EGYETEMI DOKTORI (Ph.D) ERTEKEZES

Hagyomanyos és uj-generacios genetikai modszerek az epilepszia
molekularis diagnosztikajaban

Dr. TILL AGNES

Doktori iskola vezetdje:
Dr. Gallyas Ferenc

egyetemi tanar

Témavezetok:
Dr. Hadzsiev Kinga
egyetemi adjunktus

€s
Dr. Melegh Béla

egyetemi tanar

Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Interdiszciplinaris Tudomanyok Doktori Iskola

Klinikai Kozpont, Orvosi Genetikai Intézet

2020



TARTALOMJEGYZEK

L.ROVIDITESEK JEGYZEKE .....euvvureereirrmirerneieiete ettt 4
2 BEVEZETES c.oovetstaeseteeeteiet s sse s 8
2.1 AZ EPIlEPSZIa DELEESEE...ciiiiiii ittt e st e e et e e e s bte e e e sanreeeennes 8
2.1.1.Az epilepszids roham és az epilepszia betegség definicidja.......ccccoecveeieciieiiicciee e, 8
2.1.2.Az epilepszia epidemioldgidja és pathomechanismusa ........ccccoeeeeeiieeiccciee e, 8
2.1.3.Az epilepszids rohamok és az epilepszia szindromak Uj klasszifikaciéja (ILAE 2017) ............. 9
2.1.4.Az epilepszia eNetika tOrtENELE . ..cccuvie i 11
2.2.A fejl6dési és epilepszias encephalopathidk .........coovccuveiiiiiiiiiiiiiice e 12
2.2.1.GENELIKAT NATEAT ettt s 13
2.2.2.Vizsgalati mddszerek: el6nyok és hAtranyok ..........cccueeieeciieeiciiiee e 17
2.2.3.DiagnoSztiKus @lZOITEMUS ....cciiiiiiiiiiiee ettt et e e e ere e e e s sare e e e ssatee e e ssnreeeesanes 18
2.2.4.Infantilis SpasmMus/West SZINArOMA .....ccceccieiieiiieeiriereeceeciee et ettt saee s beebeebe e beens 21
2.2.5.LennoxX-Gastaut SZINAIOMA. ....ccceeiuiriiiieeeeeie sttt sttt sbe e st st s e b e e b ens 22
2.2.6.Dravet SZINAIOMA ...cc.eiiiieieeieette ettt ettt et sttt et e e b e sbe e st e sabe e b e beenes 22
2.2.7.Csecsemdkori epilepszia migrald fokdlis rohamokkal..........cooecvviiiiiciiiiinciiiece e, 23
2.3.A genetikus generalizalt epilepszidk és genetikai hatterliK.........coooeevvveeeeiiiiicciiiiieee e, 24
2.3.1.Genetikai epilepszia [dzas gorcs plusz sZiNdrodma ........cooecveeiieciiee e 25
BLCELKITUZESEK ....eueueeeeineiiiieeeseeseisetee ettt bbb 27
4.AVIZSGALATBAN RESZTVEVO BETEGEK.........cvuiurierierierieieientineiesiesiessessessessessesses s ssesssessessessesssesens 28
4.1.1dic (15) SZINArOmMAS DETEGEK.......uieeieeeiee ettt 28
O 0t O T Y- TSP PP PRSP 29
A oY1 4= - SR 30
T T T oY1 <Y -SSR 30
O O oY1 <Y - SRR 31

O T T 1=] Y- ST TSP P PRSP 31
4.2.DS és GEFS+ szindromas DELEEEK .....cciivuiiii et 32
4.3.GGE-ban SZENVEAG DELEG .......veeeeceeee e ettt eebre e e et e e et e e e e araeas 32
BUMODSZEREK......couieueeeieniiiieiseeseesetse ettt 34
5.1.MINTAVETEI S TAr0I8S....ei ittt 34
5.2.DNS HZOIBIAS ..o be e 34
5.3.GTIG SAVOZAS. .. veeurieiieeieeete ettt ettt sttt et e b e s bt e s et e st e bt e bt e bt s b et s he e et e e bt e b e sheesanesbe e r e e reenes 34
5.4.Fluorescens in Situ hibridiZACIG .....cooueiiiiiiiieee e 34
5.5.UNiparentalis diSOMIa......cii e e e e e e e e e e r e e e e e e e ennrrnes 34
5.6.Array komparativ genom hibridizaCiO .......ccccuveiiiiiiiiic e e 35
5.7.Automatizalt Sanger-féle SZeKVENAIAS.......cccuuiiiiiiiiiicce e e 36
5.8.Multiplex ligaciofliggs proba amplifikACiO ........cccuviiiiiiiiieeciee e e e e 36
5.9.Uj-generacids szekvenalds, teljeseXom-SzekVENAlAs. ......ccocouieiueieeieieeieieeeeeeeeseee et 37



BLEREDIMENYEK ..ot eee ettt ee et e e e e e e e e et et e e eeeeeeeeeeeeeee e et eneeeeeeeeueeeesseeeseneeneeneeeeeseeeeseenseeseeeneeneeneseeens 38

6.1.Idic (15) szindrémas betegek fenotipusa és strukturalis kUIGNbSEgEI ......ccccvvvieecireiiecieeeene. 38
6.1.1.A betegek fENOLIPUSA ..iiiiiciiiie et e s s arae e enee 38
6.1.2.GTG SAVOZAS S FISH . .eiiiiiieiiie ettt ettt ettt ettt et e et e e s te e sbee e sabeesabaesnnaessnbeeenns 38
6.1.3.Uniparentalis diSOmMia.......cuiiiiiiiiie ettt e e et e e e s rare e e e et e e e e erraeeeeanes 39
oI R 0 AN o = LV ] C o B PPNt 39

6.2.Az SCN1A-gén mutaciods spektruma a magyar epilepszias populdcidban ........ccccccevevviieeennnen. 43

6.3.Generalizalt epilepszia hatterében azonositott ioncsatorna-génmutdcié ritka formdja............ 47

7.EREDMENYEK MEGBESZELESE .....couvuirireincieicitiei ettt 48
7.1.Az array komparativ genom hibridizacio szerepe az idic (15) szindrémas betegek

Lo [ Yo g Lo YA a1 T - 1 o - Lo PSP 48

7.2.A Dravet szindréma és a GEFS+ szindroma fenotipikus és genotipikus heterogenitasa ............ 51

7.3.A teljesexom-szekvenalds szerepe a genetikus generalizalt epilepszia diagndzisaban .............. 53

B.OSSZEFOGLALAS ...ttt 56
9 IRODALOMIEGYZEK ...ttt 60
10.KOZLEMENYEK JEGYZEKE .......cvieerieiesireieiseessseessiessessstesssss sttt ssss st sssssse s ssessssssesssssssessssessesnnen 70
11.KOSZONETNYILVANITAS ..ottt sttt sttt eee 72
L2.MELLEKLETEK ..vuttuttueenienreeetiesae sttt 73



1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
ACMG: (American College of Medical Genetics and Genomics)

ACTH: adrenocorticotrop hormon

AE: antiepileptikum

AD: autosomalis dominans

AR: autosomalis recessziv

array CGH: array komparativ genom hibridizacié

ARX: (aristaless-related homeobox, X-linked)

BP: (breakpoint), toréspont

CACNA1LH: T-tipusu fesziiltségfliggd calciumcsatorna alfa-1H alegység
CDKLS5: (cyclin-dependent kinase-like 5)

CHRNAA4: neuronalis nikotinérzékeny acetilcholin-receptor alfa-4 alegység
CHRNAT: neuronalis nikotinérzékeny acetilcholin-receptor alfa-7 alegység
CLCN2: 2-es tipusu kloridcsatorna

CNV: (copy number variant), kopiaszam-valtozas

DCX: (doublecortin)

DECIPHER: (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using

Ensembl Resources)

DNS: dezoxiribonucleinsav

DS: Dravet szindroma

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav
EE: epilepszids encephalopathia
EEG: electroencephalographia
EFHCL1: 1-es tipusu myoclonin

EIMFS: (epilepsy of infancy with migrating focal seizures), korai migralé fokalis epilepszia



EPSP: excitatoros postsynapticus potencial

FISH: fluorescens in situ hibridizacio

FLB: felbamat

FOXGL1: (forkhead box protein G1)

GABA: gamma amino-vajsav

GABRAL: gamma amino-vajsav receptor alfa-1 alegység
GABRAS: gamma amino-vajsav receptor alfa-5 alegység
GABRB3: gamma amino-vajsav receptor béta-3 alegység
GABRD: gamma amino-vajsav receptor delta alegység
GABRG2: gamma amino-vajsav receptor gamma-2 alegység
GABRG3: gamma amino-vajsav receptor gamma-3 alegység
GEFS+: (genetic epilepsy with febrile seizure plus), genetikus epilepszia 1azgores plusz
GGE: genetikus generalizalt epilepszia

GLUT1: 1-es tipusu gliikoz transporter

GRINL1: ionotrop glutamat receptor, NMDA 1-es alegység
GRINZ2A: ionotrop glutamat receptor, NMDA 2A-alegység
GTC: generalizalt tonusos-clonusos

GTG savozas: Giemsa-Trypsin savozas

idic (15): isodicentricus kromoszoma (15)

IGE: idiopathias generalizalt epilepszia

IGE-14: idiopathias generalizalt epilepszia 14-es tipus
ILAE: (International League Against Epilepsy), Nemzetkozi Epilepszia Ellenes Liga
IPSP: inhibitoros postsynapticus potencial

IS: infantilis spasmus



JME: juvenilis myoclonusos epilepszia

KCC2: kalium-klorid kotransporter 2-¢s tipus

KCNQ?2: fesziiltségfliggd kaliumcsatorna, Q-alcsoport, 2-es tag
KCNQa: fesziiltségfliggd kaliumcsatorna, Q—-alcsoport, 3-as tag
KCNT1: kaliumcsatorna, T-alcsoport, 1-es tag

KIR: kdzponti idegrendszer

LGS: Lennox-Gastaut szindroma

LTG: lamotrigin

LVT: levetiracetam

MAGI2: membran-asszocialt guanildt-kinaz 2-es tipus

MEFC2: (mads box transcription enhancer factor 2 polypeptide C)
MLPA: multiplex ligaciofiiggd proba amplifikacio

MRI: (magnetic resonance imaging), magneses rezonancia képalkot6 eljaras
NGS: (next generation sequencing), Uj-generacios szekvenalas
NMDA: N-metil-D-aszpartat

PCDH19: (protocadherinl19)

PCR: polimeraz-lancreakcio

PET/CT: positron emissios tomographia/computer tomographia
PML.: (inducer of acute promyelocytic leukemia)

PWS/AS: Prader-Willi szindroma/Angelman szindréma

RFN: rufinamid

SCNI1A: fesziiltségfliggd natriumcsatorna alfa-1 alegység
SCN1B: fesziiltségfliggd natriumcsatorna béta-1 alegység

SCN2A: fesziiltségfiiggd natriumcsatorna alfa-2 alegység



SCN3A: fesziiltségfliggd natriumcsatorna alfa-3 alegység

SCNOA: fesziiltségfliggd natriumcsatorna alfa-9 alegység

SLC2AL: (solute carrier family 2, member 1)

SLC12A5: (solute carrier family 12, member 5)

SMC: (supernumerary marker chromosome), szadmfeletti marker kromoszoma
SMEL: (severe myoclonic epilepsy of infancy), csecsemdkori stilyos myoclonusos epilepszia
SNV: (single nucleotide variant), egy nukleotidot érint6 valtozas
SPTANL1: (non-erythrocytic alpha-spectrin-1)

STR: (short tandem repeat)

STXBPL1: syntaxin-kot6 1-es tipusu fehérje

TPM: topiramat

TSC1: (tuberous sclerosis 1)

TSC2: (tuberous sclerosis 2)

UBES3A: (ubiquitin protein ligase E3A)

UCSC: (University of California, Santa Cruz)

UPD: uniparentalis disomia

VGB: vigabatrin

VPA: valproat

VUS: (variant of unknown significance), bizonytalan jelentdségii varians
WES: (whole-exome sequencing), teljesexom-szekvenalas

WGS: (whole-genome sequencing), teljesgenom-szekvenalas

WS: West szindroma



2. BEVEZETES
2.1. Az epilepszia betegség

2.1.1. Az epilepszids roham és az epilepszia betegség definicidja

Az epilepszias roham az agy koros, nagymértékii vagy szinkron neuronalis aktivitasa
kovetkeztében kialakulo objektiv vagy szubjektiv tiinetek megjelenését jelenti. A paroxysmalis
aktivitds atmeneti, tobbnyire néhany madasodpercig vagy percig tart, és intermittaloan
jelentkezik. Klinikailag a tudatban, viselkedésben, mozgasban, érzelmekben bekovetkezd
valtozas kiséri. Epilepszias rohamot szamos tényez0 valthat ki. Epilepszia betegségrol akkor
besz¢éliink, ha ismétlddd, spontan epilepszias rohamok jelentkeznek. A Nemzetkdzi
Epilepsziaellenes Liga (International League Against Epilepsy, ILAE) jelenleg érvényben 1évo
definicidja szerint az epilepszia betegség diagnozisa akkor allithato fel, ha a betegnek két nem
provokalt rohama volt 24 6rés kiilonbséggel, vagy egy meghatarozott epilepszia szindroma
diagnozisa felallithato, vagy a betegnek egy nem provokalt rohama volt, és legalabb 60%-0s a

valdsziniisége egy tovabbi roham kialakulasanak a kovetkez6 10 évben (Fisher RS, 2014).

2.1.2. Az epilepszia epidemiologidja és pathomechanismusa

Az epilepszia incidencidja a legmagasabb az elsé életévben, majd folyamatosan
csokken. Tizenot éves életkorban a kumulativ incidencia kb. 0,8%, 20 és 60 év kozott stagnal,
majd 60 éves kor felett Gjra jelentdsen megemelkedik a cerebrovascularis korképek, agyi
tumorok gyakoribb el6fordulasa miatt. Magyarorszagon a gyermekpopulacidban 1%, a felndtt
népességben 0,5% koriili prevalencidval szamolva, hozzavetéleg 50—60 ezer epilepszias beteg
¢l. Gyermekekben az epilepszia a leggyakoribb idegrendszeri betegség.

Az epilepsziara a leglijabb kutatdsok tiikrében halozati betegségként tekintlink. Az
epilepszids hélozat olyan funkciondlisan és anatomiailag is 0Osszekapcsolt, bilateralisan
reprezentalt, corticalis €s subcorticalis agyi strukturak €s régiok halmaza, amelyek egymassal
Osszekottetésben allnak, €s barmelyik rész aktivitdsa hatdssal van az Osszes tobbire (Spencer
SS, 2002). Szamos haldzat ismert, példaul a thalamocorticalis és a perisylvian héalézatok. A
héalozatok az agy fejlédése soran plasztikus valtozasokon mennek keresztiil, a kiilonb6z6 agyi
tertiletek aszinkron érésével lehet Osszefliggésben a fejlodé agy nagyobb vulnerabilitasa az
epilepszias rohamok tekintetében. Az epilepszids roham kialakulasanak feltétele a neuronok
fokozott ingerelhetdsége ¢€s a sejtek szinkron miikodése. A rohamok létrejottéhez a serkentd és
gatld neuronrendszerek koros kdlcsonhatasa sziikséges. Az idegsejtek membranjanak kiils6 és
belsd felszine kozott 60-80 mV fesziiltségkiilonbség mérhetd. A nyugalmi membranpotencial

fenntartasat a nagy energiaigényli Na*-K* pumpa biztositja, mely a Na*-ionokat az



extracellularis, a K'-ionokat az intracellularis térbe juttatja. Hasonld mechanizmussal
fesziiltségfiiggd Ca*"-akcids potencidlok is kialakulnak. A neuronok kozotti ingeriiletatvitelt
serkentd ¢és gatld neurotransmitterek biztositjdk. A kozponti idegrendszerben (KIR) a
legfontosabb serkentd transmitter a glutamat, mely postsynapticusan az NMDA (N-metil-D-
aszpartat) -é¢s a nem NMDA-receptorokhoz kapcsolodik. A gamma-aminovajsav (GABA) és a
glicin a legismertebb gatlo transmitterek. A GABAA-tipusu receptorok kloridcsatornakkal, a
GABAg-tipusu  receptorok  kaliumcsatorndkkal allnak  kapcsolatban. A serkentd
neurotransmitter hatdsara a postsynapticus sejtbe pozitiv toltésti ionok Iépnek be, igy a
membran depolarizalodik, fesziiltsége megkdzeliti vagy atlépi az akcids potencial kiiszobot, ez
az excitatoros postsynapticus potencial (EPSP). Inhibitoros transmitter hatasara a sejtb6l pozitiv
ionok lépnek ki, vagy a postsynapticus sejtbe negativ ionok jutnak be, igy a membran
hyperpolarizalodik, fesziiltsége az akcids potencial kiiszobtdl tavolabb keriil (inhibitoros
postsynapticus potencial, IPSP). A sejten egy iddben jelentkez6 EPSP-k és IPSP-k aranya
hatdrozza meg, hogy akcids potencial kialakul-e. A neuronok kéros ingerlékenységét szdmos
cellularis folyamat okozhatja, pl. a membran fesziiltségfiiggd ioncsatorndinak szerkezeti vagy
funkcionalis kdrosodasa, a serkentd és gatlo synapsisok szerkezeti és/vagy eloszlasbeli zavara,
az extracellularis ionkoncentracié szabdlyozdsdnak =zavara, a serkentd ¢és a gatlo
neurotransmitterek egyensulyanak valtozasa, vagy a neurotransmitter-receptorok mennyiségi,

szerkezeti €s funkcionalis kdrosodasa (Szirmai [, 2011).

