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Rozvoj v oblasti molekularné genetickych metod vede k nérlstu objasnéni genetickych pficin epilepsii, zejména zavaznych epilep-
sii détského véku asociovanych s komorbiditami. Pro sprdvnou interpretaci nalezl je nezbytna spoluprace neurologa, klinického

genetika a molekularniho biologa.
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Genetic causes of epilepsy

Current progress in genetic technologies increases the detection rate of genetic causes of epilepsies, especially of early infantile
onset epilepsies associated with comorbidities. Cooperation of neurologists with clinical geneticists and molecular biologist is
essential for correct interpretation of the results.
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Uvod

Pred 40 lety se az na 75% epilepsif pohlizelo
jako na etiologicky nejasné. Rozvoj zobrazeni moz-
ku pomoci magnetické rezonance (MRI) umoznil
identifikovat strukturdlni zmény, které jsou pricinou
fady fokalnich epilepsii. Jesté vétsi prinos mél ama
rozvoj genetickych vysetfovacich metod. Dle sou-
¢asnych znalosti md az 50% epilepsii genetickou
pficinu (Wang, 2017). Jsme svédky dramatické ex-
pocet publikaci roste exponencidlng, a proto ani neni
mozné v krdtkém prehledu shrmout viechny nové
objevy. V &lanku shrmujeme prehled ddleZitych poj-
m{, ilustraci propojent klinického, genetického a neu-
rofyziologického vyzkumu a doporucent pro praxi.

Genetické vysetrovaci metody
Na poli genetiky epilepsi je nezbytnd uzka
spoluprace neurologa a genetika. Pro interpretaci
vysledkU se klinicky genetik musi sezndmit alespor
se zakladnimi pojmy epileptologie, a taktéZ neu-
rolog musi alespor rdmcové zndt principy a limity
jednotlivych genetickych vysetfovacich metod.

Karyotypizace

Prestoze je metoda karyotypovani pomoci
G-pruhovani pouzivdna od 70. let 20. stoletf,
neméla by byt opomijena, protoZe vysetie-
ni karyotypu mdze objasnit pficinu epilepsie
u ¢asti pacientl. Metoda slouzi k odhalenf nu-
merickych a rozsahlych strukturnich chromozo-
movych aberaci a v pfipadé detekce balanco-
vanych translokacf je nezastupitelnd. Z nalez{
detekovatelnych cytogenetickym vysetfenim
asociovanych s epilepsif Ize zminit napt. velmi
vzacny ring chromozom 14 ¢i 20 (Rinaldi, 2017;
Vignoli, 2016).

Metody slouzici k detekci
submikroskopickych variant
v poctu kopii (CNV)

Komparativni genomova hybridizace
na cipech (array CGH) a Single Nucleotide
Polymorphism array (SNP array)

Obé vyse uvedené metody umoznuji de-
tekovat varianty v poctu kopii (CNV, neboli

ztrdtu ¢i zmnozeni danych Usekl DNA) zod-
povédné za mikrodele¢ni a mikroduplika¢ni
syndromy. Pomoci SNP array Ize navic odhalit
rozsahlejsi Useky homozygozity, které svedei
pro pribuzensky vztah rodi¢d pacienta, nebo
uniparentdIni heterodisomii ¢i isodisomii, kterd
mUZe byt pfi¢inou napf. Angelmannova syn-
dromu. Vysetfeni metodou array je indikovano
predevsim u epilepsii sdruzenych s dysmorfi,
vrozenymi vyvojovymi vadami a neuropsychi-
atrickymi poruchami (Orsini, 2017). CNV mohou
byt rlzného rozsahu a obsahovat rlizny pocet
gend. Rozlisovaci schopnost uvedenych metod
se lisf dle platformy od pfiblizné dvou megaba-
si az po nékolik kilobasf (kb). V rutinni praxi je
vyuzivano rozliseni kolem 200 kb. Klasifikace
nalezenych CNV a jejich klinickd interpretace
je shrnuta napf. v praci Buysse a kol. 2009. a Fidf
se obdobnymi pravidly jako interpretace bodo-
vych mutaci. Velmi obtiznd je interpretace dosud
nepopsanych CNV.V téchto pfipadech se mize
jednat jak o vzacné polymorfizmy, které nejsou
pricinou obtizi pacienta, tak i o novou dosud
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nepopsanou pfic¢inu epilepsie. Dle soucasnych
poznatkd jsou CNV zodpovedné za cca 10%
détskych epilepsif a 5% epileptickych encefa-
lopatif (Orsini, 2017).

