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Abstrakt

Epilepsie patii mezi chronickd neurologicka onemocnéni postihujici celosvétove
miliony lidi. Ackoli dosud publikované poznatky poukazuji na fakt, ze genetické ptiiny
hraji v rozvoji epilepsii vyznamnou roli, zistava u fady pacientd genetickd podstata
neobjasnéna.

Prezentujeme soubor 400 pacienti s epilepsii, u nichz bylo provedeno celogenomové
vysetieni, zamétfené na detekci variant v poctu kopii (CNV). Kritériem pro zafazeni do
studie byl vyskyt epilepsie v izolované¢ form¢, piipadné v kombinaci s dalSimi
neurovyvojovymi poruchami ¢i vrozenymi vyvojovymi vadami. Celogenomova analyza
byla provedena metodou komparativni genomova hybridizace na c¢ipech (aCGH)
na platformé SurePrint G3 CGH ISCA v2 4x180K a 8x60K (Agilent Technologies).
Ke zhodnoceni klinické signifikance CNV byly pouZity dostupné databaze (DGV, ClinVar,
OMIM, DECIPHER) a relevantni publikace.

V nasi kohorté jsme detekovali celkem 2730 CNV z nichz 86 (detekovanych u 76
jedinct) bylo vyhodnoceno jako klinicky potencidlné relevantnich — z toho 82 CNV
s moznym vlivem na rozvoj epilepsie a 4 CNV byly hodnoceny jako sekundarni nalez, ktery
nevysvétloval fenotyp pacienta. S vyuzitim soucasného klasifikaéniho systému bylo 21/86
uzavieno jako patogenni, 12/86 jako pravdépodobné patogenni, 39/86 jako varianta
nejasného klinického vyznamu a 10/86 CNV jako varianta s vysokou frekvenci a nizkou
penetranci (tzv. HFLP). Pvod aberace se podaftilo uzaviit u 46/76 (61 %) jedincu.

Kromé rekurentnich CNV a CNV v oblastech znamych epileptickych ,,hot-spoti*
byly detekovany také nerekurentni CNV v oblastech genomu, které nejsou v soucasné dobé
s epilepsiemi spojovany a jejichZz vyznam zlstavd nejasny. V nékolika piipadech bylo
pozorovano spoluptisobeni n€kolika aberaci v ramci tzv. ,,second-hit*“ modelu. V prib¢hu
préace byl optimalizovan diagnosticky algoritmus, ktery pfispiva k zefektivnéni diagnostiky
pri¢in epilepsie. Byla otestovana ndmi navrzena aCGH cipova platforma, kterd umozni
ovétovani nalezti CNV detekovanych masivné paralelnim sekvenovanim, jez bylo dosud
obtizné. Klinicka klasifikace variant je problematickd, a ne vzdy pifinasi ocekavany
vysledek. Roz$ifovani souboru pacienttl, i za cenu detekce nejasnych variant, je pfinosné
a ,,reanalyza® té€chto variant s odstupem Casu je nezbytnym krokem, ktery mize v budoucnu,
na zakladé novych poznatk, pfispét k objasnéni genetickych pticin rozvoje epilepsie.
Kli¢ova slova: epilepsie, neurovyvojové onemocnéni, varianty v poctu kopii (CNV), aCGH
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Epilepsy is a chronic neurological disease affecting millions of people worlwide. The
etiology of epilepsy is heterogenous. Published studies confirm a strong genetic basis. While
the genetic causes play a huge role in the development of epilepsy, the etiology remains
unclear in many patiens.

We present a cohort of 400 patients with epilepsy, who underwent whole genome
testing focused on the detection of copy number variants (CNVs). The main criterion
for inclusion into the group was manifestation of epilepsy in isolated form or in combination
with other neurodevelopmental disorder or congenital anomalies. Genome-wide analysis
was performed using two different platforms of array CGH (array comparative genome
hybridization): SurePrint G3 CGH ISCA platform 4x180K and 8x60K (Agilent
Technologies). For evaluation of clinical impact of detected CNVs different databases
(DGV, ClinVar, OMIM, DECIPHER) and relevant articles were used.

In our cohort we have detected 2730 CNVs in total and 86 of them (detected in 76
individuals), were evaluated as possibly clinically relevant - 82 CNVs were evaluated as a
possible cause of epilepsy and 4 of them were evaluated as secondary finding without
relationship to the patients” phenotype. Regarding to the current classification, 21/86 CNVs
have been refered as pathogenic, 12/86 as likely pathogenic, 39/86 CNVs as unclear and
10/86 CNVs were concluded as “high frequency, low penetrance variants” (HFLP). The
origin of the aberration was confirmed in 46/76 (61 %) of cases.

In our cohort we have detected recurrent CNVs located in known epilepsy hot spots,
as well as nonrecurrent CNVs. This CNVs were located in regions of the genome that are
not currently associated with epilepsies and their clinical significance remains unclear, but
contains genes, with possible impact in central nervous system function and development.
In several cases, the interaction between two or more suspicious genomic variants, so called
»second hit* model, was observed. Diagnostic algorithm was set up to increasing efficiency
of diagnostic odyssey. We present and introduce custom array CGH platform that allows
verification of CN'Vs detected by massive parallel sequencing, which has been complicated
until now. Clinical classification of variants is still not easy and does not always bring the
expected results. Expanding the cohort of patients with CNVs of unknown clinical
significance could be therefore benefical. Reanalysis of such CNVs, based on new
information is a necessary and may contribute to clarifying the genetic impact of these
variant in patients with epilepsy.

Keywords: epilepsy, neurodevelopmental disorders, copy number variants, aCGH
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Seznam pouzitych zkratek

aCGH

ACMG
ADHD

AD
ADLTE

ADNFLE
ADSHE

AR
BAC
BAFME

BFIS
BFNC

BP
CBZ
CGH

CNS
CNV
Cy3, Cy5
DEE

DECIPHER

DGV
DNA
DLRSD
dUTP
EEG
EF
EMA
FAME

FBTCS

FCD
FISH
FNM
FoSTeS

GABA
GDP
GEFS+

Komparativni genomova hybridizace na Cipech

(array Comparative Genome Hybridization)

American College of Medical Genetics and Genomics

Porucha pozornosti s hyperaktivitou

(Attention Deficit Hyperactivity Disorder)

Autozomalné dominantni

Autozomalné dominantni lateralné-temporalni epilepsie
(Autosomal Dominant Lateral Temporal Epilepsy)

Autozomalné dominantni no¢ni frontéalni epilepsie

(Autosomal Dominant Nocturnal Frontal Lobe Epilepsy)
Autozomalné dominantni se spankem asociovand hypermotoricka epilepsie
(Autosomal Dominant Sleep related Hypermotor Epilepsy)
Autozomalné recesivni

Umély bakteriadlni chromozom (Bacterial Artificial Chromosome)
Benigni familiarni myoklonicka epilepsie u dospélych

(Benign Adult Familial Myoclonic Epilepsy)

Benigni familiarni infantilni zachvaty (Benign Familial Infance Seizures)
Benigni familiarni neonatalni kiece

(Benign Familial Neonatal Convulsions)

Zlomové misto (Break Point)

Karbamazepin

Komparativni genomova hybridizace

(Comparative Genome Hybridization)

Centralni nervova soustava

Varianta v poc¢tu kopii (Copy Number Variant)

Cyanin 3, Cyanin 5

Vyvojové a epileptické encefalopatie,

(Developmental and Epileptic Encephalopathy)

Database of genomic variation and Phenotype in Humans using Ensembl
Resources

Databaze genomickych variant (Database of Genomic Variants)
Deoxyribonukleotidova kyselina

Derivate LogRatio Standard Deviation

Deoxyuridin trifosfat

Elektroencefalografie

Epigenetické faktory

Epilepsy with Myoclonic Absences

Familiarni myoklonické epilepsie dospélych

(Familial Adult Myoclonic Epilepsy)

Fokalni kiece s prechodem na bilateralni tonicko-klonické kiece
(Focal to Bilateral Tonic-Clonic Seizures)

Fokalni kortikalni dysplazie (Focal Cortical Dysplasia)
Fluorescencni in situ hybridizace (Fluorescence /n Situ Hybridization)
Fakultni nemocnice v Motole

Blokovéani replika¢ni vidlice a zmény templatového vlakna

(Fork Styling and Template Switching)

Kyselina y-aminomaselna

Guanosindisfosfat

Generalizovana epilepsie s febrilnimi kiecemi
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(Generalized Epilepsy with Febrile Seizures)

GGE Genetické, generalizované epilepsie (Genetic Generalized Epilepsy)
HFLP Varianty s vysokou frekvenci a nizkou penetrance
(High Frequency, Low Penetrant)
HPO Standardizovana klasifikace fenotypovych znakt
(Human Phenotype Ontology)
IC Imprintingové centrum
ID Intelektova nedostatecnost (Intellectual Disability)
ILAE International league against epilepsy
ISCA International standards for Cytogenomics Arrays
JME Juvenilni myoklonicka epilepsie (Juvenil Myoclonic Epilepsy)
KDN Klinika détské neurologie
LCRs sekvence o malém poctu kopii (Low Copy Repeats)
MAPs Proteiny asociované s mikrotubuly (Microtubulus Associated Proteins)
MCD Malformace korového vyvoje (Malformation of Cortical Development)
MEPS Minimalni segment nepterusené homologie
(Minimal Efficient Processing Segment)
MLPA Mnohonasobna ligace pomoci amplifikace prob
(Multiple Ligation-dependent Probe Amplification)
MPS Masivni paralelni sekvenovani
(Massive Parallele Sequencing)
MRI Magneticka resonance (Magnetic Resonance Imaging)
mTOR Serin/threoninova kindza (mammalian Target Of Rapamycin)
NAHR Nealelickd homologni rekombinace
(Non-Allelic Homologous Recombination)
NHEJ Nealelické homologické spojovani koncli
(Non-alellic Homologous End Joining)
NLS Jaderny lokaliza¢ni signal (Nuclear Localization Signal)
NVO Neurovyvojové onemocnéni
OMIM Online Mendelian inheritance in Man
PAS Porucha autistického spektra
PCR Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
PDS Paroxysmalni depolariza¢ni posun (Paroxysmal Depolarisation Shift)
PHE Phenaemaletten
PMV Psychomotoricky vyvoj
RNA Ribonukleova kyselina (RiboNucleic Acid)
RRM Motiv rozeznavajici RNA (RNA Recognition Motif)
SD Smeérodatna odchylka (Standard Deviation)
SMEI Zavazna myoklonicka epilepsie v détstvi
(Severe Myoclonic Epilepsy of Infancy)
SNARE Receptor pro rozpustné, N-ethylmaleinmid senzitivni proteiny

(Soluble N-ethylmaleinmide sensitive Attachment proteins Receptor)
snoRNA Mala jaderkova RNA (small nucleolar RNA)

SNV Jednonukleotidova, bodova varianta (Single Nucleotide Variants)
SRO Minimalni spole¢ny region
(Smallest Region of Overlap)
sSMC Maly nadpocetny marker chromozom
(small Supernumerary Marker Chromosome)
Sy Syndrom
TLE Temporalni epilepsie (Temporal Lobe Epilepsy)
UK Univerzita Karlova
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UBLG
UCSC
VPA
vUS

VVV
VEGF
VEGFR

WES
WGS
XLD
XLR
ZTTK
2.LF

Ustav biologie a 1ékai'ské genetiky

University of California Santa Cruz

Valproat

Varianta nejasného klinického vyznamu

(Variant of Unknown clinical Significance)

Vrozena vyvojova vada

Endotelialni ristovy faktor (Vascular Endothelial Growth Factor)
Receptor pro endotelidlni rastovy faktor

(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor)
Celoexomové sekvenovani (Whole Exome Sequencing)
Celoexomové sekvenovani (Whole Genome Sequencing)
X-vazané dominantni (X-Linked Dominant)

X-vazané recesivni (X-Linked Recesive)

Zhu Tokita Takenuchi Kim syndrom

2. Lékarska fakulta
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1 UVOD

1.1 Neurovyvojova onemocnéni

Neurovyvojova onemocnéni (NVO) jsou skupinou chronickych onemocnéni, jejichz
spolecnym a charakteristickym znakem je postiZzeni centralniho nervového systému (CNS)
vranych fazich vyvoje. Vlivem postizeni dochazi k opozdéni a poruse vyvojovych
dovednosti z oblasti motorickych, kognitivnich, socidlnich a komunikacnich (Jeste 2015;
Ismail et al. 2019). NVO jsou heterogenni skupinou jak z hlediska klinickych projevi,
tak z hlediska pficin a 1écby (Thapar et al. 2017).