2.1.3. Az epilepszias rohamok és az epilepszia szindromak uj klasszifikdacioja (ILAE
2017)

Az elmult két évtizedben az Uj-generaciés molekularis genetikai modszerek és a
bioinformatika robbandsszerli fejlédésének kdszonhetden olyan Iéptékii eldrelépés tortént az
epilepszia genetikai hatterének feltardsaban, amely lehetdvé tette a betegség molekularis
mechanizmusainak pontosabb megismerését, ezek befolyasolasaval pedig Uj terapias
lehetdségek is elérhetdvé valtak (Orsini A, 2018). Az epilepsziakutatds soran elért eredmények
hozzajarultak az epilepszids rohamok, az epilepszidk és az epilepszias szindromak uj
klasszifikaciojanak kidolgozasahoz (ILAE 2017). Az ILAE legujabb klasszifikacioja nemcsak
a betegek diagnosztizalasa, hanem az epilepsziakutatas, innovativ gydgyszerek fejlesztése és a
szakemberek kozotti egységes kommunikacid miatt is esszencialis. Mig a klasszikus
osztalyozas alapjan az epilepszidk 70%-a az idiopathids etiologidji csoportba tartozott, addig
jelenleg tobb, mint 30%-ban igazolhatd a hattérben allo genetikai eltérés, ezért az idiopathids

jelzé hasznélata hattérbe szorul. A legujabb beosztas haromszintli, a rohamtipus



meghatarozasat kovetden keriilhet sor az epilepszia tipusanak (fokalis, generalizalt, kombinalt
fokalis és generalizalt és ismeretlen) kategorizalasara, ezt kovetden pedig - amely esetekben az
lehetséges - az epilepszia szindroma meghatarozasara. Az 1. abra mutatja be a rohamtipusok

részletes klasszifikacigjat, a 2. dbra pedig a klasszifikacio szintjeit tiinteti fel.

Fokilis kezdet

magtartott befalyasalt
tudattal tudattal

motoras kezdetil
automatizmusok
atonias
clonusos
spasmus
hyperkinetikus
myoclonusos

Generalizalt kezdeti

motoras

ténosus-clonusos
clonusos

tanusos
myoclonusos
myoclonusos-
tanusos-clonusos
myoclonusos-atonias
atonids

lsmeretlen kezdeti

motoros
tanusas-clonusos
spasmus

nem motoros
magatartasi arrest

tonusos spasmus nem osztalyozhatd
nem maotoros kezdetd

autondm alx-en.-:e

magatartasi arrest TIFJ_ usos

kognitiv atipusos

emacionalis rmyoclonusos

LENs0ros szembd] myoclonus

bilaterdlis

t6nusos-clonusos ILAE 2017, Epilepsia 2017, 58(4):522-530 alapjn

1. abra: Az epilepszias rohamok legtijabb klasszifikaciéja (ILAE 2017)

Az 1j osztalyozas nagy jelentdséget tulajdonit az etiologianak és a tarsulo allapotoknak,
betegségeknek is. Az etioldgia meghatarozasanak fontossagat hangsulyozza a diagndzis
felallitaisanak minden 1épcséjénél, hiszen az terdpids vonatkozassal bir. Az etiologiat hat
alcsoportra  bontottdk, melyek természetesen atfedésben lehetnek egymassal, igy
megkiilonboztetiink strukturalis, genetikai, infekcids, metabolikus, immun ¢és ismeretlen
eredetli epilepsziat. A nomenclatura is jelentdsen atalakult, és Uj entitasként megjelent a

fejlodési és epilepszias encephalopathia (Fisher RS, 2017, Scheffer IE, 2017).
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ILAE 2017, Epilepsia 2017, 58(4), 512-521 alapjén

2. abra: Az epilepsziak j klasszifikacidoja (ILAE 2017) figyelembe veszi az etiologiat és a tarsulo
betegségeket is

2.1.4. Az epilepszia genetika torténete

Az 0j-generacios szekvenalds (NGS) megjelenése, elterjedése atalakitotta az epilepszia
genetika klinikai gyakorlatat is. Két évtizede még csak 12-20 gén koroki szerepe volt ismert
kiilonbozd epilepszia betegségekben, mara ez a szam megsokszorozodott, és egyre tobb gén
esetében kertil alatdmasztasra, hogy hibdja esetén epilepszia alakul ki. Wang J. és munkatarsai
egy kozelmultban megjelent 6sszefoglald kézleményiikben szdmos adatbazis felhaszndldséval
Osszesen 977 epilepsziaval asszocialt gént azonositottak, ezeket négy kategoéridba soroltak,
aszerint, hogy milyen szoros az epilepsziaval vald kozvetlen Osszefiiggésiik. Nyolcvannégy gén
esetén bizonyitott, hogy mutaciojuk f6 tiineteként epilepszia alakul ki, tovabbi 73 génrdl, un.
idegfejlodéssel asszocidlt génekrdl ismert, hogy KIR-i fejlédési rendellenességet és tarsuld
epilepsziat okoznak. A harmadik kategoriaba soroltak azt az 536 gént, amelyek hibaja esetén
szisztémas rendellenességek mellett epilepszia is kialakulhat, a negyedik csoportba pedig az a
284 gén tartozik, amelyek feltehetden kapcsolatba hozhatok epilepszia kialakulasaval, de ennek
bizonyitasa még tovabbi vizsgalatokat igényel (Wang J, 2017). A 3. dbra mutatja az ismert
epilepsziagének exponencialis ndvekedését az évek eldrehaladtaval (Ottman R, 2010, Myers

KA, 2019).
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3. dabra: Az ismert epilepszia gének szama az évek elérehaladtaval

Az anyagesere betegségek és az értelmi akadalyozottsag génjei nincsenek
feltiintetve (Az abra forrasa: Myers KA, Clinical Genetics 2019; 95: 95-111.).

Az epilepszia betegség genetikai hatterének lehetdsége mar régen felmeriilt. A
generalizalt epilepszia eléforduldsdnak valoszinlisége elséfoktl rokonok (testvér, gyermek)
esetén az atlag populacidhoz képest 5-10-szeresre emelkedik (Annegers JF, 1982).
Ikervizsgalatok is megerdsitették az orokletességet, melyet tradicionalisan multifactorialisnak
véltek (Berkovic SF, 1998). Vannak azonban olyan csalddok, amelyekben autosomalis
dominans (AD) oroklddést mutat az epilepszia, magas penetrancidval és a csalddon beliil
azonos rohamtipussal. Ezeknek a nagy, tobbgeneracios csaladoknak a vizsgalata vezetett az
els6 epilepszia gének klonozasahoz (SCN1A, CHRNA4, KCNQ2, KCNQ3, SCN2A) (Escayg A,
2000, Steinlein OK, 1995, Singh NA, 1998, Charlier C, 1998, Heron SE, 2002). A genom
kapcsoltsagi analizisek és a Sanger-féle szekvenalas sikeres stratégidk voltak az enyhébb
lefolyasti, dominans epilepszidk vonatkozasdban, de nem tudtak diagnosztikus segitséget
nyujtani a negativ anamnézisii, terapia-rezisztens epilepszidban szenvedd, rossz prognozisu

betegeknek és csaladjaiknak (Myers KA, 2019).

2.2. A fejlodési és epilepszias encephalopathiak
Az NGS megjelenésével és elterjedésével a legkorabbi, legegyértelmiibb genetikai
6sszefiiggések az epilepsziés encephalopathiék (EE) vonatkozasdban lattak napvilégot. Az EE
aktivitds dnmaga olyan sulyos kognitiv és magatartasbeli romlast okoz, amelyet a hattérben allo
pathologidval magyardzni nem lehet (pl. corticalis malformatio) (Berg AT, 2010). A romlas

barmely ¢életkorban eléfordulhat, és kiillonbozd sulyossagu lehet, szamos epilepszia szindroémat
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¢rinthet, ezért az ILAE 2017 a kifejezés szélesebb korti hasznalatit ajanlotta. Az
encephalopathidval asszocialt epilepszia szindromak nagy része genetikai hatterti, de
el6fordulnak szerzett okok is, gy, mint hypoxids-ischaemias eredet, stroke, vagy corticalis
fejlodési rendellenesség, amely lehet genetikai vagy szerzett etiologiaji is. Azoknak az
eseteknek a megnevezésére, amikor a gyakori epilepszids aktivitason feliil a genetikai
eltérésnek direkt hatdsa is van a fejlodésre - regresszidt, vagy az epilepszia megjelenése eldtt a
fejlodési litem lelassulasat okozva — a fejlddési €s epilepszids encephalopathia kifejezés
javasolt. A klinikai gyakorlatban nem mindig egyszerii a két entitds elkiilonitése az atfedések
miatt, az egyszeriiség kedvéért az értekezésemben a tovabbiakban az EE kifejezést hasznalom.
A monogénes esetekben haszndlatos a muticiot hordozd gén neve az encephalopathia
kifejezéssel egyiitt pl. ,,KCNQ2 encephalopathia”. Ez azokban az esetekben kiilondsen fontos,
ha az adott gén mutacidi sulyos és spontan gyogyuld, gydgyszeres kezelésre reagald epilepsziat
is okozhatnak, ilyenek pl. a KCNQ2 és az SCN2A gének (Scheffer IE, 2017). Az EE magaba
foglal szamos korhoz kotott electroklinikai szindromat specifikus rohamtipusokkal ¢s az
electroencephalographian (EEG) észlelheto eltéréssel. A tarsuld betegségek, mint az autizmus
spektrum zavar, mozgaszavarok, viselkedési problémak gyakoriak, a prognézis gyakran igen
rossz. El6fordulhat a korhoz kotott epilepszia szindromak atalakuldsa egy masik szindromava,
pl. az els6 két honapban manifesztalédé Ohtahara szindroma gyakran West szindromava (WS),

majd késébb Lennox-Gastaut szindromava (LGS) alakul (McTague A, 2016).

2.2.1. Genetikai hattér

A molekularis forradalom megjelenésével folyamatosan nd a betegség hatterében allo
ismert gének szama: leggyakrabban de novo dominans mutaciokat azonositanak. Tobb gén
hibdja okozhatja ugyanazt az electroklinikai szindrémat, és forditva, egy gén mutacioi
fenotipusos pleiotropiat mutathatnak. Az érintett gének sokféle funkcidju fehérjét kodolnak,
lehetnek ioncsatornak, synapticus— €s transcriptiot szabalyozé funkcidt betoltd fehérjék. A 4.
abra mutatja be a sejtszintli funkcidkat és jelatviteli utakat, amelyek érintettek epilepszidban.
Az epilepszia neurobioldgiai mechanizmusainak pontosabb megismerése az érintett jelatviteli

utak befolyéasolasaval 01 terapids lehetdségek kifejlesztéséhez is vezethet (Ellis CA, 2019).
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Az ioncsatornakat ¢s a neurotransmitter receptorokat kodold gének mellett mara
ismertté valt a synapticus funkciokat, a sejtndvekedést és proliferatiot, valamint a
transcriptiot szabalyozo fehérjéket kodold gének mutacidinak szerepe az epilepszia
betegségben (Az abra forrasa: Ellis CA, Lancet Neurol. 2020; 19 (1): 93-100.).

EE hatterében eldszor 2001-ben igazolodott genetikai eltérés, amikor Claes L. és
munkatarsai hét Dravet szindromas (DS) gyermek mintajaban de novo SCN1A-gén mutaciot
igazoltak (Claes L, 2001). Az olyan molekularis genetikai modszerek megjelenésével, mint az
array komparativ genom hibridizacio (array CGH) és az NGS az elmult két évtizedben
ugrasszertien nétt az EE hatterében felfedezett 0j gének szdma is (Allen AS, 2013, Veeramah
KR, 2013, Carvill GL, 2013, Lesca G, 2013). A kopiaszam-valtozasok (CNV) fontos
molekularis okai az EE-nak, az esetek akar 8-23,5 %-aban oki vagy potencialisan a betegséghez
hozzajarul6 CNV mutathaté ki (Ezugha H, 2010, Mefford HC, 2011). A pathogen
microdeletiok, microduplicatiok kimutatdsa miatt az array CGH vizsgalat EE esetén az egyik
elsd diagnosztikus 1épcsd a genetikai kivizsgalds soran. A modszer alkalmas lehet 1) gének
felfedezésére is, ha a kandidans gént érinti a deletio vagy duplicatio, €és a hasonld fenotipusu
betegekben a gén szekvenalasa soran mutacio igazolhato, mint tortént az pl. az STXBP1-gén
felfedezése kapcsan (Saitsu H, 2008). Az NGS technoldgia hatékonysaganak novekedése,
aranak csokkenése szintén hozzajarult az EE hatterében allo gének gyors felfedezéséhez. A
teljesexom-szekvenalas (WES) alkalmazésa a proband és sziileinek mintdin (trio-szekvenalas)

hatékony modszernek bizonyult.
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Az EE-ban szenvedd betegek nagy részében ma mar azonosithatd a genetikai hattér, a
legtobb esetben kimutatott de novo dominans mutacio feltehetden az ivarsejtben vagy a korai
embryogenesis soran jott 1étre (Vadlamudi L, 2010). X-hez kotott dominans (pl. DCX) és
recessziv (pl. ARX), valamint kiilonleges tin. male-sparing (pl. PCDH19) 6roklédésmenet is
eléfordul, autosomalis recessziv (AR) ritkdn. A mitochondrialis betegségek maternalis vagy
AR 0Oroklédésmenetet mutathatnak. A monogénes esetekben nagy hatasu gének mutacioja all a
hattérben, vannak azonban komplex 6rokldédést mutato esetek is, amikor tobb genetikai eltérés
interakcidja okozza a csaladi halmozodast mutato, de eltérd sulyossagi betegséget, pl. DS
esetén (Depienne C, 2010). Az 5. dabra mutatja be az epilepszia betegségre legjellemzdébb
oroklodésmeneteket (Ellis CA, 2019).

e

ﬁééiéT éééﬁéﬁm mOome

5. abra: Jellemzé 6roklodésmenetek epilepsziaban

A) Sporadikus eset, de novo mutacié a probandban, a legtobb EE esetén. B) Egy vagy két érintett a szélesebb
csaladban, komplex 6roklédés, pl. DS esetén. C) Tobb érintett csaladtag, AD 6roklddésmenet. Ezen csaladok
vizsgalata vezetett az elsd epilepszia gének felfedezéséhez (Az abra forrasa: Ellis CA, Lancet Neurol. 2020; 19
(1): 93-120.).

Egy masik molekuldris mechanizmus, mely a csalddon beliili fenotipusbeli
kiilonbségeket okozhatja, a mozaicizmus. A mozaicizmus azt jelenti, hogy egyazon személy
két kiilonbozd sejtvonallal rendelkezik, az egyik a mutdciot, a masik a vad tipustu allélt
hordozza. Ivarsejti mozaicizmus is el6fordulhat, ami akkor lesz egyértelmii, ha a sziildnek két
utdda is ugyanazt a mutaciot hordozza, annak ellenére, hogy a sziilé fehérvérsejtjeibdl izolalt
DNS-ben a mutacié nem mutathatd ki. DS esetében tobb ilyen eset is dokumentalasra keriilt

(Depienne C, 2006, Marini C, 2006). A somaticus mozaicizmus ismerten fontos mechanizmusa

az agyi fejlédési rendellenességeknek, és feltehetden a negativ képalkotd vizsgalatokkal
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rendelkezd EE-s esetek egy részében is csak a KIR-re, vagy annak egy részére korlatozodod

mutacio a kivalto ok.
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6. abra: A gyermekKkori epilepszia szindromak genetikai okai

A genomialis eltérések, metabolikus eltérések nincsenek feltiintetve az abran. A feketével jelolt gének az esetek
tobb, mint 50%-aban feleldsek az adott szindromaért, a lilaval jeloltek 10-50%-ban, a pirossal jelolt 5-10%-ban,
a kékkel jelolt gének az esetek kevesebb, mint 5%-aért felelosek. A zolddel jelolt gének egyeldre ismeretlen
aranyban vesznek részt az epilepszia kialakulasaban (Az abra forrasa: McTague A, Lancet Neurol. 2016; 15:
304-316.).

A 6. abra mutatja be a kiillonb6z6 epilepszia szindrémak genetikai heterogenitasat és a
gének fenotipusos pleiotropidjat (McTague, 2016). Ezen heterogenitas €s pleiotropia miatt nem
értelmezhetd egy genetikai eltérés sem a beteg pontos fenotipusa, klinikai adatai nélkiil. A
fenotipusos heterogenitas kialakuldsdhoz olyan faktorok jarulnak hozz4, mint a mutécié tipusa
¢s ideje a fejlodés alatt, a physioldgids génexpresszid ideje €s helye, epigenetikai faktorok és

modositd gének.
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Az ioncsatorna gének mutacioi jol példazzak, hogy ugyanazon gén mutaciol spontan
gyogyulo epilepsziat és sulyos lefolyasu EE-t is okozhatnak. A KCNQ2-gén mutacioi allnak a
self-limited (korabbi nomenclatura szerint benignus) familiaris neonatalis epilepszia
hatterében, €s ugyanezen gén mutacidi asszocialtak a tonusos rohamokkal jellemzett, sulyos
korai infantilis EE-val, az Ohtahara szindromaval. Az els6 esetben haploinsuffitientia, a
masodik esetben a dominans-negativ hatas a feltételezett mechanizmus (Miceli F, 2013). Az
el6z6ekhez hasonldan, az SCN1A-gén missense mutdcidi okozzak mind a genetikus generalizalt
epilepszia lazgorcs plusz (GEFS+) szindromat, mind a DS-t. Az eldbbi egy kezelést nem
1génylo epilepszia szindroma, mig a masodik egy sulyos lefolyast EE (Zuberi SM, 2011).

A genetikai heterogenitds minden epilepszia szindromara jellemzd, még a genetikus EE
prototipusanak tarthat6 DS-ra is, amelyben a betegek 80%-aban mutathatok ki az SCN1A-gén
mutacioi, az esetek kis hdnyadanak hatterében mas gének mutacioi allnak (Steel D, 2017). A 6.
dbrdn lathato, hogy a klasszikus EE-kal, mint a WS, LGS szindréma, Ohtahara szindroma
szamos gén kapcsolatba hozhatd, de az esetszamok alacsonyak. Az 11j-generaciés modszerek
klinikai gyakorlatba torténd rutinszerti bevezetésével varhatéan tovabb boviilnek az ismereteink

ezen betegségcsoportok genetikai hatterét illetden.

2.2.2. Vizsgadlati modszerek: elonyik és hatranyok

A human genom kb. 3 billi6 bazispart tartalmaz, melyek kb. 25.000 gént kédolnak a 23
kromoszéman elosztva. A pathogen valtozasok két nagy csoportjat a CNV-k és az egy
nukleotidot érintd valtozasok alkotjdk (SNV). A CNV egy DNS szakasz deletigjat vagy
duplicatigjat jelenti, mig az SNV egy bazis pozicidban bekovetkezett valtozast. A valtozast
mindig egy standard referencia genomhoz, szekvencidhoz viszonyitjuk, mely tobb ezer
kiilonboz6 etnikumu egyén szekvencidjan alapuld konszenzus. A variansokat a pathogenitasuk
alapjan az alabbiak szerint osztalyozzuk: pathogen varians, feltehetden pathogen varians,
ismeretlen jelentdségli varians (VUS), feltehetéen benignus varians, benignus varians. A
variansok értékelése nagy koriiltekintést igényel, szdmos standard és iranyelv all rendelkezésre
Genomics), DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans
using Ensembl Resources) (Richards S, 2015, He N, 2019, MacArthur DG, 2014).