Fluorescenéniin
situ hybridizace (FISH)

Metoda FISH slouzi k cilené detekci mikrode-
le¢nich ¢i mikroduplika¢nich syndrom(. Metodu
Ize rovnéz vyuzit k identifikaci pdvodu marker
chromozomd ¢i presnéjsimu uréeni procentu-
alnfho zastoupent jednotlivych bunécnych linif

v pfipadé mozaicizm0.

Multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA)

Jednd se o cilenou metodu slouzici ze-
jména k identifikaci intragenovych deleci ¢i
duplikaci, které nejsou pro maly rozsah de-
tekovatelné jinymi metodami. V diagnostice
pficin epilepsif se nej¢astéji vyuziva k detekci
CNV v genech MECP2, CDKL5, ARX a SCNIA.
Rovnéz se pouzivéd pro konfirmaci CNV na-
lezenych pomoci metod sekvenovani nové

generace (NGS).

Sekvenovani dle Sangera

a sekvenovani nové generace
(NGS — next generation
sequencing)

Klasické sekvenovani dle Sangera je ci-
lenou metodou, kterou Ize ovéfit sekvenci
nukleotidd jednotlivych vybranych gen(.
Tuto metodu Ize s vyhodou pouzit pfi jas-
ném klinickém obrazu a rovnéz se pouzivé pro
ovérovani nalezd z NGS. Pro necilené vyhle-
davanivariant u pacientl s nejednoznacnym
klinickym obrazem jsou vsak metody NGS
vhodnéjsi volbou, nebot jsou v téchto pfipa-
dech rychlejsi, efektivnéjsi, méné nakladné
a sance na objasnéni pfic¢iny obtizi pacienta
je s vyuzitim téchto metod podstatné vyssi.
NGS je zaloZena na principu masivné paralel-
niho sekvenovani mnohocetnych Usekd DNA,
a ma mnoho podob. Z bézné vyuzivanych
|ze jmenovat vysetfeni exonU a pfilehlych
intronovych Usekd vybranych genl sestave-
nych do tzv. panelu genl (obvykle cca 100
genu), celoexomové sekvenovani (WES), ¢ili
sekvenovani exond viech dosud zndmych
genl (~ 20 000 genll), ¢i celogenomové sek-
venovani (WGS).

Metody NGS pfinaseji obrovské mnozstvi
dat, kterd je nutné analyzovat a vyfiltrované
varianty poté interpretovat. Nalezené varianty
je tfeba porovnat s variantami v popula¢nich
databédzich, nezbytna je rovnéz segregacni
analyza (vysetfeni rodicd a pfipadné dalsich
relevantnich pfibuznych). Timto zplsobem
|ze vytridit potencidlné klinicky vyznamné
varianty, jejichz patogenita se musi dale po-
tvrdit korelaci s klinickym nalezem. Pro inter-
pretaci variant existuji doporu¢ené postupy
(Richards, 2015), ale i pfesto je interpretace
obtiZzna a ndro¢nd, zejména v pfipadé dosud
nepopsanych variant. Pfi interpretaci je nutno
zohlednit i neustdle se rozsifujici poznatky
a je vhodné nejasné varianty v pravidelnych
intervalech pfehodnocovat, coz klade dalsi
naroky na molekularni biology i jejich klinické
spolupracovniky. Velké mnozstvi nalezenych
variant u pacientl pfedstavuje i jednu z nevy-
hod téchto metod, nebot dochazi k narlstu
ndlezl, jejichz pfesnd interpretace neni v da-
nou chvili moznd. S interpretaci je pak nutno
bud vyckat na publikace, které daji konkrétni
nalez do souvislosti s epilepsii, nebo nalez

konzultovat na mezinarodni Grovni.