K postizeni CNS miZze dochézet z riznych divodu, jako jsou hypoxie, traumata,
expozice toxinim, infekce, nebo imunologické, nutricni, metabolické a genetické pficiny ¢i
strukturni malformace. Patofyziologie ptisobeni téchto mechanizmi neni ve vSech piipadech
zcela objasnéna a zlstava predmétem zajmu mnoha studii. Lécba NVO je v soucasné dobé
spiSe symptomatické a podplrna (Ismail a Shapiro 2019). Mira postiZzeni jedince zavisi na
stupni a rozsahu poskozeni CNS a miizese projevit jednotlivymi izolovanymi poruchami,
nebo Castéji jejich kombinaci (Ismail et al. 2019; Parenti et al. 2020). Popula¢ni studie
napiiklad prokédzaly zvySenou prevalenci vyskytu intelektové nedostate¢nosti (ID,
Intellectual Disability) u déti s détskou mozkovou obrnou ¢i poruchu komunikac¢nich
schopnosti u pacientli s poruchou pozornosti a hyperaktivitou (ADHD; Attention Deficit and
Hyperactivity Disorder) (Korrel et al. 2017; Reid et al. 2018).

Mezi NVO patii ADHD, poruchy autistického spektra (PAS), vyvojové opozdéni,
ID, schizofrenie, bipolarni porucha a dle né&kterych autorti i né&které formy epilepsie,
konkrétné vyvojové a epileptické encefalopatie (DEE — Developmental and Epileptic
Encephalopathy, diive epileptické encefalopatie) (Jeste 2015; Parenti et al. 2020).

Na etiologii NVO se podileji tfi zékladni faktory — genetické, environmentalni
a epigenetické. Jednotlivé faktory mohou pilisobit samostatng, castéji vSak dochazi
ke spoluptisobeni téchto vlivii a proto by NVO méla byt chapana jako multifaktoridlni
onemocnéni a to i v ptipad¢, ze se podaii identifikovat vysoce penetrantni kauzalni variantu

(Loo et al. 2007; Thapar et al. 2017).

Genetické faktory
Pomémé vysoka mira dédivosti NVO potvrzuje vyznamny podil genetické
komponenty v jejich etiologii (Tabulka 1). Konkrétni kauzalni geny vSak zistavaji Casto

neznamé. Varianty v genomu, které zptsobuji ztratu ¢i nadbytek genti citlivych na davku,
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nebo vedou k naruSeni integrity genu, mohou ve svém disledku vést k rozvoji NVO (Lupski
1998). Tyto geny jsou exprimovany piedevsim v ranych fazich vyvoje mozku a jsou soucasti
fady biologickych drah. Jednou z béznych pii¢in ohrozujicich normalni vyvoj CNS je
naruseni gend zapojenych do pre i1 postsynaptickych procest, zahrnujicich mimo jiné

1 kandlopatie (Parenti et al. 2020; Leblond et al. 2021).

Tabulka 1: Dédivost vybranych NVO
PAS: porucha autistického spektra, ADHD: porucha pozornosti s hyperaktivitou,
GGE: geneticka generalizovana epilepsie, NVO. neurovyvojové onemocneni

NVO Dédivost Zdroj

PAS 64-91 % Tick et al. 2016

Schizofrenie 60 - 80 % Trubetskoy et al. 2022

ADHD 88 % Larsson et al. 2014

GGE 32 % International League Against Epilepsy
Consortium on Complex Epilepsies,
2018

Bipolarni porucha 60 % Johansson et al. 2019

Dyslexie 40 -70 % Erbeli, Rice, a Paracchini 2021

Obsedantné kompulzivni porucha 22,5 % Khramtsova et al. 2019

Z hlediska genetickych pfic¢in je mozné NVO rozdélit do ¢ty skupin, a to na NVO
zpisobena aneuploidiemi, variantami v po¢tu kopii (CNV, Copy Number Variants)
a bodovymi variantami (SNV, Single Nucleotide Variant) - u téchto tfi skupin je geneticka
komponenta z pravidla hlavni pti¢inou NVO. Ctvrtou skupinu piedstavuji NVO s komplexni
dédicnosti, na jejichz manifestaci se kromé genetickych faktorti vyznamné podileji i dalsi

faktory, obvykle environmentalni nebo epigenetické (Loo et al. 2007).

Environmentalni faktory

Environmentalni faktory (EF) neboli faktory vnéjSiho prostfedi patii mezi mozné
spoluptlisobici pti¢iny NVO (Dot et al. 2022). EF hraji v etiologii NVO vyznamnou roli
a prispivaji k jejich klinické heterogenité. Zasadni je ptredevSim druh a doba plsobeni
rizikového EF (Doi et al. 2022). Mezi EF patii naptiklad v€k rodict pfi poceti, infekéni
onemocnéni, stav vyzivy, ptisobeni toxind ¢i nadmérna stresova zatéz.

Pisobenim EF na rozvoj NVO se zabyva tada studii. Ucelenou ptehledovou préci,
ktera vychdzi z hodnoceni 140 jiz publikovanych studii dvojcat a sourozencii, piedlozil
Carlsson et al. 2020. Autofi v zavéru potvrzuji vliv EF, jako je pokrocily vék otct, nizka
porodni vaha, perinatalni hypoxie a respiracni stres na riziko rozvoje PAS. Nizkd porodni

hmnotnost ¢1 gestacni stafi je spojovano s rizikem rozvoje ADHD. Naopak krvaceni béhem

téhotenstvi, preeklampsie, gestacni diabetes ¢i vliv cisafského fezu srozvojem PAS
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nesouvisi, respektive nebyl dostatecné potvrzen. U ADHD je negovana spojitost s uzivanim
antidepresiv, maternalni infekci ¢i koufenim béhem téhotenstvi. Z hlediska epilepsie byla
pozorovana souvislost vyssiho rizika rozvoje s vysokymi hladinami Zeleza v organizmu

(feritin a transferin) a s koufenim (Yuan et al. 2021).

Epigenetické mechanizmy

Epigenetické mechanizmy jsou procesy, které ovliviiuji expresi geni bez zasahu
do integrity DNA (deoxyribonukleova kyselina) (Holliday et al. 1975). Patii mezi
né metylace DNA, remodelace chromatinu a modifikace histonii (Gropman et al. 2010;
Lewis et al. 2018; Salinas et al. 2020). Tyto mechanizmy vétSinou neptisobi samostatné, ale
dochazi k jejich vzdjemné interakci (Lewis et al 2018; Salinas et al. 2020). Vyvoj CNS je
fizen fadou gent, jejichz exprese je v pribéhu vyvoje CNS proménliva a je regulovédna
mimojiné pravé epigenetickymi mechanizmy. Tato regulace je nezbytna pro spravnou
migraci bunék v pribéhu vyvoje CNS i pro udrzeni jejich diverzity (Takizawa et al. 2001;
Sakashita et al. 2001; Salinas et al. 2020) a uplatiiuje se predev§im v obdobi embryogeneze
(Li et al. 1993). Nejlépe popsanym mechanizmem epigenetickych modifikaci je metylace
DNA. Metylace DNA ve vyvijejicim se mozku je pomérné dynamicka pfedevsim v prvnim
a druhém trimestru téhotenstvi. Oblasti vykazujici zmény v metylaci jsou nazyvany
vyvojoveé regulované diferencidln€ methylované oblasti, které byly ve zvySené mife
detekovany v oblastech genomu, které jsou asociovany s PAS a schizofrenii (Spiers et al.
2015). Metylace DNA se uplatituje také pii vyvoji neurond. Ptikladem muze byt vliv
metylace na expresi genu GFAP. Zatimco hypermetylace promotoru genu GFAP potencuje
neurogenezi, hypometylace indukuje vyvoj astrocytll (Takizawa et al. 2001). Dysregulace
epigenetickych procesil, vedouci k naruSeni exprese gentl, je jednou z pti¢in rozvoje NVO

(Loke et al. 2015; Hsieh et al. 2016; Lewis et al. 2018).

1.2 Epilepsie

Epilepsie jsou definovany jako onemocnéni, pii kterém je splnéno alesponl jedno
z nastavenych kritérii: ,,/) vyskyt > 2 nevyprovokovanych nebo reflexnich zdchvati
s odstupem delSim nez 24 hodin, 2) rozvoj nevyprovokovaného nebo reflexniho zachvatu,
u osoby, u které existuje alespon 60% riziko recidivy v nasledujicich 10 letech, 3) rozvoj
epileptického syndromu“ (Fisher et al. 2014). Spoleénym znakem je trvald predispozice
k nepfedvidatelnému naruseni normalni funkce CNS, tzv. epileptickému zachvatu.

Jako epilepticky zachvat je oznacovan piechodny vyskyt symptomil, které jsou zptisobené
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abnormalni nadmérnou neurdlni aktivitou mozku. Epilepticky zachvat muize postihovat
senzorické, motorické a kognitivni funkce, védomi, pamét, emocni stav i chovani.
Manifestace je zavisla na mnoha faktorech jako zralost mozku, lokalizace ohniska zachvatu,
1ékové interakce atd. (Fisher et al. 2005). Soucasti zavedené terminologie je také pojem
epilepticky syndrom (sy.), ktery je definovan jako komplex spolecné se vyskytujicich
pfiznakd, jako je typ zéachvatu ¢i abnormality elektroencefalografie (EEG). Epilepticky
zachvat Casto byva vékové specificky (Scheffer et al. 2017). Dilezité je odliseni epilepsie
od zachvatovych stavi, které se manifestuji v souvislosti s jinym akutnim poskozenim
mozku (Grazy hlavy, krvaceni do CNS, toxické postizeni, ndhlé metabolické zmény). Tyto
zachvaty jsou oznacovany jako akutni symptomatické provokované kiec¢e a nespadaji do
definice epilepsii (Mauritz et al. 2022).

Incidence a prevalence epilepsii ve svété vykazuje znacéné rozdily. V Evropé
je incidence odhadovana na 43-47/100000/rok (Forsgren et al. 2005). Dle nové;jsi studie je
celkova incidence vypocitana na 61/100 000/rok (Fiest et al. 2017). Incidence epilepsii je
ovlivnéna vékem. Nejvyssi byla pozorovana u déti do jednoho roku Zivota a u osob nad 85
let (Fiest et al. 2017; Beghi 2020). Vyssi incidence byla pozorovéna také u muzl
(Christensen et al., 2007; Fiest et al., 2017; Beghi, 2020).