A tradiciondlis bazisrol bdzisra torténd szekvenalas (Sanger-féle szekvenalas)
iddigényes, egy gént célzottan vizsgal, nagyon pontos és olcsdbb, mint az 0j-generacios
alternativak. Az NGS nagyszam, kisebb darabokra tort DNS szegmens gyors, parhuzamos

szekvenalasara, majd megfeleld illesztést kovetden szamitogépes értékelésére alkalmas. Az
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NGS lehetové teszi génpanelek vizsgalatat, vagyis olyan gének szekvenalasa torténhet
parhuzamosan, melyek egy jol meghatarozott fenotipussal asszocialtak. Kereskedelmi
forgalomban elérhetd pl. az EE ismert génjeit tartalmazd 166 génes panel. Az 0j ismeretek
boviilésével a laboratoriumok az egyes panelekhez 1wjabb géneket listaznak. Az NGS
technologiaval lehetdség nyilt a teljes exom €s a teljes genom szekvenalasara (WGS) is. A WES
az Osszes fehérje-kodold exon és exon-intron hatdr szekvendldsdra alkalmas. A nagyszdmu
varians interpretaldsa miatt idoigényes és draga; de génre lebontva olcsobb a Sanger-féle
szekvenalasnal. A klinikai gyakorlatban az elmult években szignifikdns mértéki arcsokkenése
tapasztalhatd. Vannak a modszernek korlatai is: a nem-kodolo régidkat €s intronokat nem fedi
le, triplet expanzié kimutatdsara, methylatios zavarok kimutatdsara nem alkalmas, nagyobb
insertiok, deletiok és duplicatiok is rejtve maradhatnak. A taldlt variansok értékelése nem ér
véget a laboratoriumban. A VUS-ok interpretaciot igényelnek, de nem feltétleniil segitik a
diagnoézist. A sziilok mintajanak vizsgalata és a fenotipus pontositasa sziikséges a VUS-0k
széleskortien elérhetd.

Hangsulyozandd, hogy a technikai nehézségek mellett a WES/WGS vizsgélat szamos
etikai problémat is felvet, ezért mindenképpen genetikai tandcsadéds sziikséges a vizsgalat
elvégzése elott és az eredmények interpretalasdhoz. Ezt Magyarorszagon torvény szabalyozza
(2008. évi XXI. torvény a humangenetikai adatok védelmérdl, a humangenetikai vizsgalatok és
kutatdsok, valamint a biobankok miikodésének szabalyair6l). A neurolégusok, epileptologusok
¢és a klinikai genetikusok harmonikus, szoros egyiittmiikodése sziikséges a betegek idealis
gondozéasahoz. Ha az idiopathids epilepszia terminologiat, egy konkrét genetikai diagnozisra
tudjuk cserélni, a betegek szdmara csak eldnyokkel jar. Végét jelentheti egy hosszas
diagnosztikai procediranak, a bizonysag a csalad megnyugvésaval jarhat, lehetdvé teheti a
csaladtagok célzott vizsgalatat, praenatalis vizsgalat elvégzését. A specifikus diagnozis
megteremti a lehetOségét a betegtarsakkal torténd kapcsolatfelvételre, és végiil, de nem
utolsdsorban terapias konzekvenciaval jarhat, mint pl. DS esetén (Berkovic SF, 2015, Orsini A,
2018).

2.2.3. Diagnosztikus algoritmus
Boviilé ismereteink ellenére a beteg vizsgalatatol a genetikai diagnézisig eljutni a
mindennapi klinikai gyakorlatban esetenként még kihivasokkal teli. Az ILAE ajanlasa alapjan,

¢letkortol fliggetleniil javasolt a beteg genetikai kivizsgalasa terapia-rezisztens epilepszia
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esetén (Wilmshurst JM, 2015). A 7. dabra mutatja be a javasolt terapias algoritmust terapia-

rezisztens epilepszia, igy az EE-k esetén.

Biokémiai
vizsgdlatok

Célzott gén
szekvendlas

Array CGH
(kariotipus)

|
Epilepszia
multigén panel

I
WES/WGS

Ujraériékelés
Ream MA, Epilepsia 2015; 56: [10): 1505-1514 alapjan évek milva

7. dabra: A kivizsgdlds menete terdpia-rezisztens epilepszia esetén

A strukturdlis eltérés nélkiili és nem szindrémas esetekben részletes metabolikus
kivizsgalas sziikséges a potencidlisan kezelhetd betegségek mieldbbi kizarasa miatt pl.
pyridoxin-dependens epilepszia. A metabolikus kivizsgalassal parhuzamosan a genetikai
kivizsgalas megkezdése array CGH vizsgalattal javasolt. Ismeriink néhany olyan esetet, ahol

célzott gén szekvendlasa elsé 1épésként megfontolando pl. DS klinikai gyanuja esetén, ahol a

crer

crer

szintén terapids konzekvencidja van. Az olyan klinikailag jol felismerheté szindromak esetén
is elég lehet egy, esetleg néhany gén célzott vizsgalata, mint a Rett szindroma, sclerosis
tuberosa, Koolen de Vries szindroma, Kleefstra szindroma, Angelman szindroma vagy a Pitt-
Hopkins szindroma (Myers KA, 2019). Rutin karyotypizalassal detektalhatok az aneuploidiak,
szamfeletti marker kromoszomak ¢és a kiegyensulyozott translocatiok, valamint a
gylirikromoszomak, tehat ennek a vizsgéalatnak is lehet Iétjogosultsiga a kivizsgalas
menetében. Kovetkezé diagnosztikus 1épcsdként az EE ismert génjeinek szimultan
szekvenalasa, azaz egy multigén panel vizsgélat jon szoba, aminek mindsége a vizsgalt gének

crcr

lefedettségét képes biztositani. Lemke J. R. és munkatarsai egy 265 gént tartalmazo panel
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vizsgalataval a 33 terapia-rezisztens epilepsziaban szenvedd beteg koziil csaknem felénél (16
beteg) igazoltdk a betegség genetikai eredetét (Lemke JR, 2012). Méas szerzOok is hasonlo
diagnosztikus ratarol (15-25%) szamolnak be (Mercimek-Mahmutoglu S, 2015, Wang J, 2014).
Szamos panel tartalmazza az NGS-alapli, exon-szintli deletio-duplicatio vizsgalatat is. Ha a
panel vizsgalattal sem jutunk diagnozishoz, de a genetikai eredet alaposan felmeriil, fennall a
WES indikéacioja. A WES, foleg a trio-szekvenalas igen hasznosnak bizonyult az epilepszia
diagnosztikdjaban, 0j gének felfedezésében (Allen AS, 2013, Veeramah KR, 2013). EE esetén
igen eltérd diagnosztikus eredményekrdl szamolnak be a nemzetkdzi irodalomban. Néhany

vizsgalat adatait mutatja be az 1. tablazat.

1. tablazat: Néhany Kklinikai vizsgalat adatai WES alkalmazasaval kiilonb6z6 EE fenotipusok esetén

Fenotipus Betegszam Médszer Diagnosztikus Referencia
rata %
EE 10 tri6 WES 70 Veeramah KR,
2013
IS 18 trid WES 28 Michaud JL, 2014
IS és LGS 264 trid WES 17 Epidk
konzorcium, 2013
EIEE 14 tri6 WES 36 Bruun TUJ, 2018

Roviditések: EE: epilepszias encephalopathia; IS: infantilis spasmus; LGS: Lennox-Gastaut szindroma;
EIEE: (early infantile epileptic encephalopathy), korai kezdetl epilepszias encephalopathia; WES:
(whole-exom sequencing), teljesexom-szekvenalas;

Szamos eldnye mellett limitacioit is figyelembe véve (ara, etikai megfontolasok,
incidentalis talalatok, irrelevans talalatok) els6 vonalbeli diagnosztikus tesztként nem ajanlhato.
Az adatok ujraértékelésére is sziikség van, ahogy gylilnek az adatok az adatbazisokban, tigy
eléfordulhat, hogy egy korabban VUS-ként kategorizalt eltérés iddvel mégis pathogennek
mindsiil. Az idealis az epilepszia gének optimalis lefedettségével az epilepszias betegekre
szabott WES vizsgalat (,,epilepsy panel on an exome backbone™), a panelben szerepld gének
értékelését kovetden — azok negativitasa esetén — lehetdség van a vizsgalat kiterjesztésére — a
WES értékelésére, mint ahogy az mar néhdny laboratoriumban elérheté (Ream MA, 2015). A
WES rutin alkalmazésat a kdzeljovében felvalthatja a WGS, mely képes a CNV-k detektalasara,
egységesebb lefedettséget biztosit €s a mozaicizmus kimutatdsa is lehetévé valik altala. A
szabalyozo régiok, mély intronikus régiok eltéréseinek kimutatisaval a betegség
pathomechanismusanak 0jabb aspektusait ismerhetjiik meg (Myers KA, 2019).

A tovabbiakban a kutatdsi terliletemet érintdé néhany fejlodési és epilepszids

encephalopathia klinikumat és genetikai hatterét foglalom 6ssze roviden.
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2.2.4. Infantilis spasmus/West szindroma

A leggyakoribb csecsemékori EE a WS szindroma, gyakorisaga 2,5-4/10.000
¢lvesziiletés. Az infantilis spasmusok (IS), az EEG-n latott hypsarrhythmia és a fejlodésben
mutatkozd regresszio tridsza, a folyamatos epileptiform aktivitas miatt az EE archetipusa.
Eletkorhoz kotott epilepszia szindroma, a leggyakrabban 3-7 honapos kor kozott kezdddnek a
spasmusok, melyek a nyak, a torzs és a végtagok izmainak szinkron bekdvetkezd
Osszehuzodasai, izolaltan vagy csomagokban jelentkezhetnek. Klinikai megjelenés alapjan
megkiilonboztetiink flexor, extensor ¢és kevert flexor-extensor spasmust. Az ¢ébrenléti,
interictalis EEG hypsarrhytmids, ez dezorganizalt, kaotikus, amplitudolabilis, de magas
fesziiltségli 0,5-3 Hz-es tevékenységet jelent az egész convexitas felett, amelybe aszinkron, igen
magas fesziiltségli (300-1000 pV) lasstt hulldmok, multifokalis independens tiiske- és vagy
meredek-lassti OsszetevOk keverednek. Alvas alatt a hypsarrhytmia fragmentalodik, mely
suppression-burst mintazatot utanzé képet ad. A betegség etiologiaja igen valtozatos, lehet
genetikai, strukturalis, metabolikus vagy ismeretlen. A betegek kb. 40%-aban praenatalis vagy
postnatalis ok igazolhatd: kozponti idegrendszeri malformatiok, neurocutan szindromak
(leggyakrabban  sclerosis  tuberosa),  anyagcsere-betegségek,  hypoxias-ischaemias
encephalopathia, KIR-i fertézések. Az elobbi felsorolas jol tiikrozi az etiologiai kategoriak
kozotti atfedéseket, hiszen a KIR-1 malformatiok egy része genetikai eredetii, csakugy, mint a
neurocutan szindromak, és a velesziiletett anyagcsere-betegségeknek is genetikai oka van. A
pathophysiologia nem tisztazott, nem egyértelmli az sem, hogy corticalis vagy agytorzsi
eredetiick-¢ a spasmusok. Genetikai okként leggyakrabban sporadikus, do novo mutaciokat
azonositottak, leggyakrabban az ARX, CDKLS5, SPTAN1, STXBP1, FOXG1, MAGI2, MEF2C,
GRIN1, GRIN2A-génekben (McTague A, 2016). A 6. dbra mutatja az 1S/WS-val eddig
kapcsolatba hozott géneket. Legalabb 6t jol ismert genomialis eltéréssel is Osszefliggést mutat
a betegség: 1p36.3 deletio, Pallister-Killian szindroma (12p tetrasomia), 15q11q13 maternalis
duplicatio, Miller-Dieker szindroma (17p13.3 deletio) és a Down szindréma (21 trisomia). Az
IS kialakuldsanak bioldgiai mechanizmusai nem ismertek ezekben a szindromdkban sem
(Paciorkowski AR, 2011). Kezelésében az ACTH és a vigabatrin az els6ként valasztando, de a
gyakori terdpia-rezisztencia miatt mas antiepileptikumok adasara is sziikség lehet. Kortlirt
laesio esetén sebészi terapia is szoba jon. A prognozis igen rossz, magas a mortalitas (3-30%),
a betegek nagy részénél masfajta rohamok is jelentkeznek, gyakran LGS kezdddik. A betegek
csaknem 90%-aban jelents neurologiai deficittiinetek, értelmi akadalyozottsag, autizmus,

mozgaszavarok észlelhetk (Hollody K, 2018, Janszky J-Fogarasi A, 2017).
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2.2.5. Lennox-Gastaut szindroma

A LGS a kisgyermekkorra jellemz6 EE, incidencidja 2-5/100.000 élvesziiletés, fiatkban
gyakoribb. Leggyakrabban 3-5 éves kor kozott kezdddik, gyakran WS-bol vagy Ohtahara
szindromabol alakul ki, de korabban jol fejlodé gyermekben is kezdddhet. Tobbféle roham
jellemzi: tonusos axialis, atipusos absence és atonids rohamok gyakoriak, de lehetnek
epilepszias spasmusok, myoclonusok, fokalis rohamok is. Gyakori a napokig-hetekig tarté non-
convulsiv status epilepticus. Az interictalis EEG-n a hattértevékenység kezdetekt6l fokalisan
vagy generalizaltan meglassult, ennek mértéke a betegség eldrehaladtaval fokozodik.
Ebrenlétben gyakori a bilateralisan, szinkron jelentkezé lasst (1-2,5 Hz) tiiske-hullam
tevékenység, mely akar percekig is tarthat, lathat6 klinikum nélkiil. Alvasban jellemzoek a 10-
14 Hz-es repetitiv spike-sorozatok. Az etioldgia hasonloan a WS-hoz, strukturalis, metabolikus,
genetikai vagy ismeretlen lehet. A betegek 70%-aban azonosithato a kivalto ok, az esetek nagy
részében encephalitis, meningitis, sclerosis tuberosa, KIR-i malformatiok, hypoxids-ischaemias
encephalopathia, trauma allnak a hattérben. Monogénes eredet a betegek kisebb hanyadaban
bizonyithatd és a LGS-val kapcsolatba hozott gének jelentds atfedést mutatnak mas EE
hatterében allo génekkel, ahogy ezt a 6. dbra mutatja. A terapia-rezisztens rohamok kezelésére
nincs optimalis javaslat, gyakran kombindciora van sziikség, néhany antiepileptikumot (pl.
rufinamid, felbamat) kifejezetten ebben a szindromaban hasznalnak az epileptolégusok. Rossz
prognodzisu korkép, sulyos értelmi akadalyozottsag, magatartasproblémak varhatok (Janszky J-

Fogarasi A, 2017, Shbarou R, 2016).

2.2.6. Dravet szindroma

A WS utan a masodik leggyakoribb EE a DS szindréma, incidencidja 1/20.000-40.000
¢lvesziiletés (Wu YW, 2015). Kordbbi elnevezése a sulyos csecsemdkori myoclonusos
epilepszia (SMEI) volt, elsd leirdjarol, Charlotte Dravet-rdl kapta 11j elnevezését. A rohamok
korabban teljesen jol fejlédd csecsemdben, klasszikusan 6 honapos kor koriil kezdddnek
visszatérd lazas status epilepticus-szal, a fejléddés viszont 1-2 éves korig jo litemi a gyakori,
elhtizo6dd rohamok ellenére. A rohamok lehetnek generalizaltak vagy féloldaliak, gyakran
valtott oldalisaguak, clonusos vagy tonusos-clonusos rohamok (Dravet C, 2005). Az EEG 2
éves korig altalaban normalis, a koponya magneses rezonancia (MRI) vizsgalat strukturalis
eltérést nem mutat, évek alatt azonban hippocampalis sclerosis alakulhat ki (Siegler Z, 2005).
Késdbb (1-5 éves korban) laztalan allapotban is jelentkeznek a rohamok, és tjabb rohamtipusok
jelennek meg: myoclonusok, atipusos absence, fokalis rohamok. Az EEG-n a 2. életévtdl

jelennek meg a generalizalt tiiske-hullam burst-6k, jellemzd a photoparoxysmalis reakcid. A
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rohamok altalaban terdpia-rezisztensnek bizonyulnak, a kezelés gerincét a magas dozisu
valproat €s clobazam kombindcidja képezi, kiegészitve stiripentollal és topiramattal, mig a
natriumcsatorna-blokkold antiepileptikumok rohamprovokaldk, igy keriilenddk (Inoue Y,
2015). Néhany betegben a myoclonusos tiinetek nem jelennek meg, nekik enyhébb lefolyasu a
betegségiik (Guerrini R, 2011). A gyermekkoron tul az epilepszia elcsendesedik, a klinikai kép
eléterébe az intellektualis elmaradas, autisztikus magatartds és az ataxia keriilnek. Az esetek
80%-aban a fesziiltségfiiggd Na-csatorna alfa-1 alegységét kodoldo SCN1A-gén mutacidi allnak
a hattérben (Claes L, 2001). A mutaciok tobbsége de novo, de az esetek 10%-aban komplex
oroklodés menet mutathat6 ki. Ezekre a csaladokra fenotipusos heterogenitas jellemzo, a DS-s
csecsemd sziildjében sokkal enyhébb epilepszia szindroma (GEFS+) vagy teljes
tlinetmentesség lehet jelen. A familiaris fenotipusos variabilitds mas gének betegségmodositd
hataséaval és mozaikossag eléfordulasaval magyarazhatok (Singh R, 2001, Marini C, 2006). Az
SCN1A-gén missense (mas aminosav beépiilésével jard) és nonsense (a fehérjelanc
termindlasaval jar6) mutécioi kb. egyforma aranyban fordulnak elé. Ez volt az elsé gén, melyet
epilepszia hatterében azonositottak, 2001-es leirasat kovetden tobb, mint 1200 mutaciodja keriilt
leirasra, de szoros genotipus-fenotipus Osszefiiggés feltarasara eddig nem keriilt sor (Zuberi
SM, 2011, Meng H, 2015). A fesziiltségfiiggdé Na-csatorna alfa-1 alegysége egyike annak a
négy alfa alegységnek, melyek az emlésok KIR-ében magas koncentracidoban expresszalddnak
(Goldin AL, 2002). Az SCN1A- gén a 2-es kromoszoma hosszu karjanak 24.3 poziciojaban
helyezkedik el, 26 exonbdl all, és egy 2009 aminosavbol alld transmembran fehérjét kodol,
amely a KIR-ben talalhato fesziiltségfliggd Na-csatornak fontos dsszetevdje (Schutte SS, 2016).
Ha az alfa-alegység nem funkcional megfeleléen, a Na-csatorna zarva marad, és ezzel
Allatkisérletes modellek alapjan tugy tiinik, hogy az SCN1A-mutaciok elsddleges hatasa a
GABAerg inhibitoros neuronok aktivitdsdnak csokkentése (funkcidvesztd mutacid), igy az
altalanos excitatoros aktivitas novekedése. Ezzel nemcsak a rohamprovokacio, de a cerebellaris
GABAerg inhibitoros Purkinje-sejtek funkcié karosodasaval az ataxia és a kognitiv hanyatlas

is magyarazhat6 (Kalume F, 2007).