Genetické priciny
raznych typu epilepsii
Pravdépodobnost zjisténi genetické pficiny
se lisf u rznych typd epilepsie. U vzacnych, zavaz-
nych, sporadickych epilepsii s nastupem v détském
véku s nelezionalni MRI CNS je v soucasnosti az
50% pravdépodobnost, Ze se pomoci vyse uvede-
nych metod podaff pfi¢inu onemocnéni objasnit.
Ve vétsing pfipadl se jedna o de novo patogenni
varianty s autosomalné dominantni dédi¢nostf.
U béznych, byt ¢asto familidrnich epilepsii, je tato
pravdépodobnost nesrovnatelné nizsi.

Vzacné epilepsie
a epileptické syndromy

Benigni i zadvazné vékové vazané vzacné
epilepsie jsou ¢asto spojovany s mutacemi ion-
tovych kanall, enzymd, transportnich proteind
¢i cytoskeletdinich proteind. Pro pfehled odka-
zujeme na publikaci Wang et al. 2017.V naprosté
vétsiné jde o sporadicky vyskyt v disledku de
novo vzniklych variant.

Pro demonstraci slozitosti interpretace
a rychlého rozvoje poznatkd nyni uvadime dva
priklady.
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SCN1A vazana epilepsie

Prototypem geneticky podminéné za-
vazné epilepsie je gen SCNITA a syndrom
Dravetové. Syndrom Dravetové ma dobfe
charakterizovany prabéh s vyskytem febril-
nich, pozdéji i afebrilnich lateralizovanych i
generalizovanych ¢asto protrahovanych kfeci,
a zac¢atkem v kojeneckém véku. Ve druhém
roce zivota se pridavaji dalsi typy zachvatt
a zacina se opozdovat psychomotoricky vyvoj
ditéte. Pred vice nez 15 lety byly objeveny
patogenni varianty v genu SCNTA u cca 70 %
déti se syndromem Dravetové. V dalsich letech
se k fenotypu syndromu Dravetové pfifazova-
ly patogenni varianty v dalSich genech, jako
napt. PCDHI19, SCN2A, SCN8A. Narlst poctu
publikovanych pfipadl viak postupné ved|
k poznatku, ze fenotyp pacientl s mutace-
mi v téchto genech se lisi, a dnes je jiz velmi
dobre definovana napt. PCDH19 encefalopatie
u divek a pfibyvaji i publikace popisujici SCN2A
a SCN8A encefalopatie. Podle nejnovéjsich
publikaci je patogenni varianta v SCN1A genu
zjisténa u 90-95% pacientd se syndromem
Dravetové. Databaze OMIM (OMIM 607208)
taktéz uvadi patogenni varianty v SCN1A jako
jedinou pfi¢inu syndromu Dravetové, pouze
SCN9A z(stava uvadény jako modifika¢ni gen.
Pro klinickou praxi to znamend, ze pokud ma
pacient jednoznacny klinicky obraz syndromu
Dravetové, ale analyza SCNTA genu nedetekuje
patogenni variantu, je nutné k nému z léceb-
ného hlediska (napf. vybérem antiepileptik)
pfistupovat jako k pacientovi se syndromem
Dravetové a ev. re-analyzu genu SCNIA pro-
vést jinou metodou ¢i z nového odbéru DNA.
Studie autor( Helbig et al. totiz ukazala, Ze
u pacientd, ktefi klinicky odpovidaji syndromu
Dravetové, ale mutace v genu SCNIA nebyla
klasickym sekvenovanim zachycena, se jed-
nalo vétsinou o faleSnou negativitu, a nové
metody jiz mutaci zachytily. FaleSnd negativita
muze byt dlsledkem limitaci PCR metody
(nenasedani primer0 v misté SNPs) ¢i lidskou
chybou (Helbig, 2016).

Kromé syndromu Dravetové, mohou byt
patogenni varianty v genu SCNIA pficinou i ji-
nych zévaznych epileptickych encefalopatif
(Sadleir, 2017) nebo i méné zavazného syn-
dromu GEFS+ (Generalized Epilepsy Febrile
Seizures 4) ¢i zvysené nachylnosti k febrilnim
kfe¢im (Koeleman, 2017).
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Presnéjsi korelace genotyp-fenotyp u variant
v SCNTA genu zatim nejsou mozné, byt v bu-
doucnu na zékladé nérlstu poznatkl Ize toto
ocekavat. Fenotyp konkrétniho pacienta mize
zalezet na typu mutace, poloze mutace v genu,
funkénim dopadu, genetickém pozadi celého
genomu i epigenetickych faktorech.