Prevalence epilepsii vykazuje rovnéz znacné rozdily. Dle Fiest et al., 2017 je celkova
prevalence epilepsii odhadovédna na 7,6/1000. Prevalence, stejné jako incidence vykazuje
rozdily v souvislosti se zvySujicim se v€kem (Fiest et al., 2017; Beghi, 2020).

Klasifikace epilepsii, epileptickych zachvatl a epileptickych sy. prodé€lala v prubéhu
let vyznamné zmény (Gastaut, 1969; Engel and International League Against Epilepsy
(ILAE) 2001; Berg et al. 2013). Nejvetsi zménou byla reklasifikace skupiny idiopatickych
epilepsii na genetické epilepsie (Thomas et al. 2014). V soucasné dobé je pouZzivana
klasifikace z roku 2017 (Obrdzek 1), ktera definuje typy epilepsii, epileptickych zachvati a
epileptickych sy. (Scheffer et al. 2017). Epilepsie jsou dle nejnovéjsi klasifikace déleny do
Ctyt skupin: fokalni; generalizované; kombinované a nejasné. U jednotlivych typh zachvata
je klasifikace rozsahlejsi a je pro pfehlednost zndzornéna v Obrazku 2 (Fisher et al. 2017,

Pack 2019). Epileptické sy. jsou déleny na generalizované, fokalni a vyprovokované.
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+
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Kombinovana P
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Neznamé etiologie

Vypracoval VWbor Ceské ligy proti epilepsii, odborné spolecnosti CLS JEP

Ceskd verze dle Schaffer et al, Epilepsia 2017, in extenso viz www.clpe.cz

Obrazek 1: Klasifikace epilepsii
(prevzato z ,, CLPE | Ceska liga proti epilepsii" b.r.)

Fokalni Generalizované ( S neznamym zacatkem )
'
B:zz por’uchy S_poruc‘hou Motorické Motorické
védomi védomi
B tonicko-klonické (GTCS) W tonicko-klonické
Motorické ) B klonické W epileptické spasmy
W automatismy u tonicke Bez motorickych projevii
B atonické ® myoklonicke W zdraz v chovani
B klonické B myoklonicko-tonicko-klonické
lepticks B myoklonické-atonické

" epileptické spasmy - ’ ke ( Neklasifikované )
B hyperkinetické atonicke
® myoklonické B epileptické spasmy
H tonické Bez motorickych projevi (absence)

\

autonomni
zaraz v chovani
kognitivni
emocnf

senzoricky

Bez motorickych projevi

B typické

B atypické

B myoklonické

B s myokloniemi vicek

J

(Fokélni prechazejici do bilateralnih

tonicko-klonického (FBTCS)

)

_

Ceska liga

proti epilepsii

Vypracoval Visbor Ceské ligy proti epilepsii, odborné spolecnosti CLS JEP

Ceskd verze dle Fisher et al, Epilepsia 2017, in extenso viz www.clpe.cz

Obrazek 2: Klasifikace epileptickych zachvati dle ILAE
(prevzato z ,, CLPE | Ceskda liga proti epilepsii" b.r.)

Etiologie epilepsii je zna¢né heterogenni. Dle klasifikace z roku 2017 je rozliSeno
Sest etiologickych skupin — genetické, strukturni, imunitni, infek¢éni, metabolické a neznamé.
S vyjimkou infekénich pficin existuje u vSech ostatnich skupin pfesah do skupiny epilepsii

s genetickou pficinou, jelikoZ strukturni zmény, abnormality metabolizmu 1 imunity mohou

byt zplisobeny patogennimi SNV v urcitych genech (Pack, 2019).

Zakladni podstatou rozvoje epileptického zachvatu je nadmérna excitabilita neuront,
zpusobena narusenim rovnovahy mezi fyziologickymi procesy excitace a inhibice

neurondlni aktivity (Penry et al. 1979). Tato rovnovaha je udrZzovana pomoci selektivnich

iontovych kanalii, neurotransmitert a jejich receptora.
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Iontové kandly ovliviluji membranovy potencidl a s nim souvisejici elektricky
a chemicky gradient, ktery je dulezity pro normalni funkci a pfenos signald v CNS
(Scharfman 2007). Za normalnich okolnosti je membranovy potencial udrzovan na hodnoté
—60mV. Dojde-li k do¢asnému (fyziologickému) vychyleni, dochazi bud’ k depolarizaci,
jejimz vysledkem je uvolnéni neutransmiterd, nebo vznika akéni potencial (Somjen 2002).
Je-1i vSak depolarizace trvalej$iho razu, dochazi k hyperexcitaci a nasledné k rozvoji tzv.
PDS (Paroxysmal Depolarisation Shift), jenz je podstatou epileptického zachvatu (Armijo
et al. 2005). Nadmérna excitabilita sama o sob¢ zachvat nevyvold. Nutné je postizeni vice
neuront, a to diky Sifeni postsynaptickych signali (Johnston et al. 1984). V tomto procesu,
oznacovaném jako synchronizace, byla prokdzana role tzv. GAP-junction (Traub et al.
2004).

Epilepsie se mohou projevit samostatné, castéji jsou vSak doprovazeny komorbitami.
Nejcastéji jsou u pacientl s epilepsii popisovany neurobehavioralni komorbidity jako je
deprese, obsesivné kompulzivni poruchy, panické poruchy, uzkosti ¢i psychozy (Salpekar et
al. 2019; Hermann et al. 2021; Arulsamy et al. 2022). U détskych pacientli je popisovano
navic riziko rozvoje ADHD, PAS a ID (Russ et al. 2012; Auvin et al. 2018; Dagar et al.
2020).

1.2.1 Genetické pri¢iny epilepsii

Poznatky z minulych 1 soucasnych studii potvrzuji silny geneticky zaklad epilepsii
(Sillanpad et al. 1991; Berkovic et al. 1998; Miller et al. 1998; Kjeldsen et al. 2001; Myers
et al. 2015; Thakran et al. 2020; Perucca at al. 2020). Dle prvnich studii u monozygotnich
dvojcat se dédivost epilepsii pohybovala v rozmezi 25-70 % (Miller et al. 1998). Studie,
zaloZena na pozorovani dédivosti u fokdlnich a generalizovanych epilepsii, stanovila
dédivost na 32 % (Speed et al. 2014). Novéjsi studie pak udavaji, Ze 70 - 80 % epilepsii
je zpiisobeno genetickymi faktory (Myers et al. 2015; Wang et al. 2017). Vétsina epilepsii
vykazuje multifaktorialni typ dédi¢nosti (Zifkin et al. 2005; Hempelmann et al. 2006; Helbig
et al. 2013). Pravdépodobnost plisobeni dalSich faktor byla potvrzena i v jinych studiich
(Berkovic et al. 2006; Chen et al. 2017).

Prvni popsanou genetickou pfic¢inou epilepsie byla patogenni varianta v genu
CHRNA4, kodujicim podjednotku acetylcholinového receptoru, detekovand u pacienti
s autozomalné dominantni no¢ni frontalni epilepsii (ADSHE, Autosomal Dominant Sleep
Related Hypermotor Epilepsy, dfive ADNFLE, Autosomal Dominant Nocturnal Frontal
Lobe Epilepsy)[OMIM:600513, ORPHA:98784](0O. K. Steinlein et al. 1995). Patogenni
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SNV byly popsény i u dal§iho genu kédujiciho acetylcholinové receptory. Jednalo se o gen
CHRNA7 u pacientd s centrotemporalni epilepsii (Neubauer et al. 1998).

Podil v epileptogenezi maji také patogenni SNV v genech kodujicich receptory
proinhibi¢nich neurotransmiterit (GABA, kyselina y — aminomaselnd). Byly popsany
napiiklad SNV v genu GABRAI (Cossette et al. 2002) u generalizované epilepsie
s febrilnimi kiecemi (GEFS+, Generalized Epilepsy with Febrile Seizures), juvenilni
myoklonické epilepsie (JME, Juvenile Myoclonic Epilepsy) a GABRG2 u ,,idiopatické®
epilepsie (Baulac et al. 2001).

Velkou skupinu geneticky podminénych epilepsii tvoii tzv. kanalopatie, které jsou
dasledkem patogennich SNV i CNV v genech kddujicich proteinové podjednotky napétim
¢i ligandem fizenych kanali (Hess 1996). Kanalopatie byly popsany u fady pacientl
s epilepsii a epileptickymi sy. (Tabulka 2) (Lehmann-Horn et al. 1999; Ptacek 1999; Lerche
et al. 2001; Moulard et al. 2001; Hirose et al. 2002; Steinlein 2002; Mulley et al. 2003;
Armijo et al. 2005).

Tabulka 2: Vybrané geny, jejichZ aberace vedou k rozvoji kanalopatii

V tabulce jsou uvedeny priklady genii, kodujici podjednotky transportnich kandlit a jejichz mutace
Jsou asociovany s rozvojem riiznych typu epilepsii. BFNC: benigni familidarni neonatalni krece,
GEFS+: generalizovana epilepsie s febrilnimi kiecemi, GGE: geneticka generalizovand epilepsie,
JME: juvenilni myoklonicka epilepsie, SMEI: zavazna myoklonicka epilepsie v détstvi

Typ epilepsie Gen Zdroj
BFNC KCNQ?2 Biervert et al. 1998; Biervert et al. 1999
BFNC KCNQ3 Charlier et al. 1998; Hirose et al. 2000
GEFS + SCNB1 Wallace et al. 1998
GGE CACNAIA Chioza et al. 2001
Absence s ¢asnym nastupem Jouvenceau et al. 2001
JME CACNB4 Escayg et al. 2000
SMEI SCNIA Escayg et al. 2001; 2000; Wallace et al.
2001

Kromé gent kédujicich podjednotky kanalii a receptorit byly prokazany patogenni
SNV v genech pro enzymy, signdlni molekuly, cytoskeletalni proteiny, proteiny tcastnici se
remodelace chromatinu ¢i regulace transkripce (Carvill et al., 2013; Thomas et al. 2014;
Wang et al. 2017; Parrini et al. 2017; Symonds et al. 2020). Wang et al., 2017 publikovali
celkem 977 genl z databaze OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), spojovanych
s rozvojem epilepsie. Tyto geny rozdélili do ¢tyt skupin: geny souvisejici s epilepsii, geny

zpusobujici genetické sy. s epilepsii jako hlavnim znakem, geny zodpovédné za vyvoj
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mozku, a nové, potencidln¢ kauzdlni geny (Wang et al. 2017). U skupiny genil
zodpovédnych za vyvoj mozku je epilepsie spiSe sekunddrnim znakem, rozvijejicim se
v souvislosti s malformacemi CNS. Piikladem jsou patogenni SNV genu 7SC/ u tuberdzni
skler6zy (Nellist et al. 2009).