2.2.7. Csecsemdkori epilepszia migradlo fokdlis rohamokkal

A csecsemdkori epilepszia migrald fokalis rohamokkal (EIMFS) egy ritka, nagyon
sulyos, korai kezdetii EE, mely altalaban néhany hetes korban kezdddik fokalis, clonusos a
szemhéjakat, karokat érintd, egyre nagyobb szdmban jelentkezd, migrald rohamokkal. A

rohamokhoz kés6bb vegetativ tiinetek és tudatzavar is tarsul. Az ébrenléti hattéraktivitas az
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EEG-n kezdetektdl nem éri el az €letkornak megfeleld szervezettségi fokot. Gyakran status
epilepticus-szal jar, a rohamok terapia-rezisztensek. Microcephalia alakul ki stlyos globalis
fejlodésbeli elmaradassal, magas mortalitassal. A legismertebb okai a KCNT1-gén de novo,
funkcionyeré mutacioi, melyek kb. az esetek 30%-ért feleldsek (Barcia G, 2012). Az EIMFS
genetikailag méas EE-khoz hasonldan igen heterogén, de itt a betegek nagy részénél kimutathato
a hattérben allo genetikai eltérés. Burgess R. és munkatarsai egy kozelmultban publikalt
tanulmanyukban 135 EIMFS-ben szenvedd betegbdl 93-ban betegséget okozo varidnst
igazoltak (69%). A KCNT1-gén mutacioi utin az SCN2A-gén eltérései fordultak el6 legnagyobb
szamban. Az irodalomban eddig 33 gén mutacioit hoztak Osszefliggésbe EIMFS-sel, ezek
kozott vannak de novo dominans, X-hez kotott és recessziv 6roklédésiiek is. Harom, de novo
KCNT1-mutacionak tiinG esetben a proband édesanyja mozaikosnak bizonyult gyermeke

eltérésére nézve (Burgess R, 2019).

2.3. A genetikus generalizalt epilepszidk és genetikai hatteriik

A korabbi nomenclatura szerint idiopathias generalizalt epilepszidk (IGE) csoportjaba
négy jol meghatdrozott epilepszia szindroma tartozik: a gyermekkori absence epilepszia, a
juvenilis absence epilepszia, a juvenilis myoclonusos epilepszia (JME) és az epilepszia csak
tonusos-clonusos rohamokkal. Az ismereteink bdviilése, az epilepszidk monogénes és komplex
oroklodés menetének megismerése miatt az ILAE legfrissebb ajanlasa szerint ezt a csoportot
az idiopathids jelzd helyett, inkabb a genetikus jelzé illeti, igy a genetikus generalizalt
epilepszia (GGE) a megfelelobb elnevezés (Scheffer IE, 2017). A GGE-szindromak kozos
jellemzéi a generalizalt, fokalis vonasokat nem mutat6é rohamok, a pozitiv csaladi anamnesis, a
betegség €letkorhoz kotott megjelenése, a kialvatlansag és a photostimulatio provokald hatasa,
a jo intellektus, a negativ agyi MRI, az interictalis EEG-n 3 Hz-es generalizalt tiiske-hullam
minta és a valproatra adott jo terapias valasz (Janszky J-Fogarasi A, 2017). Mind az 6roklédést,
mind a klinikumot tekintve a GGE-val jar6 szindromak kontinuumot mutatnak. Egy csaladon
beliil tobbféle GGE-forma megjelenhet, és sokszor eléfordul, hogy a GGE-ban szenvedd beteg
kezdetben az egyik, késébb a masik GGE szindroma tiineteit mutatja, pl. a gyermekkori absence
epilepszia JME-va fejlddhet (Medina MT, 2005). A GGE pathophysiologidjaban a thalamo-
corticalis rendszer nem megfeleld6 miikddésének tulajdonitanak szerepet. A T-tipusu
calciumcsatorna a thalamusban expresszalodik, és az alegységeit kodold gének pl. CACNA1H
mutacioit igazoltdk GGE betegekben (Heron SE, 2007). Ezen gyakoribb eléfordulasu, kevésbé
sulyos lefolyasu, késObbi ¢életkorban manifesztalodo epilepszidk esetén az o6roklodés

multifactorialis vagy tobb, alacsony penetrancidji gén komplex 6roklédése all a hattériikben.
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Kitind péld4dja ennek a JME-ra hajlamosit6 EFHC1-gén esete; a kezdeti esetleirasok
szignifikancidja megkérddjelezddott, mivel populacids adatbazisokban is megtalaltak a kozolt
variansokat (Suzuki T, 2004, Lek M, 2016). A kozelmultban megjelent szisztematikus
Osszefoglald kozleményben viszont alatamasztasra keriilt az EFHC1-gén mutéacidinak szerepe
a JME kialakulasaban (Bailey JN, 2017). Az els6 ritka varidnsok, melyeket GGE-as betegekben
mutattak ki, harom recurrens microdeletio volt (15q11.2, 15q13.3, 16p13.11), mindegyikiik kb.
a betegek 1-1 %-aban talalhaté meg, de egészségesekben is eldfordulnak, 5-68-szorosra emelve
az epilepszia kialakuldsanak valészintiségét (Helbig I, 2009, de Kovel CGF, 2010).

De nem minden GGE multifactorialis 6roklddésti, ismertek magas penetranciaja,
monogénes esetek is. Az egyik fontos példa az SLC2A1-gén mutacioi, melyek kb. 10%-ban
kimutathatoak a korai kezdetli (4 éves kor el6tt jelentkezd) gyermekkori absence epilepszia
hatterében. A gén a GLUT 1-transportert kodolja, amely a gliikdz vér-agy gaton torténd atjutasat
segiti eld. A genetikai diagndzis felallitasanak ebben az esetben terapids kovetkezménye van,
hiszen a ketogén diéta korai bevezetésével jobb kimenetel érhetd el (Suls A, 2009, Alter AS,
2015). Kloridcsatorna-gén (CLCN2), natriumcsatorna-gének (SCN1A, SCN1B) és a GABA-
receptor alegységek génjeinek (GABRG2, GABRAL) mutéicioi is leirasra keriiltek GGE

hatterében.

2.3.1. Genetikai epilepszia lazas gorcs plusz szindroma

A korabbi terminoldgiaval generalizalt epilepszia lazas gorcs plusz szindroma egy
csaladi halmozodast mutatd epilepszia szindroma. AD 6roklédést mutat alacsony
penetranciaval. Genetikusan €s fenotipusosan is igen heterogén, prevalencidja nem ismert.
Spektrumbetegségként tekinthetiink ra, ahol a spektrum egyik sz€lén a csaladi halmozodast
mutatd egyszerli lazgorces, a spektrum masik sz¢€lén pedig a DS all. Az egyszerii lazgorcsre a
lazas allapotban 6 ho-5-6 év kozott jelentkezo, rovid (< 15 perc) generalizalt tonusos-clonusos
rohamok (GTC) jellemzdek. Lazgores+-rol beszEliink, ha a rohamok az eldbbi jellemzokkel, de
az életkori hatarokon kiviil jelentkeznek. GEFS+ szindrémara az 5-6 éves koron tul jelentkezd,
laztalan allapotban is megjelend rohamok jellemzdéek. Az epilepszidt korabban spontan
gyogyulonak tartottak, hiszen a betegek nagy részében 10-12 éves korra lecseng. A betegek
kisebb részében a GTC rohamok mellett mas generalizalt rohamtipusok is megjelennek pl.
myoclonusos, absence ¢és atonids rohamok, melyek néha nehezen kezelhetdek és athuzoédnak a
felndttkorra is. A betegek 10-15%-4ban a generalizalt rohamok mellett fokalis rohamok is

megjelennek. Az EEG 50%-ban nem mutat eltérést, egyébként a rohamokra jellemzd
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epileptiform aktivitas lathato. A prognozis altalaban jo, a gyermekek psychomotoros fejlodése
jo iitemi, normal intelligencia varhat6. A betegek kis hanyada azonban a rossz progndzisu DS
klinikai képét mutatja. Genetikai hattérként natriumcsatorna gének (SCN1B, SCN1A, SCN2A)
¢s GABAAa— receptor gének (GABRG2, GABRD) mutacioit igazoltak (Wallace RH, 1998,
Escayg A, 2000, Sugawara T, 2001, Harkin LA, 2002). GEFS+ szindroma diagnézisanak
felallitasa legalabb két érintett csaladtag esetén lehetséges. Mig a DS-ban szenvedd betegek
80%-aban, addig GEFS+ szindrémaban minddssze a betegek 11%-aban mutathatok ki az
SCN1A-gén mutacioi (Marini C, 2007). DS esetén a mutacio 90%-ban de novo, GEFS+
szindromaban Orokolt. A két epilepszia szindroma kozotti atfedés egy kiilonds jelenség az
epilepszia genetikaban. A 2013-as ILAE ajanlas csak DS fenotipus esetén javasolja, GEFS+
szindroma fenotipus esetén nem javasolja a genetikai vizsgalat elvégzését, tekintve, hogy
utobbi esetben ennek nincs sem terapids, sem prognosztikai jelentdsége (Hirose S, 2013). A
kozelmultban azonban leirasra keriiltek olyan esetek, ahol a GEFS+ fenotipus de novo SCN1A-
mutacié kovetkezményeként alakult ki, és az utddra atorokitve DS klinikai képe bontakozott ki

(Goldberg-Stern H, 2014, Myers KA, 2017).
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3. CELKITUZESEK

Az értekezés témaéja az epilepszias betegek molekularis diagnosztikaja hagyomanyos és
uj-generacios genetikai moddszerekkel. Intézetiinkben tobb évtizedes hagyoméanya van a
fejlodésbeli  elmaradast, értelmi akadalyozottsagot mutatd gyermekek vizsgélatanak,
diagnosztikdjanak. Tekintettel arra, hogy ebben a betegcsoportban gyakori komorbiditas az
epilepszia, kutatasi témamnak ezt valasztottam. Genetikai tanacsadonkban az orszag egész
teriiletérdl fordulnak meg betegek, hiszen orszagosan egyediill all6 moddszerek allnak
rendelkezésre a laboratoriumunkban. gy egy-egy ritka betegséggel is viszonylag gyakran
talalkozunk, és lehetdségiink van pontosabb fenotipus-genotipus 0sszefiiggések feltarasara. Az
Uj-generacios genetikai modszerek megjelenésével ismereteink jelentdsen bdviiltek ugyan az
epilepszia genetikai hatterét illetden, de a hagyomanyos cytogenetikai és molekularis genetikai
modszereknek is megvan a helye a diagnosztikus algoritmusban. A kiilonb6zé moddszerek
eldnyeit és korlatait ismerve tudjuk a megfeleld diagnosztikus 1épcsdzetességet betartani, ami
koltséghatékony, és nem vezet felesleges vizsgalatok elvégzéséhez. A pontosabb fenotipus-
genotipus Osszefiiggések feltarasa a kutatasi célokon tul, végiilis a betegek és csaladjaik
szamara nyujthat részletesebb ismereteket a prognozisrdl, a varhaté tarsuld betegségek
eléfordulasardl, és esetleg terapias konzekvenciaval is jarhat.

A harom vizsgalt epilepszids betegcsoportban az aldbbi célokat hataroztuk meg:

1. Hagyomanyos cytogenetikai moddszerekkel (karyotypizalas, fluorescens in situ
hibridizacié (FISH)) diagnosztizalt isodicentricus (15) szindromds (idic (15) szindroma)
betegek szamfeletti marker kromoszomai toréspontjainak, pontos genomialis tartalmanak
meghatarozasa array CGH modszerrel. Fenotipus-genotipus 0sszefiiggések keresése elsdsorban
a kialakulo epilepszia vonatkozéasaban. Az érintett gének, genomi régiok funkcidjanak elemzése

szakirodalmi adatok felhasznalasaval.

2. Az SCN1A-gén mutacid spektrumanak vizsgalata a magyar populacioban DS és
GEFS+ szindroma esetén Sanger-féle szekvenalassal €s multiplex ligaciofiiggd proba

amplifikacioval (MLPA). Genotipus-fenotipus Osszefiiggések feltardsa. A mutaciok csaladi

crer

3. A WES vizsgalat 1étjogosultsaganak igazolasa a GGE betegségcsoportban. VUS-ként

klasszifikalt eltérés interpretacidja.
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4. A VIZSGALATBAN RESZTVEVO BETEGEK
4.1. Idic (15) szindromas betegek

A kutatas els6 részében 6t idic (15) szindromaban szenvedd betegiink pontos fenotipus
elemzését, majd kiegészitd genetikai vizsgalatat végeztiik el, akiket intézetiinkben
hagyomanyos cytogenetikai modszerekkel diagnosztizaltunk. Az idic (15) szindroma a
leggyakoribb genetikai betegség, melyet egy szamfeletti abnormalis struktiraju kromoszéoma
okoz. A szamfeletti marker kromoszomak (SMC) kb. fele 15-0s eredeti a 15q11.2-913
genomialis régid instabilitdsa miatt. A gyakori atrendezddés hatterében 6t recurrens téréspont
(BP1-BP5) all, melyek alapjat alacsony kopiaszamu ismétlédések képezik a genomban,
meioticus nem-allélikus homoldég rekombinacid soran interstitialis deletiot (Prader-Willi
szindroma/Angelman szindréma), duplicatiot (15q duplicatios szindroma), szamfeletti marker
kromoszomat (idic (15) szindroma vagy inv dup (15) szindréma) vagy gytirlikromoszéma
kialakuldsat okozva (Liehr T, 2004). Az 6t rekurrens toréspont és a PWS/AS kritikus régio
crossover mechanizmus, amely a strukturalisan kiilonb6zd, szamfeletti idic (15) kialakulasdhoz
vezet (Wang NJ, 2008). Kis idic (15)-r61 beszéliink, ha a toréspont a BP1-nél, vagy a BP2-nél
van, proximalisan a Prader-Willi szindroma/Angelman szindroma (PWS/AS) kritikus régiotol,
ezek az esetek klinikailag irrelevansak. Nagy idic (15) esetén a leggyakrabban azonositott
toréspontok a BP4 ¢és a BPS5, ezekben az esetekben a BP2-BP3 kozotti genomialis régid két
extra kopidban van jelen, partialis tetrasomia jon létre, mely koros fenotipus kialakuldsdhoz

vezet (Roberts SE, 2003).

15911-q14 region
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8. dabra: A 15-6s kromoszoma sematikus abrazolasa

Az 5 rekurrens toréspont (BP) és a PWS/AS kritikus régié szemléltetésével. (Az dbra forrasa: Battaglia
A, 2008; Orphanet J of Rare Dis, 3: 30.)

Irodalmi adat, hogy az idic (15) szindromaban szenvedd betegek nagy része terapia-
rezisztens epilepsziaban (altaldban WS-ban és/vagy LGS-ban) szenved, ¢és a betegek

gondozasaban az epilepszia kezelése okozza a legnagyobb kihivast. A betegséggel asszocialt
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epilepszia €s az autizmus spektrum zavar sokkal sulyosabb, mint interstitialis 15q duplicatio
esetén, annak ellenére, hogy a kopiaszam-valtozas ugyanazt a genomialis régidt érinti (Battaglia
A, 2008). A vizsgélatunkban részt vevd betegek részletes fenotipusat az alabbiakban

ismertetem.

4.1.1. 1. beteg

Patrik az édesanya zavartalan ikergraviditasabol, a 37. gestatios hétre, 2810 g (10-25
pc) sziiletési sullyal, jo altalanos allapotban sziiletett. Leany ikertestvére egészséges, jol
fejlédik. A csaladi anamnesis negativ. Megsziiletésétol észlelhetd sulyos, generalizalt
izomhypotonidja, késébb a globalis fejlédésbeli elmaradasa is nyilvanvalova valt. A centralis
hypotonia miatt neuroldgiai kivizsgaldsa indult, anyagcsere-betegség, szemészeti, audiologiai
eltérés nem igazolodott. Kardioldgiai vizsgalata negativ eredményti. Koponya MRI vizsgalattal
morpholégiai eltérés nem mutatkozott. Egyéves kordban kérték genetikai vizsgalatat.
Somaticus fejlodése koranak megfeleld volt, sulya 8770 g (10-25 pc), magassaga 77 cm (50-75
pc), fejkorfogata 46,5 cm (50-75 pc). Aszimmetrikus koponyat lattunk ellapult occipitalis
régioval, hypertelorismust, kétoldali epicanthus redét, széles orrot, prominens philtrumot és
nagy szajat (9. dbra). Neurologiai statusabol a megtartott mélyreflexek mellett észlelt
generalizalt izomhypotonia, a kifejezd beszéd hianya, a targykontaktus koratol valo elmaradasa
voltak feltlindek. Brunet-Lezine teszttel felmérve fejlédési kvociense 46,8 volt. Rutin
karyotypizalas soran egy SMC igazolodott, mely FISH vizsgalattal 15-0s eredetlinek bizonyult.
Kétéves koraban vizsgaltuk ismét, ekkor fel tudott iilni egyediil, oda-vissza forgott, kuszott €s
elkezdett gagyogni, targyakért marokfogdssal nyult. Szemkontaktust felvette, érzelmeit

kifejezte. Sztereotip mozgasokat nem észleltiink. Az EEG vizsgalat életkoranak megfeleld

hattéraktivitast mutatott epileptiform jelek nélkiil.