SCN2A vazana epilepsie

Diky mezinarodnf spolupraci je mozné shro-
mazdit klinicka data o vétsim poctu jedinct s pa-
togennimi variantami ve stejném genu, zjistit
podrobnéjsi korelace mezi genotypem a feno-
typem, Udaje o Ucinnosti |é¢by a prozkoumat
funkeni zmény na bunécné uUrovni. Piikladem
je nejnovéjsi studie genu SCN2A (Wolff, 2017).
Studie popisuje 201 pacientl s patogennimi
variantami v SCN2A, jejichZ klinicky obraz je velmi
rozmanity a zahrnuje benigni neonatalni/infan-
tilnf zachvaty, encefalopatii s epilepsif, i mentalni
retardaci a/nebo autizmus bez epilepsie. S vyuzi-
tim dat z dkladné vedené dokumentace autofi
retrospektivné zjistili, ze u epilepsii s casnym
zacatkem (pred 3. mésicem véku) byly efektivni
blokétory sodikového kanalu, na rozdil u pozdéj-
$i manifestace, kde tyto Iéky nebyly efektivni, ¢i
dokonce vedly ke zhorseni zachvat(.

Autofi ukazali, Ze mutace typu missense
v SCN2A genu jsou spojené s rozvojem casné
epilepsie a vedou ke zvysené aktivité sodiko-
vého kanalu (tzv ,gain-of-function”) v disledku
zpomalené inaktivace ¢i rychlejsiho zotaveni
nebo v disledku zvyseni aktivity trvale ote-
vienych sodnych kanald. Cim mensi byla mira
,gain-of-function’, tim lepsi byl klinicky efekt
blokator sodikového kandlu na zachvaty. Na
druhé strané, u mutaci s pozdéjsim zacatkem
epilepsie a nedostate¢nym efektem blokétor(
sodikového kanalu byly prokazany mutace typu
nonsense, které plsobi mechanizmem "loss of
function" a vedou k oslabeni funkce sodikového
kanalu. Tyto poznatky jsou zakladem pro terapii
,Sitou na miru” podle zmén na bunécné urovni.

Bézné epilepsie

K béznym epilepsiim patfi geneticky pod-
minéné generalizované epilepsie (GGE, genetic
generalised epilepsy) veetné juvenilni myoklo-
nické epilepsie (JME) a idiopatické epilepsie s ab-
sencemi (IAE) a fokalni epilepsie jako idiopatic-
ké fokélni epilepsie (IFE) a temporalni epilepsie
(TLE). Dosud nebyl nalezen Zadny gen, ktery by

vyhradné podmirioval kterykoliv z vyjmenova-
nych fenotypd.

Studie velkych rodin s epilepsif vedly k od-
haleni prvnich kanalopatii zodpovédnych za
epilepsii. Vr. 1995 byly popsany patogenni vari-
anty v genu CHRNA4 u rozséhlé Australské rodiny
s autosomalné dominantni no¢ni frontalni epilep-
sif (ADNFLE), nasledovaly rodiny s patogennimi
variantami v SCNTA u GEFS+, déle varianty v KCNQ2
a KCNQ3 u benignich neonatélnich kieci.

Na druhé strané segregace nékterych va-
riant v genech EFHCT a GABRAZ s epileptickym
fenotypem JME byla prokézéna jen ve vybra-
nych rodindch. Na vétsich souborech pacientd
se nepodafilo asociaci JME s témito variantami
OVerit.

Viyskyt epilepsie v nékolika generacich jed-
né rodiny a genetickd heterogenita svédci pro
teorii, Ze béZné epilepsie jsou polygenné pod-
minéné. Proto se nékteré asociacni studie snazi
ozfejmit genetickou vazbu nékterych dil¢ich
fenotypovych projevi. Sledovani fotosenziti-
vity zatim nepfineslo zadny jasny vysledek na
rozdil od vyzkumu febrilnich kfe¢i. U pacientl
s meziotemporalni epilepsii a hipokampalnf
sklerdzou s anamnézou febrilnich kieci byly
ve zvysené mife nalezeny SNP v genu SCNIA.
Rozsitilo se tim i klinické spektrum spojované
s SCN1A od monogenné podminénych vzacnych
epilepsii po béznéjsi varianty u béznych epilepsif
(Koeleman, 2017).