Pro epilepsie je typickd vyznamna genetickd heterogenita, kdy jeden typ epilepsie
muze byt vyvolan patogennimi variantami v riznych genech (Lesca et Depienne, 2015;
Myers et al. 2015). Pfikladem muze byt jiz zminénda ADSHE zptlisobend patogennimi
variantami v genech CHRNA2, KCNT1, ENFL2 i CHRNA4. Naproti tomu rizné patogenni
varianty v jednom genu mohou zpusobovat riizné fenotypy s odlisnou klinickou prognézou.
V nékterych ptipadech je variabilni expresivita popisovdna i v ramci jedné rodiny u
postizenych ¢lent nesoucich identickou patogenni variantu. Pfikladem jsou patogenni
varianty v genu SCNIA, popsané u pacientli se sy. Dravetové, GEFS+ iu pacientl s
febrilnimi kfecemi (Escayg et al. 2000, Escayg et al. 2001; Claes et al. 2001)

Rozvoj celogenomovych metod, jako je komparativni genomova hybridizace
na ¢ipech (aCGH, array-Comparative Genome Hybridization) ¢i masivné paralelni
sekvenovani (MPS, massive parallele sequencing), vedl k narastu identifikace genti a aberaci
spojenych s rozvojem epilepsii (Obrazek 3). Spoleénym znakem vétSiny ,.epileptickych®

genl je vysoka mira exprese v mozku a snizena mira tolerance k jejich poskozeni.
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Obrazek 3: Vyvoj poznatkii o genech zapojenych do rozvoje epilepsii
(prevzato a upraveno dle Symonds et al. 2020)
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Do etiologie epilepsii mohou byt, krom¢ nejcastéji popisovanych SNV a CNV,
zatazeny také expanze repetitivnich sekvenci. U progresivni myoklonické epilepsie, také
oznacované jako Unverricht-Lunbdborg sy., byla detekovana expanze repetic v promotoru
genu CSTB (Lalioti et al. 1997). Expanze pentanukleotidovych repetic u nékolika gent
(STARD7, MARCHG6, YETS2) byla popsdna také u familiarni myoklonické epilepsie
dospélych (FAME, Familial Adult Myoclonic Epilepsy) (Corbett et al. 2019; Florian et al.
2019; Yeetong et al. 2019). Zvysené riziko rozvoje epilepsie je popisovano také v souvislosti
s expanzi hypermethylovanych repetic CGG v promotoru genu FMRI, znamého pod
nazvem sy. fragilniho X (Sabaratnam et al. 2001; Hagerman et al. 2009; Albizua et al. 2022).
Nejnovéjsi studie od Berry-Kravis et al., 2021 popisuje ve skupiné 1 607 jedinct se sy.
fragilniho X rozvoj epilepsie u 12 % jedinci (193/1607).

Dal$im moznym mechanizmem vedoucim k rozvoji epilepsii jsou epigenetické
zmény. Nejvice jsou znamy zmény metylace (Kobow et al. 2012; Miller-Delaney et al.,
2012). U mysich modeld byly prokazany zmény metylace u vice nez 300 gena (Miller-
Delaney et al. 2012). Hypermetylace promotoru genu RELN, kédujiciho glykoprotein reelin
syntetizovany GABAergnimi neurony (Alcéntara et al. 1998; Pesold et al. 1998), byla
detekovéna u pacientd s temporalni epilepsii (TLE, Temporal Lobe Epilepsy) (Kobow et al.
2009).

Z hlediska vétSich chromozomovych prestaveb ptredstavuji urcité riziko pro rozvoj
epilepsii také balancované translokace. U téchto typl piestaveb je podstatny genovy obsah
v misté zlomu. Ptikladem je nalez t(6;22)(p21.33;q11.21) u pacienta s EMA (Epilepsy with
Myoclonic Absences) (Klitten et al. 2011). V tomto ptipad€ je pficinou disrupce genu
SYNGAPI, lokalizovanoého v misté¢ zlomu na chromozomu 6. Gen kéduje Ras-GTPazovy
protein, zapojeny do regulace synaptického pfenosu signalu prostfednictvim N-metyl-D-

aspartatového receptoru (Chen et al. 1998; Kim et al. 1998).

1.2.2 Malformace korového vyvoje

Malformace korového vyvoje (MCD, Malformation of Cortical Development)
zahrnuji velkou heterogenni skupinu strukturnich mozkovych anomadlii, pro které
je charakteristické naruseni vyvoje mozkové kiiry vlivem pisobeni infekénich, genetickych,
vaskularnich nebo metabolickych faktort. MCD jsou déleny do tii skupin: a) MCD
zpusobené poruchou proliferace, diferenciace a apoptdézy neuronti; b) MCD zpiisobené
poruchou migrace neuront a ¢) MCD zplisobené abnormalnim post-migra¢nim kortikalnim

vyvojem (Severino et al. 2020). Mezi MCD patii napiiklad mikrocefalie, megalencefalie,
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fokalni kortikalni dysplazie (FCD, Focal Cortical Dysplasia), heterotopie, lizencefalie,
polymikrogyrie ¢i tzv. ,,cobblestone” malformace. Mezi klinické projevy MCD patii
epilepsie, vyvojové opozdéni a ID (Raybaud et al. 2011; Barkovich et al. 2012). AZ 40 %
farmakorezistentnich epilepsii je zptisobeno MCD (Frater et al. 2000; Pasquier et al. 2002;
Baldassari et al. 2019).

Zatimco patogenni SNV v genech zapojenych do normalniho vyvoje mozku jsou
znamou a popsanou pri¢inou rozvoje MCD, varianty typu CNV patii k méné casto
mTOR signaliza¢ni drahy (Leventer et al. 2008), kterd ptsobi jako centralni ,,kontrolor*
rustu a homeostazy. Piikladem jsou patogenni SNV v genech WDR62, NDEI, TUBBS3,
TUBBS, TUBGI, DYNCIHI, KIF2A zpusobujici mikrocefalie (Alkuraya et al. 2011; Breuss
et al. 2012; Poirier et al. 2013; 2010; Yu et al. 2010) ¢i geny MTOR, DEPDCS5, NPRL3
zodpoveédné za FCD (Poduri et al. 2013; Sim et al. 2016). Déle geny pro tubulin a proteiny
asociované s mikrotubuly (MAPs, Microtubulus Associated Proteins), které plni klicovou
roli béhem vyvoje mozkové kiiry, kdy ovlivituji a umoziiuji procesy jako je neurogeneze,
bunécna migrace €i post-migracni organizace bun¢k (Romaniello et al. 2018) - TUBA14,
LISI, DCX (Gleeson et al. 1998; Cardoso et al. 2003; Bahi-Buisson et al. 2014; Mutch et al.
2016).

Kauzalni souvislost CNV s MCD byla popsana pfevazné u polymikrogyrii. Jednalo
se o delece chromozomovych oblasti 1p36.3 a 22q11.2 (Stutterd et al. 2014) a o delece
2pl16.1p23.1, 4921.21g22.1 a 6q26q27 (Dobyns et al. 2008). CNV byly popsany takeé
u periventrikuldrni nodularni heterotopie - duplikace 5p15 (Sheen et al. 2003), delece 6p25
(Cellini et al. 2012), delelece 7q11.23 (Ferland et al. 2006), monosomie 1p36 (Neal et al.
20006), delece 5q14.3q15 (Cardoso et al. 2009). Ve studii Kariminejad et al. 2011, zahrnujici
169 pacientli s MCD, se podafilo nalézt 47 CNV u 38 pacientt. Velikost CNV se pohybovala
mezi 150 kb — 10,2 Mb. Ve 12 ptipadech se jednalo o CNV vzniklé de novo.

Kombinace metod aCGH a celoexomového sekvenovani (WES, Whole Exome
Sequencing), pouzitd ve studii Wiszniewski et al. 2018, zahrnujici 54 détskych pacientil
s MCD, vedla kdetekci nékolika CNV, které se vyskytovaly jak izolovang,
tak 1 v kombinaci se SNV. U vétSiny CNV (delece 17p13.3; delece 15qll.1q11.2;
kombinace delece 15q11.2q13.3 a delece 6q27) byla prokdzéana souvislost s MCD. Publikaci

0 CNV jako kauzalnich pfi¢inach rozvoje MCD je vSak velmi omezené mnoZstvi.
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1.3 Varianty v poctu kopii (CNV)

Jako CNV jsou oznaCovany sekvence DNA s variabilnim poctem kopii o0 minimalni
velikosti 1 kb (Feuk et al. 2006). Patii mezi bézné polymorfizmy detekované v genomu
Clovéka, které zaujimaji 4,8 — 9,5 % lidského genomu (Zarrei et al. 2015). CNV maji
nejcasteji charakter prostych deleci a duplikaci. Rozsah CNV je riizny a mize se pohybovat
v rozmezi jednotek kilobazi (kb) az mnoha megabazi (Mb) (Loo et al. 2007). CNV mohou
zasahovat jednotlivé geny, jejich Casti, celé genové oblasti ¢i regulacni elementy (Lee et al.
2010). CNV se v genomu mohou vyskytovat nahodné nebo vytvaret klastry, které jsou pak
nejcastéji lokalizovany v tzv. hot-spot oblastech.

Rozsédhlejsi celogenomové analyzy CNV byly umoznény diky vyvoji novych
diagnostickych metod, pfedev§im metody aCGH (Loo et al. 2007; Coe et al., 2012). Iafrate
et al., 2004 detekovali ve své studii ¢itajici 55 jedincii (39 zdravych kontrol a 16 jedinct
s chromozomovou aberaci) 255 lokusti se CNV napfic¢ celym genomem. V pruméru nesl
kazdy jedinec ze studie 12,4 CNV a 10 % populace sdilelo stejné CNV (lafrate et al. 2004).
Dalsi studii zamétenou na CNV provedli Sebat et al., 2004. U 20 klinicky zdravych jedinct
bylo detekovano celkem 221 CNV (~ 11 CNV/osoba). Primérna velikost se pohybovala
okolo 465 kb. Zhruba polovinu CNV predstavovaly rekurentni CNV (Sebat et al. 2004). Za
prvni mapu CNV je povazovéna studie provedend skupinou Redon et al., 2006. Studie byla
zalozena na detekci CNV u 270 osob bez specifikace zdravotniho stavu vybranych
z evropské, asijské a africké populace. Pomoci metody aCGH bylo detekovano celkem 1447
CNV o celkoveé velikosti 360 Mb (zhruba 12 % genomu) (Redon et al. 2006). Pocet
detekovanych CNV u konkrétniho jedince zavisi na rozliSovaci schopnosti pouzit¢ aCGH
platformy. U platformy s vy$§im rozliSenim lze ocekdvat zachyt vétsiho poctu CNV a
vySetfeni konkrétniho jedince pomoci né€kolika riznych platforem miize vést k rozdilnému

poctu detekovanych CNV.