=) A 3
9. dabra: 1dic (15) szindromas beteg jellegtelen arcdysmorphiaja (1. beteg)

A fényképeket a sziild beleegyezésével mutatom be.
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4.1.2. 2. beteg

Léna az édesanya II. graviditasabol a 41. gestatids hétre, per vias naturales 3520 g (75-
90 pc) sullyal sziiletett, jo altalanos allapotban. Iddsebb testvére egészséges, a csaladi
anamnesis negativ. A korai psychomotoros fejlédése rendben zajlott, majd 8 honapos kordban
az 1S-ok megjelenésével fejlddése megtorpant. Az EEG vizsgéalaton hypsarrhytmia, alvasban
burst suppression minta latszott. WS diagnozisanak felallitasat kovetéen vigabatrin kezelés
indult, mely szignifikans rohamcsokkenést okozott. Koponya MRI vizsgalattal az
extracerebralis liquorterek szimmetrikus tdgulata abrazolodott a frontalis €s a temporalis
régiokban. Tizenhét honapos koraban keriilt sor genetikai vizsgalatara, sulya ekkor 13 kg (90-
97 pc) volt, magassaga 85 cm (90-97 pc), fejkorfogata 46 cm (50 pc). Vizsgalata soran ellapult
occipitalis régiot, széles arcot, prominens homlokot, kicsi, pisze orrot, széles mellkast, apro
labakat észleltiink. Mérsékelt izomhypotonia mellett a globalis fejlédési elmaradéasa
nyilvanval6 volt: csak maszni tudott 6nalldan, a nyelvi fejlodés is késett, csak gagyogni tudott,
ragassal, nyeléssel is problémak voltak. Sztereotip mozgasmintadk, mint tapsikolas, kezek
rdzogatasa, ringatézas mar ekkor megfigyelhetéek voltak. A rutin karyotypizalds soran
detektalt SMC 15-6s eredetét FISH vizsgalattal timasztottuk ala. Négyéves koraban vizsgaltuk
wjra, ekkor valproat mellett két éve tartd rohammentességrol szamoltak be a sziilok. Onalldan
még nem, de vezetve lépegetett, expressziv beszéd nem alakult ki, folyamatos sztereotip

mozgasokat észleltiink.

4.1.3. 3. beteg

Kornél sziilei 2. gyermekeként, a 40. gestatios hétre, per vias naturales, 3200 g (25-50
pc) sullyal sziiletett, j6 altalanos allapotban. Testvére egészséges, a csaladi anamnesis negativ.
Sulyos generalizalt izomhypotonia, taplalasi nehezitettség megsziiletésétdl észlelhetd volt, a
fejlodési merfoldkoveket késve teljesitette. Az elsd epilepszias rohama 6 honapos kordban
jelentkezett. A klinikai kép alapjan a WS diagnozisa felallithatd volt. KésObb az epilepszia
véltozatos rohamokkal jelentkezett, terapia-rezisztens LGS képe bontakozott ki. Koponya MRI
vizsgalata morphologiai eltérést nem mutatott. Huszonhét honaposan vizsgaltuk genetikai
tanadcsadonkban, ekkor stlya 10.400 g (3 pc alatt), magassaga 90,5 cm (50-75 pc), fejkorfogata
46 cm (3 pc) volt. Vizsgalatakor ellapult occipitalis régiot, hypertelorismust, kétoldali
epicanthus reddt, kancsalsagot, széles, lapos orrhatat és kétoldali fiilcimpa reddt lattunk. Salyos
generalizalt izomhypotoniat, globalis fejlédésbeli elmaradast és autisztikus viselkedést
észleltiink. Nem tudott még 6nalldan jarni, ragni és szavakat sem mondott. Karyotypizalas és

FISH vizsgélat idic (15) szindromat igazolt. Legutobbi kontroll vizsgélata soran 8 éves volt, a
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sulyos értelmi akadalyozottsag, az expressziv beszéd teljes hidnya mellett autisztikus
viselkedészavar jellemezte. Rufinamid-felbamat kombindcié mellett naponta jelentkezd,

valtozatos epilepszias rohamai jelentkeztek.

4.1.4. 4. beteg

Matyas a sziilei elsé gyermekeként, zavartalan graviditasbol, a 41. gestatids hétre, per
vias naturales 4100 g (90-97 pc) stllyal, jo altalanos allapotban sziiletett. A csaladi anamnesis
negativ. Psychomotoros fejlddése a kezdetektol megkésett volt. Megsziiletésétdl szinte allando
hasmenéstdl szenved, aminek okat gasztroenteroldgiai kivizsgalds nem igazolta. Az els6
epilepszias rohama 5 évesen jelentkezett GTC roham formajaban, melyet valtozatos rohamok
kovettek: atonias, myoclonusos rohamok. Az epilepszidja terapia-rezisztensnek bizonyult,
szamos antiepileptikum kombinaci6 mellett sem lett rohammmentes. Jelenleg lamotrigin
monoterdpia mellett havonta jelentkeznek rohamai. Koponya MRI vizsgélat periventricularis
leucomalatiat és a corpus callosum enyhe atrophidjat mutatta. Hétévesen mertilt fel a genetikai
hattér lehetdsége, ekkor kerlilt sor vizsgalatara. Kielégitd somaticus fejlodése mellett
egyértelmii microcephaliat lattunk, stlya 22 kg (25-50 pc), magassaga 119 cm (10-25 pc),
fejkorfogata 49 cm (3 pc alatt) volt. Enyhe axialis hypotonia mellett spasticus paraplegiat
¢észleltiink, prominens flileken, vékonyszalii hajon, alacsony hajvonalon kiviil dysmorphias
eltérése nem volt. Orthesissel bizonytalanul, de jaroképes. Rovid mondatokat hasznal, de
idonként dadog. Autisztikus viselkedésjegyek, mint bruxismus, kezek rdzogatisa, porgés
folyamatosan megfigyelhetéek. Rutin karyotypizalas sordn szamfeletti marker kromoszéma

jelenléte igazolodott, FISH vizsgalat alatamasztotta a 15-0s eredetet.

4.1.5. 5. beteg

Aliz sziilei 2. gyermekeként, zavartalan graviditasbdl, terminusra, csdszdrmetszéssel,
3050 g (25-50 pc) sullyal sziiletett. Perinatalis adaptatidja zavartalan volt. Leanytestvére
egészséges, de ¢édesapja 36 ¢éves koraban hirtelen szivhaldl kovetkeztében elhunyt.
Psychomotoros fejlddése vontatott volt, bar masfél évesen megtanult 6nalléan jarni, jarasa
mindig 0sszerendezetlen volt. Az elsd szavak is iddben megjelentek, de szokincse igen sziikds,
beszéde dyslalias. Ertelmi akadalyozottsaga kisgyermekkorra egyértelmiivé valt, az 1. osztalyt
csak specialis iskoldban tudta megkezdeni. Az els6 epilepszias rohama 8 éves koraban atipusos
absence formajaban jelentkezett, késdbb valtozatos rohamtipusok jelentek meg, és terapia-
rezisztens LGS képe bontakozott ki. Koponya MRI vizsgalattal koros intracranialis eltérés nem
igazolodott. Nyolc évesen vizsgaltuk genetikai tandcsadonkban, ekkor egy macrosom

leanygyermeket lattunk, sulya 44 kg (97 pc felett), magassaga 138 cm (90-97 pc), fejkorfogata
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53 cm (90-97 pc) volt. Az obesitason, enyhe generalizalt hypotonian kiviil enyhe dysmorphias
eltéréseket lattunk: hosszikas arc, kétoldali epicanthus redd, hosszt philtrum, kicsi szdj, vastag
also ajak ¢s gotikus szajpad. Hagyomanyos cytogenetikai modszerekkel idic (15) szindréma

igazolddott.

A 15-6s eredeti marker kromoszomak pontos genomialis tartalmanak ¢és a
toréspontjaiknak meghatarozasahoz mind az 6t beteg mintdjan array CGH vizsgalatot
végeztiink el. A kapott eredményeket, a genotipusbeli kiillonbségeket dsszevetettiik betegeink
fenotipusaval. Irodalmi adatok attekintésével kerestiik a magyardzatat elsdsorban a betegeink

epilepszia szindrémainak/az epilepszia meglétének vagy hidnyanak kiilonbségeire.

4.2. DS és GEFS+ szindromas betegek

Munkéank masodik részében egy 6t éves peridodusban (2012. januar és 2017. december)
vizsgaltuk a laz-provokalta epilepszids rohamokat mutatd betegeket. Az orszdg egész
terliletérol, elsdsorban gyermekneurologusok/neuroldégusok altal referalt 183 beteg részletes
fenotipus elemzése soran megallapitottuk, hogy 63 beteg esetében allithatd fel a DS vagy a
GEFS+ szindroma diagnézisa (Guerrini R, 2011). A tovabbiakban ezeknél a betegeknél az
SCN1A-gén célzott vizsgalata tortént Sanger-féle szekvenalassal és MLPA moddszerrel. Igazolt
SCN1A-mutacio esetén szegregacio analizist végeztiink a mutacio de novo vagy 6rokolt eredetét
alatamasztando. A kutatés célja az SCN1A-gén mutacio spektrumanak vizsgalata volt a magyar

populacidban.

4.3. GGE-ban szenvedo beteg

A kutatas harmadik részében az 0j terminoldgidval GGE-ban szenvedd, jo intellektust
fingyermek diagnosztikai lépcsdit jartuk végig, amelyek a gyermeket és csaladjat végiil
genetikai diagndzishoz juttattak. A kiterjedt hypopigmentalt folttal rendelkezd fiugyermek
célzott genetikai vizsgalata neurocutan szindroma iranyaba nem hozott eredményt. Kiilfoldi
kollaboraci6 keretén beliil a beteg mintdjanak WES vizsgalata tortént meg. A laboratorium altal
VUS-ként interpretalt eltérés szegregacid vizsgalatait és az eredmények interpretalasat
intézetiinkben végeztiik el. A beteg részletes fenotipusat az alabbiakban ismertetem.

A negativ csaladi anamnesisii, jelenleg 14 éves fiubeteg, a mater 1/1. graviditasabol, a
41. gestatios hétre, 2900 g sziiletési sullyal, jo altalanos allapotban sziiletett. Apgar score: 10-
10. Magzati ultrahang vizsgalata soran abrdzoldodod plexus choroideus cysta miatt a 2.
trimeszterben amniocentesis tortént, a kromoszoma vizsgalat normal férfi karyotypust mutatott.

Cardiorespiratoricus adaptatioja rendben zajlott, korai psychomotoros fejlédése jo iitemi volt.
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Két és fél éves koraban indult epilepsziaja myoclonusos atonias rohamokkal, majd kisiskolas
kordban szindroma valtas kovetkezett be, absence rohamai jelentkeztek. Kezdetben csak
harmas antiepileptikum kombindcié mellett volt rohammentes, jelenleg monoterapiaként
lamotrigint szed és 5 éve nem volt rohama. A gydgyszer dozisanak csokkentése viszont géresot
provokalt, igy az antiepileptikumot leépiteni nem lehetett. Alvasmegvonasos EEG vizsgalata
soran generalizalt interictalis epileptiform jelek igazolddtak. Epileptogén fokuszként a koponya
MRI vizsgalat és a PET/CT vizsgalat alapjan a jobb frontalis érképletek koriili sziirkeallomany
szerepe meriilt fel. A megsziiletéstdl észlelt bal testfélen elhelyezkedd, segmentalis jellegd,
Blaschko-vonalat kovetd, a kdzépvonalat megtart6, kiterjedt hypopigmentalt folt, a diszkrét
koponya MRI eltérés és az epilepszia egyiittes eldfordulasa felvetette neurocutan szindréma
lehetdségét (10. dbra). Intézetinkben 9 évesen vizsgaltuk eldszor, ekkor belszervi és
neurologiai statuszabol a hypopigmentalt folton kiviil kiemelendé nem volt, lényeges
dysmorphiat nem észleltiink. Bar a diagnosztikus kritérium rendszer alapjan a sclerosis tuberosa
klinikai diagnoézisat felallitani akkor nem lehetett, genetikai vizsgalatainkat ez iranyba

inditottuk. Betegiink jelenleg 8. osztalyos, kognitiv funkcidi kivaldak, kittind tanulo.

10. abra: A GGE-ban szenved6 beteg bértiinete

A fényképet a sziild beleegyezésével mutatom be.
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5. MODSZEREK
5.1. Mintavétel és tarolas

A Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont Orvosi Genetikai Intézetének genetikai
tanacsadojaban a vizsgalatban résztvevo betegek részletes fenotipus elemzését végeztiik el,
betegeinket/betegeink torvényes képvisel6jét a huméngenetikai torvénynek megfelelden
genetikai tanacsadasban részesitettiik. A beteg/a beteg torvényes képviseldje irasos
beleegyezését adta a genetikai vizsgalatok elvégzéséhez. A tajékoztatast és a vizsgalatba vald
beleegyezést kovetéen 2 ml Na-heparinattal alvadasgatolt és/vagy 5-7 ml etilén-diamin-
tetraecetsavval (EDTA) alvadasgatolt vér keriilt levételre minden kivalasztott személytdl a
laboratoriumi vizsgalatok elvégzéséhez. A mintak a feldolgozast kdvetden biobanki tarolasra
kertiltek. A DNS minta tarolasa, a vizsgélt személy eredményeinek tudomanyos kézleményben
torténd felhasznaldsa az Egészségligyi Tudomdnyos Tanacs Tudoményos ¢és Kutatasetikai

Bizottsag jovahagyasaval tortént, a Helsinki Nyilatkozat (1971) iranyelveit kovettiik.

5.2. DNS izolalas
A  molekuldris genetikai vizsgalatokhoz EDTA-val alvadasgétolt periférids
leucocytakbol E.Z.N.A.® Blood DNA Maxiprep Kit-tel (VWR International Kft.) izolalt

genomialis DNS mintat hasznaltunk.

5.3. GTG savozas
A vizsgélathoz sterilen vett, Na-heparinattal alvadasgatolt periférias vért hasznaltunk.
A karyotypizalas Giemsa-Trypszin savozassal, standard eljarassal tortént. A mozaicizmus

kizarasa érdekében minden esetben 100 sejtet értékeltiink.

5.4. Fluorescens in situ hibridizacio (FISH)

A karyogramon latott SMC-k azonositasdhoz a betegek periférias vérébol készitett
kromoszéma preparatumon FISH vizsgalatot végeztiink. Tekintettel az SMC-k gyakori 15-6s
eredetére, az UBE3A 16kuszra (PWS/AS kritikus régid) specifikus probat és a 15p11.2 és
15022-es régiokra specifikus kontroll probakat hasznaltunk a vizsgalathoz (Vysis, Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, USA). A protokollt a gyartd eldirasai szerint alkalmaztuk.

5.5. Uniparentalis disomia
Uniparentalis disomia (UPD) esetén az érintett személy kromoszémaszdma normalis,
ugyanakkor egy adott kromoszémadjanak mindkét homologja ugyanattol a sziil6tél szarmazik.

UPD esetén a homologok eredetétdl fiiggden, a genomialis imprinting miatt, eltérd tiinetek
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észlelhetok.

Az eljaras sordn a 15 (idic) szindrémas betegek (2. és 3.) és sziileik esetén a polymorph
microsatellita (STR) markerek amplifikalasra keriiltek polimeraz lancreakcio (PCR)
segitségével. A PCR reakciot kovetden az amplifikécio 2%-os agardz gélen kertilt ellendrzésre,
majd 8%-os poliakrilamid gélen valasztottuk el az egyes alléleket. Az értékelés soran a vizsgalt
személy alléljeit a két sziild alléljeihez viszonyitottuk, azaz a kapott termékek mintazatat
értékeltiik. A microsatellita marker analizis szempontjabol csupan azok a markerek
informativak, amelyekre nézve a csalddtagok heterozygotak, ¢€s a két sziil6 legalabb az egyik
allélméretben kiilonbozik egymastol. A 15-6s kromoszémak UPD vizsgdlata sordn a
szakirodalomban ko6zolt D15S10, D15S11, D15S97, D15S113, D15S122, D15S128, D15S165,
D15S210, D15S659 és GABRB3 polymorph STR markerek keriiltek alkalmazésra.

5.6. Array komparativ genom hibridizacié

Az array CGH vizsgalat egy, a minta DNS-ének kopiaszam-valtozéasait vizsgalo,
hibridizacion alapuld molekularis cytogenetikai modszer. Az eljaras célja két kiilonbozo
genomialis DNS (a vizsgalt minta és a referencia DNS) gyors és hatékony Osszehasonlitasa,
majd az eltérések vizsgélata. Az array CGH a tradicionalis CGH egy fajtaja, mely esetén a
metaphasisos kromoszémak meghatarozott hosszisaga (25-60 bp), a genomot lefedd
oligonucleotidokkal helyettesitettek. Az oligonucleotidok egy specidlis targylemezen
helyezkednek el, genomi poziciojuk a gyarto altal meghatarozott. A modszer 5-10 kilobasisos
felbontoképességével egy specifikus, gyors, érzékeny technikava valt, megkonnyitve a CNV-k
detektalasat a teljes genomban.

