prezentowanym badaniu, jak rowniez w badaniu Munesuego i wsp. [19] oraz
Lerera i wsp. [12], intrygujacym aspektem jest protekcyjna rola, ktorg wydaja si¢
odgrywa¢ warianty zmutowane badanych polimorfizméw wobec ryzyka ASD. Przyj-
mujac za punkt wyjscia do dalszych analiz hipoteze o powszechnym wystepowaniu
cech ze spektrum autyzmu w populacji ogodlnej i ich zwigzku z narastajaca iloscia
mutacji w obrebie réznych gendw, zasadna bylaby rekonceptaualizacja klinicznego
podejscia do ASD jako bardziej ,,pierwotnej” formy proceséw poznawczych cztowieka,
a ,,neurotypowo$¢” nalezatoby traktowac jako zdobycz ewolucyjna, ktéra w ré6znym
stopniu wystepuje uroznych osobnikow. Zdobycz, ktéra w ostatnich dwoch stuleciach
rozwoju techniki moze traci¢ swoja uprzywilejowana rolg na rzecz przewagi, jaka daja
cechy ASD w nowoczesnym spoteczenstwie. Osoby ze spektrum prezentujg szeroka
palete umiejetnoscei i talentow, ktore sa naturalng konsekwencja osiowych objawow
tej jednostki nozologicznej. W funkcjonowaniu tych oséb mozemy obserwowaé na
przyktad wigksze zdolnosci poznawcze, umiejgtnosci mnemotechniczne, muzyczne,
zdolno$¢ do szybkiej identyfikacji i analizy ztozonych schematoéw i systemow, czyli
cechy, ktore predysponuja do pracy w obszarze nauki, technologii, inzynierii i matema-
tyki [28]. Z tego wzgledu osoby z ASD powszechnie zajmuja si¢ dzi$ dziedzinami nie
tylko kluczowymi dla gospodarki i spoteczenstwa, ale takze zwiazanymi z prestizem
1 wyzszym statusem finansowym. To za$ w konsekwencji sprzyja nie tylko dobremu
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funkcjonowaniu, lecz by¢ moze nawet przewadze ewolucyjnej nad osobami uznawa-
nymi za ,,neurotypowe”.

Implikacje zaré6wno kliniczne, jak 1 naukowe takiej hipotezy bylyby znaczne. Po
pierwsze, stawiatoby to pod znakiem zapytania sensowno$¢ rozgraniczania osob z kli-
nicznie istotnym nasileniem cech ASD za pomoca sztywnych kryteriow diagnostycz-
nych i promowatoby w procesie diagnozy rzeczywiste potrzeby osoby badanej oraz
jej niezalezny od nasilenia objawdw poziom funkcjonowania w rolach spolecznych.
Niezwykle istotng konsekwencja tego typu podejscia mogloby by¢ utatwienie doste-
pu do oddziatywan terapeutycznych dla dziewczat z ASD. Powszechnie podkreslane
w literaturze przedmiotu jest niedostosowanie kryteriow diagnostycznych do obrazu
klinicznego ASD u kobiet, ze wzgledu na ich umiej¢tnos¢ maskowania objawdw oraz
zasadniczo wysoki poziom funkcjonowania spotecznego [29]. Te cechy prowadza zas$
do niedodiagnozowania, a w efekcie ,,waskiego gardta” w dostgpie do wtasciwych
oddziatywan terapeutycznych i rehabilitacyjnych. Po drugie, w zakresie dalszych badan
naukowych sugerowaloby to konieczno$¢ odejscia od sztywnego modelu rdznic w gru-
pie badanej i kontrolnej — gdzie tak naprawdg niemozliwe bytoby jednoznaczne oraz
obiektywne naukowo rozdzielenie oséb ,,prawdziwie neurotypowych” i ,,prawdziwie
neuroatypowych”. O wiele sensowniejszym modelem wydawatoby si¢ analizowanie
zwigzkow réznych parametrow (genetycznych lub $rodowiskowych) z nasileniem
cech ASD w danej populacji mierzonych za pomocg wcigz udoskonalanych narzedzi
diagnostycznych.

Finalnie niezwykle istotne jest oméwienie ograniczen prezentowanego badania,
przez ktorych pryzmat nalezy ocenia¢ uzyskane wyniki. Pierwszym ograniczeniem
jest ryzyko blednej kwalifikacji pacjentdw do grupy neurotypowej i neuroatypowe;.
Jest to trudnos¢ metodologiczna wspdlna dla wszystkich dostepnych w piSmiennictwie
prac z tego obszaru. Jednak ze wzgledu na dwustopniowy proces kwalifikacji do
badania, obejmujacy konsultacje psychiatryczng z postawieniem wstepnej diagnozy
oraz wykonanie badania ADOS-2 przez certyfikowanego diagnostg, mozna przyjac,
ze w tym wypadku ryzyko tego typu btedu jest nikle. Nastgpng kwestig jest kontrola
pod katem czynnikow zaktdcajacych. Zasadniczym problemem jest tu mozliwy wptyw
nieujetych w analizie polimorfizméw w innych lokalizacjach, ktore pozostajg np.
w nierownowadze sprzezen z badanymi i generuja ryzyko wystapienia pozornych,
istotnych statystycznie zalezno$ci z analizowanymi parametrami.

Kolejng kwestig jest takze istotna statystycznie roznica w Srednim wieku miedzy
grupg badang i kontrolng. W zakresie zastosowanych narzedzi badawczych dostepne
w literaturze przedmiotu doniesienia wskazujg na ich odporno$¢ na roznice w wieku,
zwlaszcza niewielkie — takie jak w prezentowanym badaniu. Ostatnig kwestig jest
ograniczona liczebno$¢ grupy badanej oraz kontrolnej, co rowniez pozostaje wspolne
dla wszystkich dostepnych opracowan. Lecz biorgc pod uwage uzyskane parametry
statystyczne, istniejgce rozktady badanych polimorfizméw oraz inne doniesienia, mozna
przyjaé, ze liczebno$¢ ta jest wystarczajgca, by z zadowalajacym przyblizeniem mozna
byto wyciagac¢ wnioski dotyczace populacji.
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