1.3.1 Mechanizmus vzniku CNV

Byly popsény tifi zdkladni mechanizmy vzniku CNV: nealelickd homologni
rekombinace (NAHR, Non-Allelic Homologous Recombination), nehomologni spojovani
koncti (NHEJ, Non-Homologous End Joining) a mechanizmus blokovani replika¢ni vidlice
a zmény templatového vlakna (FoSTeS, Fork Styling and Template Switching) (Gu et al.
2008). V souvislosti s mechanizmem vzniku 1ze CNV rozd¢lit na dvé skupiny — rekurentni
a nerekurentni (Obrazek 4). Charakteristickymi znaky rekurentnich CNV jsou zpravidla

stejnd zlomova mista a rozsah (Lee et al. 2006). Nerekurentni CNV se naopak vyznacuji
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nejednotnym rozsahem, a tedy i genovym obsahem a riiznymi zlomovymi misty. Rekurentni
CNV vznikaji nejcastéji mechanizmem NAHR, nerekurentni CNV pak mechanizmem

NHEJ a FosTeS (Shaw et al. 2005).
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Rekurentni CNVs

(b)
Nerekurentni CNVs
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- segmentalni duplikace

Obrazek 4: Rekurentni a nerekurentni CNV
SRO: smallest region of overlap, (prevzato, prelozeno dle Mikhail, 2014)

Zakladnim principem NAHR je nerovnomérny crossing-over mezi repetitivnimi
sekvencemi o malém poctu kopii tzv. LCRs (Low Copy Repeats). LCRs, také oznaované
jako segmentalni duplikace, jsou béZnou soucasti genomu a zaujimaji 5 — 10 % jeho celkové
velikosti (Bailey et al. 2001). Jedna se o bloky specifickych sekvenci DNA o velikosti 10 —
300 kb, s 95 — 97% sekvencni homologii (Stankiewicz et al. 2002; Bailey et al. 2006).
Segmentalni duplikace se mohou vyskytovat kdekoli v genomu (International Human
Genome Sequencing Consortium 2001), jsou vSak popsany oblasti, kde je jejich vyskyt
vyssi. Jde predevsim o pericentromerické a subtelomerické oblasti chromozomt (Eichler et
al. 1996; Trask et al. 1998; Eichler et al. 1999). LCRs mohou vykazovat jednoduchou i
sloZitou genetickou strukturu a obsahovat geny, pseudogeny, genové fragmenty, retrovirové
sekvence i1 regulacni sekvence (Lupski, 1998; Emanuel et al. 2001; Lee et al. 2006). K tomu,
aby prob¢hla rekombinace mezi dvéma LCRs, je nutné nepteruSena homologie mezi t€émito
useky o velikosti min. 134-232 pb tzv. MEPS (Minimal Efficient Processing Segment)
(Waldman et al. 1988). Byla popsana korelace mezi velikosti LCRs a velikosti pfestavby.
Cim vétsi je LCRs, tim vétsi je vznikajici prestavba (Lupski 1998).

NAHR muzZe probihat jak v zadrode¢nych, meioticky se délicich bunkach, tak
v somatickych, mitoticky se délicich buiikach (Gu et al. 2008; Turner et al. 2008). Typ
1 vzdalenosti

jednotlivych vznikajicich prestaveb je ovlivnén velikosti, orientaci
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jednotlivych LCRs (Lupski 1998; Lee et al. 2006). KNAHR mize dochazet
mezi homologickymi chromozomy (interchromozomové€), v ramci jednoho chromozomu
(intrachromozomov¢) ¢i vramci jedné chromatidy (intrachromatidoveé) (Obrazek 35)
(Emanuel et al. 2001; Shaw et al. 2004; Gu et al., 2008). NAHR mezi LCRs orientovanymi
ve stejném sméru vede ke vzniku deleci a duplikaci. Jsou-li LCRs vici sob¢€ invertované, je
vysledkem nejcastéji inverze nebo izodicentricky chromozom a acentricky fragment

(Emanuel et al. 2001; Gu et al. 2008; Sasaki et al. 2010) (Obrazek 5).
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Obrazek S: Strukturni aberace vznikajici v souvislosti s NAHR

a) duplikace a delece; b) delece a duplikace c) normalni chromatida, delece a centricky fragment;
d) inverze na obou chromatidach, e) izodicentricky chromozom a acentricky fragment,; f) normalni
chromatida a inverze. NAHR: Nealelicka homologni rekombinace, LCRs: Low copy repeats
(upraveno dle Stankiewicz et al. 2002)

LCRs jsou spojovany piredev§im se vznikem rekurentnich CNV, byla vSak také
prokazéna souvislost se vznikem nerekurentnich CNV (Stankiewicz et al. 2003). Kromég
LCRs mohou NAHR potencovat také dalsi specifické sekvence DNA napt. Alu sekvence
(Calabretta et al. 1982; Bailey et al. 2002; Babcock et al. 2003).

DalS$im popsanym mechanizmem vedoucim ke vzniku nerekurentnich duplikaci
a deleci je NHEJ (Gu et al. 2008). NHEJ patii mezi reparacni mechanizmy DNA a uplatiiuje
se pfi oprave dvouchromatidovych zlomt (Pfeiffer et al. 1994; Kanaar et al. 1998). Jde o
komplexni enzymaticky proces, ktery lze popsat ¢tyifmi na sebe navazujicimi kroky: 1)
rozeznani dvouchromatidového zlomu, 2) pfemosténi konct, 3) modifikace konct zlomt a

4) ligace koncti (Weteringset van Gent, 2004). Od NAHR se NHEJ odlisuje tim, Ze v misté
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rekombinace neni nutnd homologie mezi dvémi useky a po procesu NHEJ ziistava ,,jizva“
v podobé delece, ev.inzerce nékolika nukleotidii. Tyto sekvence nevykazuji Zadnou
homologii a jejich piivod je dle studii neznamy (Nobile et al. 2002; Toffolatti et al. 2002;
Lieber 2008).

Proces NAHR a NHEJ nevysvétluje vznik vSech chromozomovych ptestaveb.
Dals$im mechanizmem je FoSTeS. Uplatiiuje se pii vzniku komplexnich a nerekurentnich
prestaveb. Zakladnim principem mechanizmu (Obrdzek 6) je zastaveni replikacni vidlice
v disledku pritomnosti sekundarni struktury DNA. Nasleduje odpojeni vedouciho fetézce
z templatu a pfesun 3 konce do mista jiné replikacni vidlice. Pfesun vyzaduje urcitou miru
mikrohomologie (Lee et al. 2007). Vysledkem ptisobeni jsou jak delece, tak duplikace (Gu
et al. 2008).

1. Vychozi replikaéni vidlice s 2. Uvolnéni a invaze 3' konce 3. Uvolnéni a opétovna invaze 4. Obnoveni vychozi
vedoucim éervenym fetézcem. ng(_)ucﬂlo fetézce do jiné replikacni vedouciho fetézee do dalii jiné replikacni vidlice
Zastaveni replikaéni vidlice v vidlice s naslednou syntézou DNA. replikacni vidlice

dusledku genové architektury.

Obrazek 6: Princip mechanizmus FoSTeS
FoSTeS: Fork Styling and Template Switching, DNA: deoxyribonukleova kyselina
(prevzato z Lee et al, 2007, upraveno)

1.3.2 CNV jako pri¢ina onemocnéni

CNV piedstavuji jeden z mechanizmii evolu¢niho vyvoje. Vyznamné ovliviluji
variabilitu genomu a podileji se na rozvoji fady onemocnéni (Iafrate et al., 2004; Sebat et
al., 2004; Lee et al. 2010). Bylo popsano pét mechanizm, kterymi mohou CNV ovliviiovat
strukturu genomu a vést krozvoji onemocnéni: zména poctu kopii jednoho genu
v souvislosti s celogenovou ¢i parcidlni duplikaci/deleci (Obrdzek 7a), odmaskovani
recesivni mutace vlivem delece (Obrazek 7b), zména poctu/disrupce funkénich kopii vice
genl (Obrdzek 7c), duplikace/delece regulacnich oblasti (Obrazek 7d) a zmeéna poctu kopii

u gent citlivych na davku (Obrdzek 7e).
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Onemocnéni zpisobend CNV mohou mit recesivni i dominantni charakter. Klinicky
vyznam a patogenita CNV je Casto korelovana s velikosti CNV a poctem zasazenych gend.
Rozsahove vétsi CNV jsou Castéji detekovany u jedincti s riznymi onemocnénimi, na rozdil
od kontrolni zdravé skupiny (Buysse et al. 2009; Cooper et al. 2011) (Obrazek 8). Toto
tvrzeni vSak neplati bez vyjimky. I CNV mensiho rozsahu mohou mit vyznamny klinicky
dopad, zatimco velké CNV mohou byt benigni.

Krom¢ stavu, kdy jsou CNV piimou pfi¢inou rozvoje patofyziologického procesu,
mohou CNV plnit funkci tzv. modifikujicich faktort, které k vyslednému fenotypu ptispivaji
uréitou mérou, ale samy o sobé rozvoj onemocnéni nevyvolavaji (Merikangas et al. 2009).
Hranice mezi benigni a patogenni variantou se vSak Casto stira, jejich patogenita muze
zaviset napiiklad na zygozit€. Monoalelické CNV postihujici nékteré kritické regiony
k onemocnéni nevedou, ovSem bialelické CNV (pfipadné hemizygotni u muzil) onemocnéni
zpusobi (Mikhail 2014).

Fenotypové projevy duplikaci a deleci vramci urcité chromozomové oblasti
(reciproké duplikace/delece) Ize rozd¢lit do tii skupin (Deshpande et al. 2018). Prvni skupinu
tvofi duplikace a delece s opacnym fenotypovym ucinkem. Ptfikladem je delece oblasti
1q21.1 zpusobujici u 25-50 % jedinct mikrocefalii, zatimco duplikace vedou u stejného
procenta jedinct (25 - 50 %) k rozvoji makrocefalie (Mefford et al. 2008; Bernier et al.
2016). Druhou skupinu tvoii ptipady, kdy je delece i duplikace zodpovédna za rozvoj
stejného fenotypu, jak je tomu napiiklad u duplikace a delece chromozomové oblasti
15q13.3 vedouci k rozvoji ID, PAS, ADHD a vyvojovému opozdéni. Posledni jsou piipady,
kdy je delece zodpovédna za rozvoj urcitého fenotypového znaku, zatimco duplikace tento
znak nevyvolava. Jako ptiklad slouZzi delece 22q11.2 projevujici se imunodeficitem, zatimco

u duplikaci tento projev nebyl pozorovan (Sullivan 2004).
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1.3.3 Klasifikace CNV

Ke zhodnoceni klinické relevance CNV by mél byt pouzivan jednotny klasifikacni
systém vychazejici z mezinarodné uznévanych doporuceni (,,guidelines®). CNV jsou dle
doporuceni ,,Technical standards for the interpretation and reporting of constitutional copy
number variatns: a joint consensus recommendation of the American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) and theClinical Genome Resource (ClinGen)* (Riggs et
al. 2020) déleny do 5 tiid: tfida 1 - benigni, tfida 2 - pravdépodobné benigni, tfida 3 - nejasna,
ttida 4 - pravdépodobné patogenni, tiida 5 - patogenni. Pii déleni do tfid jsou zohlednovana
rizna kritéria (pocet zasazenych genii, dédi¢nost, vyskyt v databazich atd.).

Jako patogenni jsou hodnoceny varianty, u nichz byla prokazana pfi¢inna souvislost
s onemocnénim — CNV jasn€ spojované s onemocnénim, CNV zasahujici na davku citlivé
geny a CNV voblastech, které jsou definovany jako na davku citlivé regiony.
U pravdépodobné patogennich variant existuje vysoka pravdépodobnost negativniho vlivu
na fenotyp, ale prozatim neexistuji dostatecné dikazy, prokazujici jednoznac¢nou pfi¢innou
souvislost téchto variant s onemocnénim. Stejné tak je tomu u pravdépodobné benignich
variant s tim rozdilem, Ze tyto varianty nejsou spojovany s onemocnénim, ale tento fakt neni
jasné podloZen. Jako benigni jsou dle definice oznacovany CNV, které se ve zdravé populaci
variant oznacovanych zkratkou VUS (Varianty nejasného klinického vyznamu, Variant of
Unknown/Uncertain Significance). Jedna se o CNV, které byly popsany v populaci, avSak
ne s prevalenci > 1 %, aby spliiovaly kritéria pro b&zny polymorfizmus. Jedna se Casto o
CNV zasahujici funkéné ,,nezndmé* geny, u nichZ neni zndma ani jejich citlivost na davku
(Riggs et al. 2020).