Az array CGH vizsgalat céljara az Agilent Human Genome Unrestricted G3 ISCA v2
Sureprint 8x60K oligo-arrayt (Amadid 021924) hasznaltuk, amely egy nagy felbontasu
microarray. A platform 18,851 db 60 nucleotid hosszusagu oligomer probat tartalmaz a genom
ISCA konzorcium altal kiemelt/vizsgélatra ajanlott régidiban, emellett 40,208 db n. backbone
probat, amelyek egyiittesen 60 kb atlagos proba tavolsagot jelentenek, a genom kodolo €s nem
kodold régioit egyarant reprezentalva (Agilent, Santa Clara, CA). A mintak jelolése és
hibridizacidja soran az Agilent altal ajanlott eljarast (Oligonucleotide Array-Based CGH for
Genomic DNA Analysis — Enzymatic Labelling Protocol v7.5) kovettiik. A vizsgalt személy
DNS-ét és a nemben vele megegyezd referencia DNS-t Alul és Rsal restrikcios
endonucleasokkal fragmentaltuk (2.5 6ran at 37 °C-on). Az emésztett DNS minta jelolése az
un. random priming modszer alkalmazasaval tortént (Agilent Genomic DNA Labelling Kit;

Agilent, Santa Clara, CA), ennek soran Cy5-dUTP jelolést hasznaltunk a vizsgalt személyek,
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illetve Cy3-dUTP jelolést a referencia mintak esetében. A fluorescensen jelolt fragmensek
tisztitdsdhoz Amicon Ultra AU-30 filtereket hasznaltunk. Az igy eldkészitett mintakat
kombinaltuk, a betegek és a megfeleld referencia mintak mellett 50 pg Human Cot-1 DNS-t is
alkalmazva végeztiik a hibridizaciot (65 °C-on 24 6ran at). A hibridizalt lemezek mosésa
szintén a gyarté ajanlasa szerint tortént (Agilent Protocol v7.2). Az elkésziilt slide-okat Agilent
dual laser scanner G2565CA késziilék segitségével scanneltiik be, az elemzéshez Agilent
Feature Extraction software-t (v10.10.1.1.) hasznaltunk. Az eredmények vizualis
megjelenitéséhez és értékeléséhez Agilent Cytogenomics software-t (v4.0.3) alkalmaztunk. A
disszertacidban bemutatott eredmények esetében a DNS szekvencia informaciok a publikus
UCSC (University of California, Santa Cruz) adatbazisnak felelnek meg (GRCh37/hgl9). A
detektalt CNV-ket szamos, szintén szabadon felhasznalhaté adatbazisban 1évd ismert
aberracioval osszehasonlitva értékeltiik: DECIPHER, Database of Genomic Variants, ClinGen

Dosage Sensitivity Map, ClinVar és Ensembl.

5.7. Automatizalt Sanger-féle szekvenalas

A Klasszikus Sanger-féle szekvenalas a lancterminacié elvén alapuld, 2,3-dideoxi-
nucleotidokat felhasznald polimerizacids reakcid. Az automata szekvenatorokban a mintak
szétvalasztasa kapillaris gélelectrophoresissel, a detektalas fluorescens detektorral torténik. Az
SCN1A, a TSC1 és TSC2 ¢s az SLC12A5-gének exonjainak amplifikdlasa PCR-ral tortént,
intézetlinkben tervezett exonspecifikus primerparok alkalmazasaval. A kapott PCR termékek
elemzését bidirectionalis Sanger szekvenaldssal végeztiik ABI 3500 Genetic Analyzer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) automata szekvenld
késziileken, BigDye terminatorreagens (Thermo Fisher Scientific) felhasznalasaval. A kapott
szekvencidkat a megfeleld referencia szekvencidval Gsszehasonlitva értékeltiik a Winstar
program (DNASTAR Inc., Madison, WI, USA) segitségével. Az SCN1A-gén vizsgélata soran
detektalt 0j variansok interpretacidja a Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org), a
PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph?2), a PROVEAN

(http://provean.jcvi.org/index.php) és a Mutation Assessor (http://mutationassessor.org/r3)

predikcids software-ek segitségével tortént. A talalt mutacidkat a betegtdl nyert masodik minta

vizsgalataval validaltuk. Az ) mutaciok klasszifikalasakor az ACMG elveit kovettiik.

5.8. Multiplex ligaciofiiggé proba amplifikacio
Az SCNI1A, a TSC1 és a TSC2-gének nagyobb atrendezddéseit MLPA modszerrel
vizsgaltuk. Az MLPA analizis a kereskedelemben kaphatd kittel (SCN1A-hoz hasznalt kit:
SALSA MLPA Kit P-137 Probemix, MRC Holland, TSC1-hez hasznalt kit: MLPA kit P124-
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C3 Probemix, MRC Holland, TSC2-h6z hasznalt kit: MLPA kit P046-D1 Probemix, MRC
Holland) tortént, a gyartd cég altal ajanlott protokoll alapjan (MRC Holland, Amszterdam,
Hollandia). Minden reakcidhoz 50-250 ng DNS mintdt haszndltunk 5 pl térfogatu
reakcidelegyben. A DNS-t 16 6rén at hibridizaltuk a specifikus probakkal, majd a ligaciot
kovetden fluorescensen jelolt primerek jelenlétében PCR amplifikéciot alkalmaztunk. A kapott
DNS fragmentumokat kapillaris electrophoresis segitségével valasztottuk el. Az eredmények
értékeléséhez Coffalyser programot (MRC Holland, Amszterdam, Hollandia) hasznaltunk. A
modszer egy vagy tobb exon deletidjanak vagy duplicatidjanak detektalasa mellett akar a teljes
gén kopiaszdm-valtozasanak kimutatasara alkalmas. Azon mintakat, amelyek valamilyen
kopiaszambeli eltérést mutattak, ujbol alavetettiikk az analizisnek, és csak akkor tekintettiik a

deletidt igazoltnak, amennyiben azt két fiiggetlen mérés eredménye alatamasztotta.

5.9. Uj-generacios szekvenalas, teljesexom-szekvenalas
A GGE-ben szenvedd beteg mintdjanak teljesexom-szekvenaldsa kiilfoldi genetikai
laboratériumban (CentoGene AG, Németorszag) tortént kutatasi egyiittmiikodés keretén beliil.
A genomikus DNS fragmentalasat kovetden az elemezni kivant régiok kiemelése/dusitasa
Agilent SureSelect Human All Exon Kit V6 alkalmazésaval tortént. A konyvtarkészitést
kovetden a szekvendlast [llumina platformon végezték (lefedettség atlagosan 100x). A kapott
nyers adatok bioinformatikai feldolgozasa a CentoGene sajat fejlesztésti programjai (€s

algoritmusai) segitségével tortént, a kozolt adatok a GRCh37/hgl9-re vonatkoznak.
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6. EREDMENYEK
6.1. Idic (15) szindromas betegek fenotipusa és strukturalis kiilonbségei

6.1.1. A betegek fenotipusa

Betegeink mindegyikének fenotipusa az idic (15) szindromara jellegzetes: kiilonb6z6
foku generalizalt izomhypotonia, globalis fejlodésbeli elmaradas, altalaban kozépstulyos-sulyos
értelmi akadalyozottsag, az expressziv beszédfejlodés sulyos zavara, egy eset kivételével (1)
autisztikus viselkedészavar és epilepszia jellemz6 rajuk. A tiinetek sulyossdga azonban
meglepd valtozatossagot mutat. A somaticus fejlodésiik altalaban kielégitd, egy esetben
microcephaliat (4) észleltiink, egy masik esetben (5) pedig macrosomiat. Jellegtelen
arcdysmorphia és tarsuld fejlédési rendellenességek hianya szintén kozOs vonas a
betegeinkben. Stlyos foku, centralis izomhypotonia miatt a Prader-Willi szindroma kizarasa
céljabol késziilt karyotypus vizsgélat adta meg a diagnozist az 1. esetben. A koran indulo
epilepszia tarsulasa fejlddésbeli elmaradassal szintén genetikai kivizsgalast indokolt a 2. és a 3.
esetben. Az enyhébb tiinetek, az epilepszia kés6bbi induldsa miatt a 4. €s 5. esetben a genetikai
diagndzis felallitdsara csak gyermekkorban keriilt sor. A betegek klinikai tiineteit az 2. tabldazat

foglalja Gssze.

2. tablazat: Az idic (15) szindromas betegek {6 klinikai tiineteinek 6sszefoglalasa

Eletkor a ) Ertelmi Expressziv Viselkedési )
Beteg Nem Hypotonia Epilepszia
diagnoziskor akadalyozottsag  beszéd zavar
1. férfi 1 év stlyos kozépsulyos nincs - -
2. né 17 ho kdzepes sulyos nincs sztereotipiak +
3. feérfi 27 ho stlyos stlyos nincs autisztikus +
4.  férfi 7 év enyhe kozépsulyos ~ mondatok  autisztikus +
5. né 8 év enyhe enyhe mondatok  autisztikus +

6.1.2. GTG savozds és FISH

A betegek mintdinak GTG-sdvozadsa 550-sav szintli felbontassal tortént. A betegek
mindegyikének karyotypusa egy G-csoportbeli acrocentricus szamfeletti marker kromoszomat
tartalmazott. Mindegyik esetben 100 sejt vizsgalata tortént, igy a mozaicizmus csaknem
kizérhato. A klinikai tiinetek és az SMC jelenléte miatt metaphasis FISH vizsgalatot végeztiink
UBE3A l16kusz specifikus probaval (PWS/AS kritikus régio), az SMC-ken mindkét proba
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(D15Z1 és UBE3A régid) jelet adott (a normal 15-6s kromoszomak mellett), igazolva ezzel a

marker kromoszéma 15-6s eredetét (11. dbra).

11. abra: Az 1-es beteg jellegzetes FISH vizsgilata UBE3A probaval (Vysis, Abbott)

A nyil az idic (15) kromoszomara mutat. Szignalok: Kék-D1571, piros-UBE3A, z51d-PML- 16kusz (15q24).
A szignalok elhelyezkedése alapjan az 6t beteg FISH vizsgalati eredményében nincs kiilonbség.
A betegeink karyotypusa a kovetkezOképpen Osszegezhetd:
47, XN, +idic(15)(pter—q13::q13—pter)[100]. Mindegyik eltérés a 15qllql3 régid

tetrasomidjat okozta a betegekben. A szilil6k cytogenetika vizsgéalata normal eredményt adott.

6.1.3. Uniparentalis disomia
Az uniparentalis disomia kizardsa csak a 2-es és a 3-as beteg esetében tortént meg. A

masik harom beteg sziilei nem egyeztek bele a vizsgalatba.

6.1.4. Array CGH

A kopiaszdmokat és az idic (15) kromoszoma kialakuldsaban résztvevd kiilonbozo
genomialis régidk toréspontjait Osszegzi a 3. tablazat (az ISCN 2016 alapjan) (McGowan-
Jordan, 2016). A feltliintetetteken kiviil gyakori, benignus variansokat detektaltunk. A

genomialis eltérések bazispar pozicioit a ,,February 2009 Assembly” alapjan jeloltiik meg
(GRCh37/hg19).
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3. tablazat: Az idic (15) kromoszomak array CGH vizsgalati eredményei és molekularis altipusai

Molekularis .
Beteg Array CGH eredmény Abra
altipus
1. A arr [GRCh37] 15q11.1913.2(20102541_30322138)x4 12.

arr [GRCh37] 15q11.2¢13.2(22765628_31183907)x4,
arr [GRCh37] 15q13.3(31261835_32861626)x3
arr [GRCh37] 15q11.2q13.3(22765628_30178222)x4,
arr [GRCh37] 15q13.1q13.3(30226187_32445252)x3
arr [GRCh37] 15q11.1q13.3(20102541_30078386)x4,
arr [GRCh37] 15q13.1q13.3(30251859_32510863)x3
arr [GRCh37] 15q11.1¢13.2(20102541_31077833)x4,

arr [GRCh37] 15q13.2913.3(31123186_33009483)x3

A. Nagy idic(15) — szimmetrikus téréspontok BP1-BP4:BP4-BP1.
B. Nagy idic(15) — aszimmetrikus téréspontok BP1-BP5:BP4-BP1.
C. Nagy idic(15) — aszimmetrikus téréspontok BP2-BP5:BP4-BP2.

D. Nagy idic(15) — aszimmetrikus téréspontok BP1-BP5:BP3-BP1.
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16. abra: Az 5-6s beteg array CGH eredménye

Az array CGH vizsgalat eredményei alapjan betegeinket négy molekularis altipusba
soroltuk, a 2-es ¢és 3-as beteg toréspontjai megegyeznek. Az 1-es beteg toréspontjai

szimmetrikusak, a tobbieké aszimmetrikusak (12.-16. dbra).

6.2. Az SCN1A-gén mutacidés spektruma a magyar epilepszias populacioban

Vizsgalatunkkal osszesen 12 ismert SCN1A-mutaciot igazoltunk (15 betegben és 3
csaladtagban), és 15 korabban nem ismert pathogen eltérést mutattunk ki (15 betegben ¢és 2
csaladtagban) Sanger-féle szekvenalassal. MLPA vizsgalattal tovabbi harom betegben az
SCN1A-gén nagy deletioja igazolddott. A 63 vizsgalt betegbdl tehat 33 esetben tudtuk a DS
vagy a GEFS+ szindroma klinikai diagnézisat genetikailag alatdmasztani. Az 6roklédésmenetet
nem minden esetben tudtuk tisztazni, csak azokban a csaladokban, ahol a sziiloktol DNS
mintavétel tortént, és a vizsgalatba irasos beleegyezésiiket adtdk. A mutacid hat esetben
bizonyult orokletesnek. A sziilok fenotipusa vagy a GEFS+ szindromaval leirhato (1b), vagy
gyermekkori lazgoresiik volt (3c, 21b, 24b), illetve két esetben teljesen tlinetmentesnek
bizonyultak (5b, 8b).

A kordbban leirdsra keriilt mutaciok koziil egy recurrens missense mutaciot
(p-Thr1174Ser) azonositottunk harom betegben és egyikdjiik tiinetmentes €desanyjaban (4, 5/a,
b, 20). Egy recurrens nonsense mutaciot (p.Argl245%) detektaltunk két DS fenotipust betegben
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(6, 7). Egy familiaris nonsense mutéacio keriilt leirasra egy édesapaban és két kislanyaban
(p-Arg542*), a lanyok mindketten DS-ban szenvednek, édesapjuknak gyermekkori lazgorcsei
voltak (3/a, b, ¢). Egy GEFS+ szindroma tiineteit mutatd édesanya és DS-s fiigyermeke egy
splice régidra esd varianst hordoznak (1/a, b). Két tovabbi, GEFS+ szindroma fenotipusu
betegben egy frameshiftet (leolvasasi keret eltolodas) okozd és egy missense mutaciot
igazoltunk (11, 13), 6t mar ismert, DS fenotipust okoz6 missense eltérés mellett (2, 8/a, 9, 10,

12). A 4. tablazat foglalja Gssze a vizsgalatunkban kimutatott, mar ismert SCN1A-gén-

mutacidkat.
4. tablazat: 1smert SCN1A-gén-mutaciok a vizsgalatunkban
Beteg Pozicio Nukleotidszintii eltérés  Proteinszintii eltérés Mutacid tipusa Fenotipus
l/a intron 5-6 €.473+5 het G-A - splice site DS
1/b intron 5-6 €.473+5 het G-A - splice site GEFS+
2 exon 9 c.1277A>G p.Tyr426Cys missense DS
3la exon 10 c.1624 C>T p.Arg542* nonsense DS
3/b exon 10 €.1624 C>T p.Argb42* nonsense DS
3/c exon 10 c.1624 C>T p.Arg542* nonsense lazgores
4 exon 17 €.3521C>G p.Thrll74Ser missense GEFS+
5/a exon 17 €.3521C>G p.Thrl174Ser missense DS
5/a exon 21 €.4219C>T p.Argl407* nonsense DS
5/b exon 17 €.3521C>G p.Thrl174Ser missense sine morbo
6 exon 19 €.3733C>T p.Argl245* nonsense DS
7 exon 19 €.3733C>T p.Argl245* nonsense DS
8/a exon 20 €.3924A>T p.Glu1308Asp missense DS
8/b exon 20 €.3924A>T p.Glu1308Asp missense sine morbo
9 exon 25 C.4793A>T p.Tyr1598Phe missense DS
10 exon 26 c.4934G>A p.Arg1645GIn missense DS
11 exon 26 €.5189T>C p.Leul730Pro missense GEFS+
12 exon 26 €.5264A>G p.Aspl755Gly missense DS
13 exon 26 €.5536-5539delAAAC  p.Lys1846SerfsX11 frameshift GEFS+

Referencia szekvencia: NM_001165963 NP_001159435.

1/b az 1/a beteg édesanyja; 3/c a testvérpar 3/a és 3/b betegek édesapja; 5/b az 5/a beteg édesanyja; 8/b a 8/a
beteg édesanyja.

A vizsgalt betegek koziil harom esetben szimultan két-két mutaciot mutattunk ki az
SCN1A-génben (5/a, 15, 20). Az 0j, korabban még nem kozolt mutaciok kozott 12 missense
varianst, két frameshiftet okozo és egy in-frame deletiot okozd mutacidt azonositottunk. Az 5.
tablazat foglalja Ossze a vizsgalatunkkal detektalt (1j mutéacidkat.