Benigni rolandickd epilepsie je nejcastéj-
$i vékové vazanou epilepsif v détstvi. Ackoliv
jiz vr. 1965 popsal Bray (Bray, 1965) familiarni
vyskyt rolandické epilepsie az v 10% pfipadd,
nejde o klasicky mendelovsky pfenos, ale taktéz
o multifaktoriaIni etiologii. Viysetfeni pacientd
s rolandickou epilepsii, ABPE - atypickd benigni
parcidlni epilepsie, Landau-Kleffnerovym syn-
dromem a CSWS syndromem, které spojuje
vyskyt centro-temporalnich hrot0, ukdzalo aso-
ciaci tohoto dil¢iho projevu fenotypu s genem
GRIN2A (Xiong, 2017).

Zavér a doporuceni

U sporadickych pfipadl tzv. GGE bez komor-
bidity nelze v soucasnosti od genetického vyset-
feni o¢ekavat objasnéni pficiny. U familidrniho
vyskytu GGE je Sance na Uspéch velmi nizka,
ale precizni dokumentace rodiny skytd moz-
nost zapojeni se do mezindrodniho vyzkumu.

U nékterych dobte definovanych familidrnich
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epilepsii je mozZné vysetfit cilené kauzalni geny,
jako je napt. CHRNA4 u ADNFLE, DEPDC5 u fami-
lidrni fokalnf epilepsie s variabilnimi lozisky nebo
PRRT2 u benignich familidrich infantilnich kieci.

U pacient( se zac¢atkem epilepsie v détstvi
je nadéje na nalezeni genetické pficiny vyssi.
Nejvy3si nadéje je u pacientl s velmi ¢asnym
nastupem epilepsie a u pacientd s pfidruzeny-
mi komorbiditami. U nékterych klinicky jasné
definovanych syndromd, jako je napt. syndrom
Dravetové, je metodou volby cilené vysetieni
kauzalniho genu. Pokud je s danym fenotypem
spojovéano vicero gend, nebo fenotyp neni do-
state¢né specificky, je vhodné vysetfit panel
gend asociovanych s epilepsif a v pfipadé ne-
gativniho vysledku pokracovat s WES. Vysetfeni
karyotypu a array by mélo byt jako prvni krok
provedeno u vsech pacientd s orgdnovymi va-
dami a/nebo dysmorfickymi rysy.

Spoluprace klinického genetika, ktery je
alespon rdmcoveé sezndmen s problematikou
epilepsii, neurologa, ktery znd moznosti a limi-
ty genetickych testd a molekuldrniho biologa,
ktery vysetreni provadi, je pfi interpretaci nélezd
zdsadni. Vzhledem k neustale se rozsifujicim
poznatklm je potfebné NGS data kazdych Sest
mésicl prehodnocovat, a to zejména podle
aktudlnich udajd databazi popsanych muta-
ci (HGMD, ClinVar) a popula¢nich databazi
(GnomAD). Negativni vysledek se tak maze pfi
novém vyhodnoceni zménit na nélez se zjisté-
nou patogennf variantou.

Pfi interpretaci nalez(l rovnéz nesmime za-
pomenout, Ze ne kazdy nélez v ,epileptickém”
genu znamena nalezeni pficiny onemocneéni.
Je taktéz nutné varovat pfed unahlenymi tera-
peutickymi intervencemi zaloZzenymi na kazu-
istikdch. U vétsiny monogenné podminénych
epileptickych encefalopati jesté nejsou dostup-
na data ze studif na vétsich poctech pacientd.

Genetické vysetieni ma vyznam predevsim
u jedincd, u kterych nalezeni patogenni varianty
potvrdi klinickou diagnézu a vede tim k moz-
nosti ureni progndzy a cilené terapie. Uréeni
genetické diagndzy vede Casto také k ukoncenf
diagnostické ,Odyssey”, kterou tito pacienti pod-
stupuji (Poduri, 2015). Genetické poradenstvi
slouzi rodiné k pochopeni problematiky, a je
dlleZité pfi planovani dalsi reprodukce.
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