Pti studiu patogenity CNV se uplatiiuji dva pfistupy oznacované bézn¢ anglickymi
nazvy — ,,phenotype-first“ a ,,genotype-first“. V prvnim piipad¢ je selektovana skupina
jedinct se stejnym fenotypovym znakem, u nichz se nasledné patra po CNV, které nesou
vSichni tito jedinci. U druhého pfistupu je nejprve stanoven genotyp a az zpétné jsou
u jedinct, kteti nesou stejné CNV, vyhodnoceny jednotlivé fenotypové znaky s cilem odhalit
fenotypovy prekryv u téchto pacientl (Lee et al. 2010).

Hodnoceni klinické signifikance nalezenych CNV je casto komplikovano netplnou
penetranci a variabilni expresivitou (Lee et al. 2010). Variabilni expresivita udava miru
vyjadieni daného fenotypového znaku. Penetrance je udavéana v procentech a tika, u jakého
podilu jedincii s danou CNV se projevi klinické znaky onemocnéni. RozliSujeme penetranci

uplnou a netplnou (Cooper et al. 2013). Zvlastnim typem je tzv. pseudo-nekompletni
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penetrance. Jedna se o stav, kdy dany fenotypovy znak neni pfitomny v dob¢ vysetieni, ale
rozvine se pozd¢ji v zivoté, nebot’ néktera geneticky podminénd onemocnéni jsou tzv. ,,late
onset*, snastupem napi. v adolescenci i pozdéji (Shawky 2014). Nejvice se neuplna
penetrance projevuje u autozomalné dominantnich (AD) onemocnéni (Cooper et al. 2013).
Je ovlivnéna genetickymi i negenetickymi faktory (napf. vek, pohlavi). U duplikaci
16p13.11 byla naptiklad prokazdna zvySena penetrance neurovyvojovych poruch (PAS,
ADHD, ID, schizofrenie) u jedincti muzského pohlavi (Tropeano et al. 2013).

1.3.4 CNVuNVO

CNV jsou jednou ze znamych pfi€in rozvoje NVO. Vyskyt kauzalnich CNV byl
prokazan u pacientd s PAS, schizofrenii, ID i epilepsii (Kaminsky et al. 2011; Sebat et al.
fenotypem, casto zahrnujicim ID a vyvojové opozdéni a také ujedinci s NVO
a pfidruzenymi vrozenymi vyvojovymi vadami (VVV) a facidlni dysmorfii. U jedinct
s epilepsii, PAS a schizofrenii jsou CNV detekovany také, ale v mensi mie. U NVO typu
dyslexie ¢i u Tourettova sy. byl vyskyt kauzalnich CNV nejnizsi (Coe et al. 2012).
U kandidétnich CNV pro NVO bylo vypozorovéano, ze CNV nejsou Casto specifické pouze
pro jeden fenotypovy znak, ale vedou spiSe k rozvoji n€kolika rozdilnych NVO, jako je
naptiklad ID, PAS a schizofrenie. Tato koincidence naznafuje spole¢nou biologickou
vyvojovou cestu, jejiz naruseni vede k rozvoji klinicky odlisnych NVO. Jaky typ NVO se
rozvine, je dle autori dano spiSe plsobenim dalSich aditivnich genetickych,

environmentalnich a epigenetickych faktor (Guilmatre et al. 2009).

1.3.5 CNV u epilepsii

Rada studii potvrdila roli CNV v etiologii epilepsii. Zpogatku se jednalo o izolované
pripady vyskytu CNV, pozdé&ji vznikaly ucelenéjsi studie na vétSich kohortach pacienti.
V roce 2007 publikovali Kim et al. soubor 60 pacientl s riznymi typy epilepsii (GGE,
febrilni ktece, fokalni epilepsie), u nichz detekovali CNV v riznych chromozomovych
oblastech (Kim et al. 2007). V letech 2008-2010 vysla fada studii odhalujici nové CNV.
Sharp et al. 2008 publikovali mikrodeleci oblasti 15q13.3 u pacientd s komplexnim
fenotypem zahrnujicim epilepsii a ID. Andrieux et al. 2008 popsali tandemovou duplikaci
oblasti 6p21.2p22.1 zasahujici geny GABBRI, BRD2 a GRM4, ¢imz rozsitili poznatky o
vlivu CNV na rozvoj epilepsii také o duplikace. V roce 2009 vysla publikace potvrzujici
spojitost delece oblasti 15q13.3 s rozvojem GGE (Helbig et al. 2009). Rozséahlejsi studii
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publikovali Mefford et al. 2010, kdy v kohorté¢ 517 pacientl s riiznym typem epilepsie
detekovali klinicky vyznamné CNV u 46 (8,9 %) z nich. Detekované¢ CNV se pohybovaly
vrozmezi 13 kb — 15,9 Mb. Byly detekovany nejen delece a duplikace rekurentniho
charakteru v ,hot-spot” oblastech pro epilepsie (delece 15q11.2, 16pl2.1, 16pl3.11;
duplikace 16p11.2), ale také v dalSich oblastech genomu. Postupné pak byly publikovany
dalsi kauzalni CNV (Tabulka 3) (Kovel et al. 2010; Dimassi et al. 2014; Heron et al. 2010;
Kim et al. 2016; Shinawi et al. 2010).

Tabulka 3: Piiklady CNV spojovanych s epilepsiemi
ID: intelektovad nedostatecnost; PAS: porucha autistického spektra;, GGE: geneticka generalizovand
epilepsie

Aberace Oblast Epilepsie Zdroj
Duplikace  2q24.3 Familiarni neonatalni epilepsie s ID Heron et al., 2010
Duplikace/ 16pl11.2  Epilepsie s PAS, ID Shinawi et al., 2010
Delece
Delece 15q11.2  GGE de Kovel et al., 2010
Delece 16p13.2  Rolandicka epilepsie Dimassi et al., 2014
Delece 22q11.2  Generalizované tonicko-klonické Kim et al., 2016

ktece, myoklonické kiece, fokalni
klonické kiecCe

Olson et al. 2014 ve své studii rozdélili detekované CNV do né€kolika skupin. Prvni
skupinu predstavovaly CNV detekované v oblastech znamych mikrodele¢nich
a mikroduplikacnich sy., u kterych je epilepsie jednim z hlavnich fenotypovych projevi
(Wolfav-Hirschhorniiv sy., Angelmantv sy., Phelanové-McDermidové sy., Mowatiiv-
Wilsontv sy., MECP2 mikroduplikacni sy., sy. mikrodelece 1p36 atd.). Druhou skupinu
predstavovaly CNV v tzv. ,hot-spot* oblastech, tedy oblastech, kde byly ve zvySené mite
detekovany CNV jasné kauzalni pro rozvoj epilepsii (naptf. 1q21.1; 15q11.2; 15q11ql3,
15q13.3; 16p11.2; 16p13.11;). Posledni skupinu tvofily CNV, zasahujici pro epilepsii
kauzalni geny (napt. CHRNA7, GABRAI, PRRT?2). Kromé dobie popsanych rekurentnich
CNYV byly u pacientt s epilepsii detekovany také nerekurentni CNV (Mefford et al. 2010;
Bartnik et al. 2012; Mefford 2014). N¢které studie se vénovaly zachytu CNV u pacientt
s epilepsii kombinovanou s ID (Striano 2012; Mullen et al. 2013; Borlot et al. 2017). Bylo
prokdzano, ze oproti skupiné pacientli s izolovanou formou epilepsie (3 %) je zachytnost
u epilepsii v kombinaci s ID vyssi (10 %) a detekované CNV jsou rozsahove vEtsi a genove

bohat§i (Mullen et al. 2013).
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Celkovy zachyt kauzalnich CNV pomoci metody aCGH u pacientii s epilepsii se
v publikovanych studiich pohybuje v rozmezi 2-16 % (Striano 2012; Mullen et al. 2013;
Galizia et al. 2012; Olson et al. 2014; Mefford 2014; Addis et al. 2016).

1.3.6 Metody detekce CNV

Pocatek detekce chromozomovych aberaci 1ze datovat do roku 1960 v souvislosti
s rozvojem metod G-pruhovani. Stanoveni karyotypu patii dodnes mezi zédkladni metody
klasické cytogenetiky, avSak rozliSovaci schopnost této metody nebyla dostacujici
pro detekci submikroskopickych CNV coz vedlo k vyvoji novych metod, jako jsou
fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH, Fluorescence In Situ Hybridization) a dale
komparativni genomova hybridizace (CGH), ktera byla poprvé predstavena v praci
Kallioniemi et al., 1992. Zakladnim principem metody je hybridizace dvou odlisnych,
nejcastéji fluorescenéné znacenych DNA, k metafaznim chromozomim fixovanym

na podloznim skle (Obrdzek 8) (Kallioniemi et al. 1992).
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Obrazek 8: Zakladni princip metody komparativni genomové hybridizace

Leva cast obrazku predstavuje metodu klasické komparativni genomové hybridizace, s vyuZitim
chromozomii fixovanych na podlozni sklo. Prava cast predstavuje moderni array CGH s vyuzitim
Cipu se symtetizovanymi probami. COT-1-DNA: lidskda placentarni DNA slouzici k blokovani
repetitivnich sekvenci. CGH: komparativnié genomova hybridizace (prevzato, prelozeno a upraveno
dle Mantripragada et al., 2004)
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1.3.7 Komparativni genomova hybridizace na ¢ipech

Nizka rozliSovaci schopnost a nutnost ziskani metafaznich chromozomi vedly
k nahrazeni chromozomii jednotlivymi sekvencemi (klony) DNA. Metoda byla piedstavena
jako aCGH (Solinas-Toldo et al. 1997) (Obrazek 8). Stejné jako v ptipad¢ klasické CGH
jsou dvé celogenomové DNA (referen¢ni a analyzovand) fluorescencné oznaceny odlisSnymi
fluorochromy, nejéastéji pomoci cyaninu 3 (Cy3) a 5 (Cy5). Obé DNA jsou poté smichany
a je priddna COT-I DNA, umoznujici blokovani repetitivnich sekvenci v genomu
(Kallioniemi et al. 1992). Nasleduje hybridizace vzorkli k probam fixovanym cipu. Po
ukonceni hybridizace je provedeno odmyti Cipu a nasnimani intenzit fluorescen¢nich signal
jednotlivych préb pii vinové délce 635 nm (Cy3) a 532 nm (CyS5). Pomér intenzit Cy3/Cy5
je za normalnich okolnosti roven 1,0. Vychyleni poméru znaci pfitomnost delece ¢i
duplikace/amplifikace ve vySetfovaném vzorku (Pinto et al. 2011).

Jako prvni byly pouzivany BAC ¢Cipy (Bacterial Arteficial Chromosome), jejichZ
diagnostické proby byly tvofeny klony DNA ziskanymi pomoci bakteridlnich vektort
(Solinas-Toldo et al. 1997; Pinkel et al. 1998). Cipy se skladaly z 3500 — 25 000 prob,
tvofenych useky DNA o velikosti 150-200 kb. RozliSovaci schopnost téchto Cipli se
pohybovala okolo 1 Mb (Snijders et al. 2001; Ishkanian et al. 2004; Carter 2007). Pozdéji
byly vytvofeny Cipy vyuzivajici jako proby komplementarni DNA. (Pollack et al. 1999) ¢i
pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR, Polymerase Chain Reaction) generované
sekvence (Snijders et al. 2001; Veltman et al. 2002; Fiegler et al. 2003). Tyto Cipy se
vyznacovaly vys$$i rozliSovaci schopnosti, lepSim pokrytim genomu, ale nevyhodu
predstavovalo nizké odliSeni intenzity signalu proby od intenzity pozadi (Carter 2007).
Milnikem v metodice aCGH byl vyvoj €ipli s probami tvoienymi oligonukleotidy (Brennan
et al. 2004; Carvalho et al. 2004). K syntéze Cipi se vyuzivaji oligonukleotidy odélce 25-70
bp. Mnozstvi prob na oligo ¢ipech se pohybuje v rozmezi od desetitisicti az po 2,1 milionu
(Park 2008). Cipy poskytuji lepsi rozligeni, vy3si miru pfesnosti a reprodukovatelnosti nez
jiné cytogenetické metody. Nevyhodou ziistava horsi odliSeni intenzity signalti pozadi a prob
(Brennan et al. 2004; Carvalho et al. 2004).