Az SCN1A-gén utols6 exonjaban egy missense eltérést igazoltunk DS fenotipust
monozygota ikrekben (26/a, b). Két betegiinknél, akik enyhébb lefolyasu DS-ban szenvednek-

iskolaskorukra megfeleld rohamkontroll mellett intellektusuk csaknem atlagos-egy fameshiftet
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okozo deletidt és egy missense mutaciot igazoltunk (19, 20). Klasszikus DS fenotipusu
betegeinkben tovabbi egy 1j, frameshiftet okozo6 deletiot és egy in-frame deletidt detektaltunk
(16, 18) hét, korabban nem ko6zolt missense varians mellett (15, 17, 21/a, 22, 25, 27). GEFS+
fenotipust betegeink koziil harom esetben 1j, missense eltérést igazoltunk (14, 23, 24/a). Két
csaladtagnal, akik anamnesisében egyszeri lazgorcs szerepelt csupdn, azonositani tudtuk a
gyermekiikben kimutatott pathogen SCN1A-mutéciot (21/b, 24/b). Az egyik gyermek GEFS+,
a masik DS fenotipust. A szekvencia variansok interpretalasat az ACMG ajanlasa alapjan
végeztiik el, a 15 0j eltérésbol kettd bizonyult “pathogénnek”, 12 “valdszintien pathogénnek™,

egy eltérés pedig “ismeretlen jelentdségli variansnak™ (Richards S, 2015).
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5. tablazat: Az SCN1A-génben azonositott Gj mutiacidok

... Nukleotidszintii ~ Fehérjeszintii Muticio _ ACMG-alapi.
Beteg Pozicio L s , Fenotipus klasszifikédcid és az
eltérés eltérés tipusa - L
evidencia szintek
. . Valészinlien pathogen
14 exonl c.182T>A p.Leu61His missense GEFS+ (PM2, PM6, PP2, PP3)
. Valészintien pathogen
15 exon2  c.364A>GC p.lle122Val missense DS (PM1, PMS5, PP2, PP3)
15 exon2 ¢.377T>C p.Vall26Ala missense DS VUS (PM2, PP2, PP3)
. Valészintien pathogen
16 exon4  ¢.543_545delAGA p.Glul81ldel in frame del DS (PML, PM2, PM6)
Valoszinlien pathogen
17 exon9  ¢.1184C>A p.Ala395Asp missense DS (PM1, PM2, PM5, PM6,
PP2, PP3)
. Pathogen (PVS1, PM1,
18 exon 14 ¢.2510delG p.Gly837ValfsX4  frameshift DS PM2, PM8, PP3)
Valészintien pathogen
19 exon 15 ¢.2666C>T p.Ala889Val missense DS* (PM1, PM2, PM6, PP2,
PP3)
. Pathogen (PVS1, PM1,
* #
20 exon 18 ¢.3677delT p.Phel226SerfsX2  frameshift DS PM2, PM8, PP3)
. Valoszinlien pathogen
21/a exon 21 ¢.4223G>C p.Trpl408Ser missense DS (PM1, PM2, PP2, PP3)
: - Valoszintien pathogen
21/b exon 21 ¢.4223G>C p.Trpl408Ser missense lazgores (PM1, PM2, PP2, PP3)
. Val6szinlien pathogen
22 exon 22 ¢.4322C>T p.Alal441Val missense DS (PM2, PM6, PP2, PP3)
. Val6szinlien pathogen
23 exon 22 c.4328A>C p.Aspl443Ala missense GEFS+ (PM2, PM6, PP2, PP3)
. Val6szinlien pathogen
24/a exon 26 ¢.5332G>C p.Vall778Leu missense GEFS+ (PM1, PM2, PP2, PP3)
. - Valodszintien pathogen
24/b exon 26 ¢.5332G>C p.Vall778Leu missense lazgores (PM1, PM2, PP2, PP3)
Valédszintlien pathogen
25 exon 26 ¢.5399T>G p.Leul800Arg missense DS (PM1, PM2, PM6, PP2,
PP3)
. Valodszinlien pahogen
26/a exon 26 ¢.5621G>C p.Arg1874Pro missense DS (PM2, PM8, PP2, PP3)
. Valoszintien pathogen
26/b exon 26 ¢.5621G>C p.Argl874Pro missense DS (PM2, PM8, PP2, PP3)
Valészintien pathogen
27 exon 26 ¢.5438A>C p.Glul813Ala missense DS (PM1, PM2, PM6, PP2,

PP3)

*A betegnek egy mar ismert missense mutacidja is van az SCN1A-génben (c.3521C>G, p.Thr1174Ser).
Referencia szekvencia: NM_001165963 NP_001159435.

21/b az édesanyja a 21/a betegnek; 24/b az édesanyja a 24/a betegnek.
#A betegség enyhe tipusa, iskolaskorban jo rohamkontroll mellett kdzel normal intellektussal.
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A DS klinikai diagno6zisat tovabbi harom betegben sikeriilt alatdmasztanunk MLPA-
modszerrel. Két beteg fenotipusa nem kiilonbozott jelentdsen a pontmutacios betegekétol (28,
30), a harmadik beteg fenotipusa viszont, aki egy nagy, heterozygota deletiét hordoz (exon 1-
17), meglepben enyhe formaja a betegségnek (29). Az 6. tdabldzat tartalmazza az MLPA-pozitiv
betegek adatait.

6. tablazat: MLPA-val igazolt CNV-k az SCN1A-génben

Beteg Genotipus Fenotipus
28 heterozygota teljes gén deletio DS

29 heterozygota exon 1-17 deletio DS*

30 heterozygota exon 1-2 deletio DS

# A betegség enyhe tipusa, iskolaskorban jo rohamkontroll
mellett kdzel normal intellektussal.

6.3. Generalizalt epilepszia hatterében azonositott ioncsatorna-génmutacio ritka
formaja

A kiterjedt hypopigmentalt folttal rendelkezd, kisdedkorban myoclonusos-atonids
rohamokat mutatd, gyermekkorban absence rohamokra valté fitgyermek DNS mintdjanak
vizsgalata soran intézetiinkben a TSC1 és TSC2-gének Sanger-féle szekvendlasa és MLPA
analizise soran eltérés nem volt kimutathat6. A beteg DNS mintajat kollaboracié keretében
kiilfoldi genetikai laboratoriumba kiildtilk WES vizsgalat elvégzése céljabol. A WES soran az
SLC12A5-génben egy heterozygota c.1417G>A missense eltérést detektaltak, mely egy valin-
eltérés a szakirodalomban eddig ismeretlen, kiilonb6zd predikcios software-ekkel vizsgalva
eltér6 megitélésti, a kiilfoldi kollaboracios laboratorium beszamolojaban VUS-ként
klasszifikalt. A fenotipussal dsszevetve, a szakirodalomban idiopathias generalizalt epilepszia
14-es tipusaként ismert epilepszia szindroma diagnoézisat tdmasztja ald. A sziilok hordozosagi
vizsgalatara intézetliinkben keriilt sor. Az édesanya a vizsgalt mutdciéra nézve normal
genotipustinak bizonyult, mig a tiinetmentes édesapanal is kimutattuk a gyermeknél észlelt

heterozygota c.1417G>A missense mutaciot az SLC12A5-génben.
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7. EREDMENYEK MEGBESZELESE

7.1. Az array komparativ genom hibridizacié szerepe az idic (15) szindromas betegek
diagnosztikajaban

Vizsgalatunk soran 6t, kiillonb6z6 életkorban diagnosztizalt idic (15) szindroméaban
szenvedo beteg esetében végeztiik el az array CGH vizsgélatot megerdsitve €s kiegészitve ezzel
genetikai diagndzisukat. Az idic (15) szindroma jellegzetes klinikai tiinetei a korai centralis
hypotonia, fejlodésbeli elmaradas, kozépsulyos-stulyos értelmi akadalyozottsag, epilepszia,
autisztikus viselkedés és az expressziv beszéd hianya. Tarsulo fejlddési rendellenességek ritkan
kisérik a tiinetegyiittest. A betegség incidenciajat 1/30.000 élvesziiletésre becsiilik, a nemek
kozotti megoszlasa 1:1, bar bizonyosan aluldiagnosztizalt. A jellegtelen dysmorphiés jelek és a
fejlédési rendellenességek hidnya miatt a karyotypizalast feltehetden egyes esetekben nem
indikaljak (Battaglia A, 2008). A karyotypizalassal észlelt SMC azonositasanak kovetkezd
diagnosztikus 1épése a FISH vizsgalat elvégzése a PWS/AS kritikus régiora specifikus
probaval. Az array CGH mddszer alkalmas az idic (15) kromoszéma pontos genomialis
tartalmanak, a kopiaszdm-valtozasnak, a toréspontoknak és a géntartalomnak a
meghatarozasara, igy feltehetden kordbban nem ismert genotipus-fenotipus Osszefliggések
feltarasara nyujt lehetéséget (Wang Q, 2015).

Az idic (15) szindromas betegek klinikai tiineteinek sulyossdga igen széles skalan
mozog, ahogy azt a vizsgélatban résztvevd betegek fenotipusa is mutatja. Szamos genetikai
mechanizmust feltételeznek ennek a heterogenitasnak a hatterében, ugy, mint a genomialis
struktara kiillonbozdsége, a sziildi-eredet okozta imprinting hatdsok €és a mozaikossag. Az
altalunk vizsgalt 6t beteg koziil csak egy esetben igazolodott jellegzetes szimmetrikus
struktirdju SMC egy torésponttal (12. dbra). Ez a mechanizmus a segmentalis aneupoididn
beliil négy egyforma kopia kialakuldsdhoz vezetett. Ez a beteg, eltérden a tobbiektdl, nem
epilepszids €s autisztikus tiineteket sem mutat, bar jelenleg még csak kétéves, igy ezek a tiinetek
a késObbiekben még kialakulhatnak nala. A beteg gondozéasakor kiemelt figyelmet kell forditani

epilepszias roham idObeni észlelésére és a viselkedés megfigyelésére.

A Dbetegek kozil ketten (2. és 3.) megegyezd, aszimmetrikus toréspontokkal
rendelkeznek (13. és 14. abra), mindkettejiik epilepszidja csecsemdkori kezdetii, IS-kal induld,
electroklinikailag WS-nak megfelel6. A 3. beteg esetében a késébbiekben valtozatos rohamok
jelentkeztek, és terapia-rezisztens LGS klinikai képe bontakozott ki. Bar a 2. beteg kétéves kora
Ota rohammentes, mégis sokkal sulyosabb fejlodésbeli és intellektualis elmaradast mutatnak 6k
ketten, mint a masik harom molekuléris altipusba tartozé idic (15) beteg. A vizsgalatban

résztvevo betegek epilepszidra vonatkozo adatait a 7. tdbldzat foglalja 6ssze.
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7. tablazat: Az idic (15) szindromas betegek epilepszidval kapcsolatos adatai

Epilepszia
Beteg
Elsé Roham Jelen
AE Szindréma
roham tipus statusz
1. - - - - rohammentes
rohammentes
2. 8 ho IS VGB WS
kétéves kora ota
IS,
GTC, FLB WS
3. 6 ho napi rohamok
atonias, RFN LGS
fokalis
GTC,
LVT havonta
4. 5év myoclonusos, LGS
LTG 1-1 roham
atonias
atonias,
TPM )
5. 8y myoclonusos LGS napi rohamok
VPA
absence

Roviditések: GTC: generalizalt tonusos-clonusos; AE: antiepileptikum; WS: West
szindroma; IS: infantilis spsmus; LGS: Lennox-Gastaut szindroma; VGB: vigabatrin;
FLB: felbamat; RFN: rufinamid; LVT: levetiracetam; LTG: lamotrigin; TPM: topiramat;
VPA: valproat;

Matricardi S. €s munkatarsai egyértelmii 0sszefiiggést talaltak idic (15) szindromas be-
tegekben az els6 roham idOpontja €s a prognozis kozott, vizsgalatuk alapjan a korai rohamkez-
det 1ényegesen rosszabb kimenetellel jar (Matricardi S, 2018). Annak aldtdmasztdsara, hogy a
C tipust molekuléris mechanizmus, az aszimmetrikus marker struktura és a sulyosabb fenotipus
kozott 0sszefiiggés van, tobb hasonld molekuléris mechanizmusu idic (15) szindrémaés beteg
vizsgalatara lenne sziikség.

Az epilepszia kezelése jelenti a legnagyobb kihivast ebben a betegcsoportban, hiszen
gyakran terapia-rezisztensnek bizonyul. A betegeink rohamtipusai, az elsé roham jelentkezésé-
nek iddpontja, az electroklinikai epilepszia szindromdjuk ¢és a terapids valaszuk az
antiepileptikus kezelésre, nem kiilonbozik az irodalmi adatoktol (7. tabldazat). Nyolcvanharom

idic (15) szindromas beteg koziil Conant K. D. és munkatérsai 64 %-ban talaltak epilepsziat, a
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betegek 81%-aban tobbféle rohamtipus fordult eld, 42%-uknak az elsé rohama IS volt (Conant
KD, 2014). A betegeinkhez hasonldan, az alabbi rohamtipusok fordultak még elé: GTC,
atonids, myoclonusos, atipusos absence ¢és fokalis rohamok. A WS-val indul6 betegek nagy
részében késobb LGS alakult ki. Egy masik tanulmany adatai alapjan az idic (15) szindromas
betegek 80%-aban (28/35) jelentkezett epilepszia, az els6 roham jelentkezésekor a betegek élet-
kora 2 honap és 9 év 3 honap kozé esett. A betegek 1/3-aban jol kontrollalhatéak voltak a ro-
hamok, mig masik 1/3 résziik kombinalt antiepileptikus kezelés ellenére sem lett rohammentes.
A betegek tobb, mint 1/4 részében (10/35) az els6é roham csecsemOkorban jelentkezett, egy
betegben ténusos rohamok, a masik kilenc betegben IS-ok képében. A WS-val diagnosztizalt
betegek fele jol reagalt oralis steroid kezelésre, a masik résziikben viszont késébb LGS alakult
ki. Tovabbi hét betegben az elsé roham fokalis vagy generalizalt tonusos roham volt. Az a nyolc
idic (15) szindrémas beteg, akinek az els6 epilepszids rohama atipusos absence volt, késébb
terapia-rezisztens LGS klinikai képét mutatta. A betegek EEG eltérései valtozatos megjelené-
siek, a betegségre karakterisztikus eltérés nem keriilt leirdsra. A leghatékonyabb
antiepileptikumnak a valproat, a lamotrigin €s a rufinamid bizonyult a vizsgéalatban (Battaglia
A, 2016).

Az idic (15) szindroméban szenvedd betegek epilepszia fenotipusa igen valtozatos an-
nak ellenére, hogy hatterében oki tényezdként ugyanaz, egy szamfeletti marker kromoszéma
all. Szamos teodria latott mar napvilagot az SMC géntartalménak €s az epilepszianak az Gssze-
fiiggésében. Ezek koziil néhany az érintett gének extra kopiaszdmat, masok a megvaltozott
génexpressziohoz vezetd kiilonb6zé mechanizmusokat, mint az imprinting, teszik feleldssé a
rohamok jelentkezéséért. A CHRNAT- gén lehetséges szerepe autizmus és epilepszia kialaku-
lasaban ismételten felmeriilt az irodalomban, de a klinikai szignifikancidja a mai napig kétsé-
ges. Kiilonb6z6 méretii, a CHRNAT7- gént — mely a nikotinérzékeny acetilcholin-receptor alfa
7-es alegységét kodolja - tartalmazo microduplicatios esetet vizsgalva, felmeriil a szerepe, mint
hajlamosito tényez0 kiilonb6zo idegrendszeri betegségekben (Szafranski P, 2010). Az altalunk
vizsgalt betegek idic (15) kromoszomaja tartalmazta a CHRNA7-gént, kivéve az 1-es beteget,
akinél sem epilepszia, sem autizmusra utalo tiinet eddig nem jelentkezett. Az 1-es beteg idic
(15) kromoszémaja az array CGH vizsgalat eredmény alapjan nem tartalmazza a CHRNA7-
gént.

A betegség klinikai heterogenitasdra azonban ugy tlinik, a toréspontok kiilonb6zdsége
¢€s a genomialis tartalom nem nyu;jt kielégitd magyarazatot. Korabbi vizsgalatok alapjan felme-
riilt a lehetdsége, hogy a segmentalis aneupolidia altal érintett 15911.2-q13 régidt tartalmazo

allélek a homologok parosodasa soran egyensulyzavart okozhatnak. (Wang NJ, 2008, Hogart
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A, 2007, Hogart A, 2009). Ez a teoria tjabb mechanizmus felismeréséhez vezethet, ami a koros
fenotipus kialakuldsanak hatterében all, mivel ez a komplex régié szdmos imprintalt és
biallélikusan expresszalt gént tartalmaz. A harom GABAA receptor alegység gén (GABRB3,
GABRAGS ¢és GABRG3, melyek a receptor B3, a5, és y3 alegységeit kodoljak) kiilonos jelentd-
séggel bir epilepsziaval és autizmussal jar6 idegfejlodési zavarok kialakulasaban, mivel a
GABA az agy 6 inhibitoros neurotransmittere (Pizzarelli R, 2011). Hogart és mtsai feltételez-
ték, hogy az apai és anyai eredetli homoldgok 15q11-q13 régioi kozotti trans interakcionak
fontos szerepe van a GABAA receptor gének optimalis biallélikus expresszidjaban (Hogart A,
2007). A GABRBS3 fehérje hianya vagy csokkent szintje egérmodellben epilepszias rohamok-
kal, alvaszavarral, sztereotip mozgaszavarral jar (DeLorey TM, 1998). Hogart és mtsai kimu-
tattak, hogy a biparentalis kromoszomalis hozzajarulas zavaranak negativ hatasa van a GABRB3
expressziora (Hogart A, 2007). Ezeket az adatokat figyelembe véve elképzelhetd, hogy az epi-
lepsziat €s autisztikus tlineteket mutatd 4 betegiink fenotipusa az aszimmetrikus marker struk-
turaval magyarazhato. A tiinetek kialakuldsahoz vezeté pathomechanismusok kozott figye-
lembe kell tehat venniink azt, hogy a marker egy részének alacsonyabb kopiaszama megzavar-

hatja a két sziil6t6] szarmaz6 homoldgok trans interakciojat.

7.2. A Dravet szindréma és a GEFS+ szindroma fenotipikus és genotipikus
heterogenitasa

Miutan Claes L. és munkatarsai 2001-ben kimutattak az SCN1A-gén de novo mutacioit
hét DS-s betegben, az SCN1A-gén a legtobbet vizsgalt epilepszia génné, a DS pedig az EE
prototipusava valt (Claes L, 2001, Dravet C, 2011, Dravet C, 2012). A 63 laz provokalta
rohamokat mutatd, klinikailag DS-s vagy GEFS+ szindromds beteg koziil 33 betegben
igazoltuk az SCN1A-gén mutacidjat (52,4%), valamint Ot tiinetmentes/tiinetszegény
hozzatartozoban. A betegek koziil 27 fenotipusa DS-nak, hat betegé és egy DS-s fiigyermek
¢desanyjaé pedig GEFS+ szindroménak felelt meg.