Rychlost, robustnost, senzitivita, specificita, moznost testovat tisice oblasti genomu
v jednom kroku a, v porovnani s dalS§imi cytogenetickymi metodami, vysSi rozliSovaci
schopnost patii mezi hlavni vyhody aCGH. VSechny tyto parametry jsou zavislé na typu
pouzitého Cipu a souvisi s denzitou, kvalitou a délkou prob (Miller et al. 2010). Obecné plati,
ze delsi proby vykazuji vyssi specificitu, avSak na tkor snizené rozliSovaci schopnosti (Park

2008). Vyssi denzita prob na platform& umoziuje detekci menSich aberaci. Senzitivita a
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specificita metody je také zavisla na nastaveni analytického softwaru vyuzivaného k analyze
dat. Jedna se ptedevsim o ureni vhodného detekéniho limitu. Vyssi detekéni limit potlacuje
faleSnou pozitivitu, ale ovlivituje vysledek z hlediska vyskytu vyssi faleSné negativity
(Vermeesch et al. 2012). Jako vhodny detek¢ni limit je udavana hodnota + 3 smérodatné
odchylky (SD, standard deviation) intenzity detekovaného signalu proby (Schwaenen et al.
2004; Shaw-Smith et al. 2004). Limitace spocivaji pfedevSim v neschopnosti metody
detekovat balancované piestavby, bodové mutace a aberace mensi, nez je rozliSovaci
schopnost pouzité platformy.

VéEtSi pozornosti se CNV 1 metodé aCGH dostalo diky publikaci dvou studii
zamétenych na detekci CNV v genomu cCloveéka (Iafrate et al. 2004; Sebat et al. 2004).
Nasledné byly publikovany dalsi studie, odhalujici nové CNV spojované s rliznymi
onemocnénimi. Zachytnost kauzalnich CNV ve skupiné pacientl s ID a vyvojovym
opozdénim se pohybuje mezi 15 — 28 % (Cooper et al., 2011; Bartnik et al., 2012; Battaglia
et al., 2013; D’Arrigo et al., 2016; Fan et al., 2018; Lee et al., 2018; Hu et al., 2019; Miller
et al., 2010). U déti s PAS se dle nové studie zachytnost pohybuje okolo 11 % (Chehbani et
al., 2022). U pacientl s epilepsii kombinovanou s ID je pak publikovana zachytnost 8,7 %
(Peycheva et al. 2018). Celkové se zachyt kauzalnich CNV napfic¢ studiemi a onemocnénimi
lisi. Vysledny zachyt je ovlivnén pouzitim rtznych platforem a zavisi ina vstupnich

kritériich pacientii do souboru.
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2

Cile prace

Predkladana prace se zabyva detekci CNV u pacientii s NVO zahrnujicimi epilepsii

a zhodnocenim klinického vyznamu zachycenych aberaci. Hlavnim cilem prace bylo

pomoci metody aCGH detekovat nové unikatni CNV, pfipadné jednotlivé geny potencialné

kauzalni pro rozvoj NVO, ptedevsim pak epilepsii. Dil¢imi cili prace bylo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

U CNV, jejichz pficinnd souvislost je jasné prokazana, provést precizni korelaci
fenotyp-genotyp, kterd by ptipadné mohla vést k uptesnéni fenotypu spojeného s danou
CNV.

U nové detekovanych CNV provést analyzu genového obsahu téchto variant s cilem
vytipovat mozné kauzalni geny pro epilepsie.

Ov¢tit puvod detekovanych variant (tedy zda je varianta de novo nebo zdédéna
au zdédénych zhodnotit fenotyp rodi¢e nesouciho danou CNV) scilem pfispét
k poznatkim o penetranci CNV.

Porovnat vysledky projektu s dal§imi dostupnymi zahrani¢nimi studiemi s cilem
potvrdit, zda je situace obdobnd i v ¢eské populaci.

Porovnat zachytnost kauzalnich CNV v ramci Ctyf vySetfovanych skupin pacientl
s cilem upfesnit indikacni kritéria k vysetfeni metodou aCGH u pacientl s epilepsii.
Zavedeni vlastni Cipové platformy, zaméfené na exonové pokryti vytipovanych gend,
které hraji roli v etiologii epilepsii s cilem zvysit zachyt kauzalnich CNV.

Ve spolupraci s Klinikou détské neurologie (KDN) 2. Lékatské fakulty Univerzity
Karlovy (2. LF UK) a Fakulni nemocnice Motol (FNM) a Neurologickou klinikou 2.
LF UK a FNM optimalizovat diagnosticky algoritmus pro objasfiovani genetickych

pfi¢in NVO, zejména epilepsii.
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3 Material a metody

3.1 Kohorta pacientii

Sbér pacientil do studie byl zahéjen v roce 2016, vlastni studie probihala v letech 2017—
2021. Vysetfovany soubor ¢ita 400 jedinct — 207 Zen (52 %) a 193 muzi (48 %). Do studie
byli zafazeni pacienti vSech vé€kovych kategorii, primérny vék pacientli v souboru byl 18
let, median 14 let. Vékové rozlozeni pacientli v souboru v dobé vySetfeni souboru je

zobrazeno v Grafu 1.
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Graf 1: Vékové rozloZeni souboru pacientii v dobé vySetreni

Primarnim kritériem pro zafazeni do studie byl vyskyt epilepsie, a to jak v izolované
formé, tak v kombinaci s dalsimi NVO, VVV ¢i facidlni dysmorfii. Pacienti byli na zakladé
klinického obrazu rozdéleni do ¢tyt skupin (Graf 2). Ve skupiné A byly zahrnuti jedinci, u
nichz se epilepsie manifestovala do 15 let véku a byla po klinickém zhodnoceni uzaviena
vyznamné facialni dysmorfie). Skupinu B tvofili jedinci, splilujici stejna kritéria jako
skupina A s jedinym rozdilem, a to vékem manifestace epilepsie po 15. roce zivota. V
nejpocetnéjsi skupiné C byli zafazeni pacienti s komplexnim NVO, zahrnujicim kromé
epilepsie také komorbidity ze spektra opozdéni psychomotorického vyvoje (PMV), ID,
poruch uceni, PAS, ADHD, VVV a vyrazné/specifické facialni dysmorfie. Do skupiny D

byli zatazeni jedinci s jednozna¢né prokazanou MCD zjisténou pomoci magnetické
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rezonance (MRI, Magnetic Resonance Imaging) CNS v patiiéném protokolu. Cast pacient
v této skupin€ vykazovala pouze izolovanou epilepsii, u ¢asti byly pfitomny komorbidity ¢i

dysmorfické rysy a v€k manifestace téchto pacientl byl rovnéz rtizny.

m Skupina A: Izolovand epilepsie
manifestovana v détstvi (do 15
let véku)

m Skupina B: Izolovana epilepsie
manifestovana po 15. véku

Skupina C: Komplexni NVO
zahrnujici epilepsii jako jeden z
fenotypovych znakl

62% . S
M Skupina D: Epilepsie v

souvislosti s malformacemi
korového vyvoje

Graf 2: Procentuilni zastoupeni pacientii dle definovanych skupin (A-D) ve
vySetiované kohorté

Celkem vysetieno 400 jedincii. Skupina A: 76 jedincii, skupina B: 37 jedincu, skupina C:
249 jedincu, skupina D: 38 jedincu.

Vybér pacientil zafazenych do studie byl proveden klinickym genetikem z Oddé€leni
klinické genetiky Ustavu biologie a lékaiské genetiky (UBLG) 2. LF UK a FNM
dle definovanych pravidel souboru ve spolupraci slékati z KDN 2. LF UK a FNM
a z Neurologické kliniky 2. LF UK a FNM, ktefi mj. hodnotili typ epilepsie u konkrétnich
pacienti.

V souvislosti s anonymizaci souboru byl vSem jedincim v souboru pro dany
kalendarni rok pridélen unikatni identifikator. Poéty jedinct vysetfenych v jednotlivych
letech aa rozpéti identifikatort je uvedeno dale:

e 1ok 2016: 35 jedinct: E16001-E16035
e 1ok 2017: 80 jedincti: E17001-E17080
e 1ok 2018: 100 jedinct: E18001-E18100
e 10k 2019: 79 jedinct: E19001-E19079
e 10k 2020: 43 jedinct: E20001-E20043
e 10k 2021: 63 jedinct: E21001-E21063
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3.2 Celogenomova analyza pomoci aCGH

Celogenomova analyza pomoci aCGH byla provedena nejen u vSech 400 pacientd,
ale ve vybranych ptipadech také u dalSich Clent rodiny, a to za ucelem urceni ptivodu
varianty (tzv. segregacni analyza). K analyze byla pouzita DNA izolovana z leukocyt
periferni krve. Pfi vySeteni bylo postupovano dle originalniho navodu vyrobce pouzitych

platforem. ZjednodusSeny a zkraceny postup je uveden na Obrazku 9.

Skenovani
Eipu

Analyza dat

DNA refereéni %
pacienta DNA _—
-l
- . ™~ S
- ™ -

Obrazek 9: Zakladni postup metody aCGH

Zpracovani vzorku metodou aCGH zahrnuje ¢tyri hlavni kroky. Prviim krokem je naznaceni DNA
pacienta a referencni DNA pomoci fluorescencné znacenych nukleotidii dUTPs (deoxyuridin
trifosfat). Takto pripravand DNA (pacient + reference) je smichana a s dalSimi reagenciemi
prenesena na cip, kde dochazi k hybridizaci DNA na diagnostické proby. Po ukonceni hybridizace je
¢ip odmyt za danych stringentnich podminek, které vedou k odmyti nespecifickych signalii. Nasledné
je cip skenovan. Pri skenovani dochazi k zaznamenani fluorescence vybuzené pusobenim laserii.
Nasledné jsou hruba data ve formatu .tiff nahrana do softwaru, pomoci kterého jsou zpracovana a
analyzovana. (Prevzato a upraveno z https.//www.agilent.com/en/promotions/cgh-fish-array)

K porovnani DNA profilu pacientii byla pouZita komeréné dostupnod referen¢ni
DNA (Megapool reference DNA male/female, Kreatech Diagnostics, Nizozemsko).
Ob¢ genomové DNA (pacient/reference) byly fluorescenéné oznaceny pomoci znacici
soupravy SureTaq DNA labeling kit (Agilent Technologies, USA) a nasledné hybridizovany
na vybranou platformu, a to SurePrint G3 CGH ISCA v2 4x180K nebo SurePrint G3 CGH
ISCA v2 8x60K (Agilent Technologies, USA) (ISCA, International Standards for
Cytogenomic Arrays). Po ukonceni hybridizace byly €ipy naskenovany pomoci DNA
microarray skeneru (Agilent Technologies, USA).