Tizenkét ismert mutaciot mutattunk ki 18 betegben és 15 0 eltérést irtunk le 17
betegben. A legtobb altalunk azonositott mutacid missense mutacionak bizonyult, mely
feltehet6en megvaltoztatja, de nem sziinteti meg az ioncsatorna mitkodését (Escayg A, 2010).
Az éltalunk detektalt mutaciok kozil két ismert, recurrensnek mutatkozo eltérés volt, melyet a
kohortunkban egynél tobb betegben azonositottunk (p.Thr1174Ser és p.Argl245*). A mi
adatainkhoz hasonl6an, a tobb, mint 1200 ismert SCN1A-mutacio koziil mas szerzok is csak kb.
18%-ot talaltak recurrensnek (Meng H, 2015). Az irodalombdl ismert a p.Thrl17Ser

mutacionak a kiilonb6zé6 SCN1A-asszocialt fenotipusokkal vald Osszefiiggése. Egy harom
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generacios csaladot vizsgalva, a fenti mutaciot hordozé csalddtagok koziil harman egyszerti
lazgores és/vagy fokalis occipitalis epilepszia fenotipusat mutattak, mig két masik csaladtag
tipusos familiaris hemiplegids migrénben szenvedett (Cestéle S, 2013). A 30 pontmutécios eset
mellett MLPA-moddszerrel harom nagy géndeletios esetet is diagnosztizaltunk. Az MLPA
modszerrel igazolt esetek ardnya a vizsgalatunkban 9,09% volt, ami hasonlé Marini C. ¢és
munkatarsai adataihoz (Marini C, 2009, Marini C, 2011). Irodalmi adatok alapjan az MLPA-
modszerrel kimutathatd deletiok és duplicatiok aranya kb. 10-12% a szekvenalassal SCN1A-
negativ betegek korében; ezért a modszer a sziirés masodik 1épcsdjeként ajanlhatd (Bene J,
2009). A nagy géndeletios DS fenotipust betegeink fenotipusa nem kiilonbozik jelentésen a
pontmutéacios betegekétdl: lazas és/vagy laztalan rohamok, értelmi akadalyozottsag jellemzi
Oket. Az egyik esetben azonban a nagy, heterozygota deletio ellenére a fenotipus enyhébbnek
mutatkozik. A fesziiltségfiiggd Na-csatorna alegységeinek génjei egymas mellett helyezkednek
el a 2-es kromoszoma hosszu karjan. Irodalmi adat, hogy ha az SCN1A-gén deletio SCN2A és
SCN3A gének deletigjaval tarsul, a fenotipus s DS-nal sulyosabb, korai kezdet és progressziv
microcephalia a jellemz6. Ha viszont, az SCN1A-gén deletiojahoz az SCN9A-gén deletidja
tarsul, enyhébb fenotipus varhatd (Gataullina S, 2017). A szomszédos gének érintettségének
vagy annak hidnyéanak tehat hatdsa van a fenotipus kialakulasara.

Hasonléan mas szerzékhoz, nem talaltunk szoros genotipus-fenotipus Gsszefliggést a
vizsgalt betegekben. Ahogy a 17. dbrdn lathato, az Gjonnan leirt mutaciok eloszlasa egyenletes

a fehérjelanc mentén.
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17. dbra: Az ijonnan leirt mutaciok elhelyezkedése az SCN1A fehérjén

A fenotipus kialakitasaban nemcsak az SCN1A fehérjének lehet szerepe, hanem szamos
mas fehérjének is, amelyek tehat modifikalo hatassal vannak a betegségre (Brunklaus A, 2014).

Az elmult évtizedben DS dallatmodellekkel szerzett ismereteink a betegség
DS ioncsatorna-betegség, amely az egész agy teriiletén kimutathatdé fesziiltségfiiggd
natriumcsatorna dysfunkciéval jar, és igy encephalopathia kialakulasdhoz vezet. Ez a
sériilékeny rendszer fogékony tovabbi karositd behatasokra, mint a status epilepticus.

A DS korai klinikai diagnozisa esetenként nehéz lehet, mert a jellegzetes tiinetcsoport
csak a kovetés soran bontakozik ki. Ha egy csecsemdnek elhizddod lazas rohama volt, és
SCN1A-mutacio igazolodik a hattérben, azt mondhatjuk, hogy SCN1A-gén-asszocialt betegsége
van. Kovetkezetes genotipus-fenotipus 0sszefliggések hidnydban a betegség elején
megjosolhatatlan, hogy GEFS+ szindroma vagy DS fenotipus alakul-e Ki.

A progndzis vonatkozasdban Cetica V. és munkatirsai a kozelmultban kozolt
tanulmanyukban azt talaltdk, hogy SCN1A-muticio esetén az els6 roham jelentkezésének
iddpontja szorosabb predikciods tényezd a mutacid tipusanal. A korai felismerés és az ismétl6do,
elhuzodo rohamok kezelése, prevencidja az elsd életévben az EE irdnyéba torténd progressziot

korlatozhatja (Cetica V, 2017, Brunklaus A, 2012).

7.3. A teljesexom-szekvenalas szerepe a genetikus generalizalt epilepszia
diagnozisaban

Az SLC12A5-gén terméke egy a kdzponti idegrendszerben expresszalodo kalium-klorid
kotransporter (KCC2) fehérje, a kation-klorid kotransporter géncsalad tagja. A KCC2 normal

mitkddése alacsony intracellularis Cl™ koncentracidt eredményez az érett neuronokban, ami
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elengedhetetlen a megfeleld synapticus gatlas kialakuldsahoz (Hiibner CA, 2001). Régota
feltételezik, hogy az SCL12A5-gén defektusa, igy a KCC2 fehérje expressziojaban ¢&s
milkddésében bekovetkezd valtozasok feleldsek az amugy precizen szabélyozott, gyors
postsynapticus GABAerg gatlas clégtelenségéért és a csokkent hyperpolarizacioért, melyet
kiilonboz6 neuroldgiai €s pszichiatriai betegségek (pl. schizophrenia) kialakuldsaval hoztak
Osszefiiggésbe (Tao R, 2012). A szakirodalomban azonban eddig csak kevés esetben szamoltak

be az SLC12A5-gén mutacioi kdvetkeztében 1étrejové monogénes betegségekrol.

Az utdbbi években az SLCI12A5-génben azonositott variansokat két igen eltérd
fenotipussal jaré epilepszia szindroma kialakuldsaval hoztak Osszefliggésbe: mindkét allél
mutacidja esetén egy sulyos lefolyast korai infantilis EE, az EIMFS, mig az egyik allél
mutacidja esetén egy joval enyhébb lefolydsu GGE kialakuldsa varhato. Kahle K. T. és
munkatarsai GGE-s betegeket vizsgalva két kiilonbozd heterozygota, aminosaveserével jard
varianst azonositottak az SLC12A5-génben kanadai francia populacioban. In vitro funkcionalis
vizsgalatokkal kimutattdk a klorid kidramlasi kapacitas csokkenését a mutéciot hordozéd
sejteken. A variansok el6forduldsat tiinetmentes sziilbkben az inkomplett penetranciaval

magyaraztak (Kahle KT, 2014).

Stodberg ¢és munkatarsai WES vizsgélattal két kiilonb6zd csalad négy érintettjében
compound heterozygota, illetve homozygota muticiét mutattak ki az SLC12A5-génben
klinikailag EIMFS-ben szenvedd betegekben (Stodberg T, 2015). A szerzék munkajukban in
vitro funkcionalis vizsgalatokkal kimutattak, hogy a mutaciok csokkentik a gén expresszidjat,
korossa valik a posttranslatios modifikacid, és a transport funkcid csokkenése a normalis
synapticus gatlas csokkenéséhez, azaz az idegsejtek fokozott excitabilitasdhoz vezet. Késdbb
Saitsu és munkatérsai négy EIMFS fenotipust betegben harom kiilonb6zé SLC12A5-gént érintd
compound heterozygota mutacidét, majd Saito €s munkatarsai tovabbi egy compound
heterozygota mutéciot kozoltek (Saitsu H, 2016, Saito T, 2017). Az irodalomban eddig k6zolt

SLC12A5-gén mutaciokat a 8. tablazat Ssszesiti.
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8. tablazat: Az irodalomban eddig kozolt SLC12AS5 mutaciok tipusai és a betegek fenotipusa

Gén ’.\IUISIEOt,I d, Proten'l s’zmtu Oroklédés Fenotipus Referencia
szintl eltérés eltérés
c.1417G>A p.Val473lle AD IGE-14 jelen vizsgalat
€.2855G>A p.Arg952His AD
IGE-14 Kahle, 2014
€.3145C>T p.Arg1049Cys AD
c.1277T>C p.Leud426Pro AR, compound
€.1652G>A p.Gly551Asp heterozygota
EIMFS Stédberg, 2015
€.932T>A p.Leu311His AR,
homozygota
€.279+1G>C  p.Glu50_GIn93del AR, compound
c.572C>T p.Alal91Val heterozygota
SLC12A5
c.967T>C p.Ser323Pro AR, compound
c.1243A>G p.Met415Val heterozygota EIMFS Saitsu, 2016
€.953G>C p.Trp318Ser AR, compound
€.2242_2244del p.Ser748del heterozygota
€.1196C>T p.Ser399Leu AR, compound :
€.2639G>T p.Arg880Leu heterozygota EIMFS Saito, 2017

Roviditések: IGE-14: idiopathias generalizalt epilepszia 14-es tipus; EIMFS: (epilepsy of infancy with

migrating focal seizures), korai migrald fokalis epilepszia; AD: autosomalis dominans; AR: autosomalis

recessziv;

Betegiink tiinetmentes édesapjanal is kimutathat6 mutaciot, Kahle K. T. és munkatarsai

megfigyeléséhez hasonldan az inkomplett penetranciaval, a GGE komplex 6roklddésmenetével

magyarazzuk.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az Gj-generaciés molekularis genetikai  modszerek (NGS, array CGH)
forradalmasitottak az epilepszia genetikat, de nem valtottak fel a hagyomanyos cytogenetikai
(karyotypizalds, FISH) ¢és molekuldris genetikai (Sanger-féle szekvenalas, MLPA)
modszereket, hanem kiegészitették azokat. A hagyomanyos €s 1) modszerek korlatainak nagy
része egymas melletti alkalmazdsuk esetén kikiiszobolhetok (pl. gylriikromoszomak
detektaldsa). Az 1j-generdciés modszerek az Uj eltérések detektalasan tul, nagy
felbontoképességiik révén alkalmasak a hagyomanyos technologidk eredményeinek
megerdsitésére, illetve pontositasara. Es forditva, az NGS-sel azonositott variansok validalasa
hagyomanyos bidirectionalis (Sanger) szekvendldssal minden esetben megtorténik. Az Uy
eltérések betegségokozo szerepének tisztazasa nagy koriiltekintést igényel, kihivasok elé allitja
mind a laboratériumban, mind a klinikumban dolgozo6 genetikusokat.

Kutatasomban a kiilonb6z0, hagyomanyos ¢€s 0j-generdcios genetikai modszerek az
epilepszia betegség molekularis diagnosztikajaban betoltott szerepével és hatékonysagaval
foglalkoztam. Vizsgalataimat két sulyos, gyakran terapia-rezisztens rohamokkal jaro EE-ban
szenvedd betegségcsoportban, a WS — LGS-val csaknem minden esetben érintett idic (15)
szindromas betegek és a GEFS+ - DS spektrumbetegséggel érintett betegek korében végeztem.
Kutatdasom harmadik részében az el6zbéektdl eltérden, egy nem ritka betegségnek szamito, az
epilepsziaval €16 betegek jelentds részét érintd betegségesoport, a GGE-k genetikai hatterének
vizsgalata felé fordult a figyelmem.

Eredményeinket az alabbiakban témanként foglalom Gssze.

1. Vizsgalatunk eredményeit Osszegezve, az idic (15) szindroéma lehetdsége fel kell,
hogy meriiljon strukturalis agyi elvaltozast nem mutatd, nehezen kezelhetd epilepszia
szindromak esetén, mint a WS és LGS. Korai centralis izomhypotonia esetén is sziikséges a
genetikai kivizsgalas dysmorphias tlinetek hidnyaban is. A FISH vizsgalattal kiegészitett rutin
karyotypizalas diagnosztikus értékii a betegségben. Az array CGH vizsgalat kovetkezd
diagnosztikus 1épcsdként alkalmas a korabban felallitott diagn6zis megerdsitésére, és az SMC
genomialis tartalmanak pontos meghatarozasara. Ez lehetdséget teremthet ebben a klinikailag
heterogén betegségben bizonyos genotipus—fenotipus 0Osszefiiggések feltarasara, ezaltal
pontosabb betekintést nyerhetiink az EE-k kialakulasaban szerepet jatsz6 molekularis
mechanizmusokba, amelyek ismerete a jovOben terdpias konzekvenciaval is jarhat. Az SMC
géntartalméanak pontos ismerete a beteg gondozasara is hatassal lehet, és prognosztikai értékkel

is bir. A genomialis struktira kiilonbozdsége mellett a sziiléi eredet €s a mozaicizmus mértéke
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is hatassal lehet a fenotipusra (Wang Q, 2015). A mi betegeink esetében a mozaikossag nem
mertlt fel. A sziiléi eredetet nem vizsgaltuk, methylatio-specifikus MLPA vizsgalat
elvégzésével tervezziik kiegésziteni a kutatast, mellyel a sziildi eredet tisztdzhato lenne. Az
irodalomban eddig kozolt idic (15) esetek csaknem mindegyike de novo 1étrejott, anyai eredetii
szamfeletti marker kromoszoma, mely a PWS/AS kritikus régiot tartalmazza (Crolla JA, 1995,
Webb T, 1998). Korabban ugy tlint, hogy csak a régi6 anyai eredetii duplicatidja vezet koros
fenotipus kialakulasahoz, bar néhany enyhe fenotipust mutat6 apai eredetii esetet is publikaltak

(Eggermann K, 2002, Al Ageeli E, 2014).

2. Munkank az elsé genetikai tanulmany, mely a magyar populacioban laz-provokalta
rohamokat mutat6 GEFS+ vagy DS fenotipusu betegek korében vizsgalta az SCN1A-gént
Sanger-féle szekvenalassal és MLPA-modszerrel. Az SCN1A-gén célzott szekvendldsa soran
15 1), eddig nem kozolt pontmutaciot talaltunk betegeinkben a 12 ismert pontmutacié mellett.
Bar szoros genotipus-fenotipus Osszefiiggést nem sikeriilt feltdrnunk, a betegségspektrum
néhany fontos aspektusara vizsgalatunk eredményei is ravilagitottak. Néhany eset orokletesnek
bizonyult, a csaladi halmozodast mutatd esetekben a csalddtagok fenotipusos heterogenitasa a
komplex 6roklédés menettel, mas gének betegségmodositd hatasaval lehet osszefliggésben. A
késdbbiekben tervezziik kutatdsunk ilyen iranyu kiterjesztését. Harom DS-4s betegnél nagy
géndeletio igazolodott MLPA-moddszerrel, ami aldhtzza a vizsgalat elvégzésének
sziikségességét a szekvenalds soran negativnak mutatkozo esetekben. Mas szerzékhoz
hasonldéan mi is azt talaltuk, hogy eléfordulhat GEFS+ fenotipus de novo mutacioként, majd az
utddra atorokitve DS klinikai képe fejlodik ki, ezért gy gondoljuk, hogy indokolt a genetikai
vizsgalat elvégzése mindkét fenotipust mutatd betegben ¢€s csalddjaban. A fenotipikus
heterogenitds masik magyarazata lehet a postzygoticus mutaci6é okozta mozaikossag, aminek
szerepét tobb szerzd is hangstlyozza (de Lange IM, 2018), ennek vizsgalata értékes adatokkal
egészitené ki kutatdsunkat, és a jovében tervezziik ennek vizsgélatat. Mas szerzOk és a sajat
tapasztalatunk alapjan is ugy gondoljuk, hogy a GEFS+ ¢és a DS fenotipusok elkiilonitése nem
mindig lehetséges teljes biztonsaggal, foleg a betegség kezdetén, ezért helyesebb az SCN1A-
asszocialt epilepszia kifejezés hasznalata. A kutatds folytatasaként célunk az igazolt SCN1A-
mutaciot hordozé betegek kovetése, a fenotipusuk pontositasa és a betegség természetes
lefolyasanak minél alaposabb megismerése a lehetd legtobb esetben elvégzett szegregacios
vizsgalat mellett.

Vizsgalatunk soran a 63 klinikailag GEFS+ vagy DS beteg 52,4%-ban tudtuk a

betegséget genetikailag alatdmasztani, ez elmarad az irodalmi adatok alapjan varhat6 aranytol.
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Ennek egyik magyarazata lehet, hogy a konvencionalis szekvenalassal néhany mutacié rejtve
maradhat, ahogy ezt Djemie T. és munkatarsai igazoltak vizsgalatukban (Djemie T, 2016). Az
SCN1A-negativ betegek mintdjanak NGS panel/WES-sel torténd vizsgalata tovabb
pontosithatnd eredményeinket, nemcsak tovabbi SCN1A-gén-mutaciokra deriilhetne fény,
epilepsziak genetikai hatterét azonosithatnank. A 18. abra érzékelteti a DS fenotipus genetikai
heterogenitasat (Steel, D, 2017). Minden limitacidja ellenére a célzott SCN1A-gén vizsgalatnak
(Sanger-féle szekvenalas és MLPA) kiemelt szerepe van olyan klinikailag jol definialt
betegségcsoport esetén, mint a GEFS+ - DS spektrum, hiszen a genetikai diagndzisnak itt

terapias kovetkezménye van.

Dravet syndrome
phenotype

(K(NA?\ > A )
S P (102
GABRA1 / il

GABRG2,
- PCDH19 )

\
\. /
//

18. abra: A DS fenotipussal asszocialt gének

Piros szin jeloli a Na-csatornakat, zold a K-csatornakat, lila a Cl-csatornakat. A nem
ioncsatornat kodold gének kék szinnel vannak feltiintetve (Az abra forrasa: Steel D,
2014; Epilepsia 58 (11): 1807-1816.).

3. Bemutatott esetliink jol példazza azt, hogy a GGE betegségcsoport komplex
oroklodési korkép. Kiilfoldi genetikai laboratorium a betegben talalt eltérést ugyan VUS-ként
értékelte, €s a szegregacios vizsgalat sordn a tiinetmentes édesapaban is kimutattuk, de ez nem
zarja ki a varians betegségokozd szerepét, hiszen mas gének betegségmodositd hatisaval is
szamolnunk kell. A ,,gold standard” egy eltérés pathogenként vald értékelésében az in vitro
funkciondlis vizsgalattal igazolt fehérjefunkcio-valtozas (ebben az esetben a klorid kidramlasi
kapacitas csokkenése), ennek vizsgalatara azonban nem volt lehetdségiink. Az irodalmi adatok
(az SLC12A5-gén mutacionak funkcionalis vizsgalatokkal igazolt szerepe EIMFS-ben és IGE-
ben) és a fenotipusos egyezés miatt ugy gondoljuk, hogy az eltérés, ha nem is okozza, de

hozzajarul a beteg GGE betegségéhez. A genetikai tanacsadas kiemelt jelentdségii ebben az
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esetben beteglink majdani gyermekvallaldsa szempontjabol, annak tudataban, hogy a gén
homozygota és compound heterozygota eltérései egy nagyon sulyos, korai kezdetii EE-val
asszocialtak. Az 0ij-generaciés szekvenalési technikdknak, azon beliil is a WES vizsgalatnak
1étjogosultsaga van az epilepszias betegek (EE, GGE) diagnosztikus algoritmusdban (Dunn P,
2018).
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