Platforma SurePrint G3 CGH ISCA v2 4x180K obsahuje ~ 180 000 prob o délce
60 kb. Zhruba 21 445 prob se nachazi v ISCA regionech (oblasti genomu, u kterych jsou
popsana CNV rizikova pro rozvoj onemocnéni) a 125 061 prob vytvaii kostru
neboli ,,backbone* Cipu (proby pokryvajici rovnomérne cely genom, bez ohledu na geny

a genové oblasti). Medidn vzdélenosti mezi jednotlivymi préobami je 25 kb. Platforma
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SurePrint G3 CGH ISCA v2 8x60K obsahuje ~ 60 000 prob o délce 60 kb. Celkem 18 851
prob se nachazi v ISCA regionech. Median vzdalenosti mezi jednotlivymi prébami je 60 kb.
RozliSovaci schopnost byla na zaklad¢ validace pfi zavadéni metody do bézného provozu
nastavena na 100 kb pro ¢ip 4x180K a 200 kb pro ¢ip 8x60K. Specifikace ¢ipli a porovnani

¢ipt je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4: Porovnani a specifikace pouzitych aCGH platforem
OMIM ,, morbid geny“: geny spojené s onemocnénim, kb. kilobaze, OMIM: Online Mendelian
Inheritance in Man, ISCA: International Standards for Cytogenomic Arrays

Pokryté RozliSovaci
5 . M,edlan . ISCA Pocef OMIM schopm,)st
Tvp & Pocet prob vzdalenosti 5b pokrytych bid udana
yp ¢ipu . proby 2 ,»,morbi ,
préb (kb) geni eny vyrobcem
SurePrint G3 CGH
60 000 60 18851 1219 455 120
ISCA v2 8x60K
SurePrint G3 CGH
180 000 25 21445 3634 950 50
ISCA v2 4x180K

3.2.1 CNYV ,,call“ a bioinformaticka analyza

Hruba data, ptedstavujici nasnimané intenzity fluorescencnich signall pro jednotlivé
proby, ve formatu .fiff byla nahrana a zpracovana pomoci softwaru CytoGenomics (Agilent
Technologies, USA). Software na zaklad¢ nastavenych parametri provede tzv. ,,CNV call®,
neboli vytvofeni seznamu detekovanych CNV. Primdrnim parametrem, ktery vede
k oznaceni varianty, je pfitomnost minimaln¢ tfi vedle sebe se nachazejicich prob, jejichz
hodnota log2ratio je - 0,3 v ptipadé deleci a +0,3 v piipadé duplikaci. Dalsi sledovanou
hodnotou je p-value — vyjadiena jako X™. Cim je hodnota n vyssi, tim je piitomnost
detekované CNV pravdépodobnéjsi. Vyznamnou roli v detekci CNV hraje také kvalita
ziskanych dat. Duilezitym parametrem je hodnota DLRSD (Derivate LogRatio Standard
Deviation), ktera vyjadiuje odhad Sumu ve vysledku analyzy, ktery je vypocitan jako rozdil
poméril log2ratio mezi po sob& nasledujicimi sondami d&leny V2. Tento parametr by mé&l
nabyvat hodnot <0,2. Cim je hodnota vyssi, tim je kvalita ziskanych dat horsi.

Vsechna detekovand CNV byla nésledné klasifikovana do péti zdkladnich skupin —
benigni (tfida 1), pravdépodobné benigni (tiida 2), nejasné (tfida 3), pravdépodobné
patogenni (tfida 4) a patogenni (tfida 5), dle mezinarodné¢ uznavaného doporuceni

»lechnical standards for the interpretation and reporting of constitutional copy number
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variatns: a joint consensus recommendation of the American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG) and theClinical Genome Resource (ClinGen)*“(Riggs et al. 2020).
Zvlastni skupinu pak tvofily varianty oznacované jako HFLP (High Frequency, Low
Penetrant), tedy varianty s vysokou ¢etnosti v populaci a nizkou penetranci. Dle Maya et al.
2020 patii do této skupiny CNV s penetranci < 10 % a frekvenci u klinicky ,,zdravé®
populace > 0,1 %.

Pti urcovani klinické signifikance bylo vychazeno z nasledujicich parametri:
velikost CNV, typ CNV, pocet a funkce zasazenych gent, delece/duplikace v oblastech
znamych mikrodele¢nich/mikroduplika¢nich syndromti a vyskyt CNV v databazich.
ZjednodusSeny algoritmus klasifikace variant, vychazejici z vySe zminéného mezinarodné
uznavaného doporuceni je zndzornén na Obrdzku 10. K uréeni poctu zasazenych gent byly
pouzity nastroje: UCSC vyhleddva¢ (University of California Santa Cruz,
https://genome.ucsc.edu/) a  GeneScout (https://genescout.omim.org/). Informace
o jednotlivych zasazenych genech a jejich funkci byly ziskdny z databdze OMIM
(https://omim.org/) a databdze GeneCards (https://www.genecards.org). Koordinaty
detekovanych CNV byly v prvé fadé zaddny do DGV (Database of Genomic Variants,
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home), ve které jsou anotovany benigni varianty detekované
u klinicky ,,zdravych® jedincii. DGV umoznila v radmci studie vyselektovat bézné benigni
varianty. DalSi pouzitou databazi byl DECIPHER (Database of genomic variation and
Phenotype in Humans using Ensembl Resources) (https://www.deciphergenomics.org/),
vychézejici z dat poskytovanych jednotlivymi pracovisti po celém svété. V databazi jsou
dohledatelné varianty s jejich klinickou klasifikaci a dalSimi idaji o jejim nositeli, jako je
dédicnost a fenotyp. Posledni pouzivanou databézi byl ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). ClinVar, stejné jako DECIPHER, shromazduje
CNV detekované u jedincii s riznymi odchylkami ve fenotypu. Po filtraci benignich
a pravdépodobné benignich CNV (tfida 1 a 2) byly zbyvajici detekované CNV (tfida 3, 4

a 5) porovnavany s dalsimi zdroji (databaze a publikace).
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e PATOGENNI (TRIDA 5)

e PRAVDEPODOBNE
PATOGENNI (TRIDA 4)

e NEJASNE (TRIDA 3)

e PRAVDEPODOBNE
BENIGNI (TRIDA 2)

e BENIGNI (TRIDA 1)

Obrazek 10: PouZivany, zjednoduSeny algoritmus hodnoceni Klinické signifikance

detekovanych CNV
DGYV: Database of Genomics Variants
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3.3 VysSetreni segregace detekovanych variant

U jedinct s prokdzanou CNV tfidy 3-5 ¢i HFLP, pokud to bylo mozné, byla
pro ur¢eni ptivodu aberace a jejiho klinického vyznamu provedena segregacni analyza.
K segregacni analyze byla primarn¢€ pouzita metoda aCGH, ve tiech ptipadech (E17070;
E18054; E19079) metoda MLPA (Multiple Ligation-dependent Probe Amplification)
za pouziti komeréné dostupnych kit od firmy MRC Holland (Nizozemsko) — Salsa MLPA
kit P343-C2 (Autismus); Salsa MLPA kit PO81/P082 NF1 probemix; Salsa MLPA kit P297-
B2 (Mikrodele¢ni syndromy 2). VySetieni pomoci metody MLPA bylo provedeno
na Oddéleni molekularni genetiky UBLG 2. LF UK a FNM. U sedmi rodin byla k upfesnéni

nalezu a vySetifeni segregace pouzita molekularné cytogeneticka metoda FISH. Seznam

pouzitych sond je uveden v Tabulce 5.

Tabulka 5: Seznam FISH sond pouZitych u jednotlivych piipadua

Proband

Nalez z aCGH

FISH sonda

E16008

Duplikace 22q11.21

Aquarius microdeletion probe DiGeorge and
22q13.3 (TUPLE1, N85A3)
(CytoCell, OGT, Spojené Kralovstvi)

E17008

Duplikace 16p11.2

16p11.2 lokus specificka (RP11-301D18)
(Cytocell, OGT, Spojené Kralovstvi;)

Aquarius subtelomere specific probe 16p
(RH80305)

(Cytocell, OGT, Spojené Kralovstvi)

E17038

Delece 15q13.1q13.3

Aquarius subtelomere specific probe 15q
(D15S936)

(CytoCell, OGT, Spojené Kralovstvi)

15q13.3 lokus specificka sonda (RP11-30N-16)
(BlueGnome, Spojené Kralovstvi)

E18006

Delece 22q13.31q13.33

Aquarius microdeletion probe DiGeorge and
22q13.3 (TUPLE1, N85A3)
(CytoCell, OGT, Spojené Kralovstvi)

E18049

Nebalancovana translokace 13,18

Aquarius subtelomere specific probe 18p
(D18S552)
(Cytocell, OGT, Spojené Kralovstvi)

E18051

Nebalancovana translokace 5, 8

Aquarius subtelomere specific probe S5pq
(RH120167, D5S2907)

(Cytocell, OGT, Spojené Kralovstvi)

Aquarius subtelomere specific probe 8pq
(RH40619, D8S595)

(CytoCell, OGT, Spojené Kralovstvi)

E18058

Marker chromozom 17p11.2q11.2

Centromera 17 (XCE 17)

(Metasystem, Némecko)

Malovaci sondy pro 17p a 17q (XCAP 17p,
XCAP 17q)

(Metasystem, Némecko)
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3.4 Diagnosticky algoritmus

Diagnosticky algoritmus, na jehoZ prvotnim néavrhu se podileli 1ékati z KDN 2. LF
UK a FNM, Neurologické kliniky 2. LF UK a FNM a UBLG 2. LF UK a FNM, vychazel
z dat o zachytnosti patogennich CNV/SNV publikovanych v literatute a postupné dochazelo
k jeho optimalizaci.

Prvnim krokem v tomto algoritmu bylo klinické vySetfeni pacienta neurologem
specializovanym na epilepsie s cilem definovat typ epilepsie/epilepticky syndrom. V fadé
piipadl bylo zaroven provedeno zobrazeni CNS pomoci MRI v patiicném protokolu, EEG
¢i jeji modifikace a metabolicky screeening.

Pokud tato vysSetfeni vedla ke konkrétnim klinickym zavérim (napf. klinicky
jednoznaény sy. Dravetové, podezieni na GLUT1 deficit, benigni familiarni infantilni
zachvaty (BFIS), benigni famillidrni novorozenecké zachvaty ¢i jiné jasné definované
jednotky), byl pacient referovan ke klinickému genetikovi s prioritnim pozadavkem
na vySetfeni konkrétnich kauzalnich genomickych variant v jednotlivych genech
zpisobujicich dany fenotyp (napt. SCNIA, SLC2AI, PRRT2, KCNQ2, SCN2A)
sekvenovanim dle Sangera. V pfipadech, kdy byl neurology diagnostikovan typ epilepsie,
ktery je =z genetického hlediska heterogenni s relativné vysokou pravdépodobnosti
identifikace genetické pti€iny, avSak bez efektivni moZnosti provedeni cileného vySetfeni
konkrétniho genu pravé pro znac¢nou heterogenitu (napf. prikaz MCD pomoci MRI CNS
nebo jasné klinicky diagnostikovand DEE ovSem bliZze nezataditelnd), posoudil klinicky
genetik, zda se jedna €1 nejednd o syndromové postizeni a dle toho zvolil prioritni metodu
detekce genomickych variant. U pacientli se syndromovym komplexnim postiZenim,
s komorbiditami typu PAS, ID, ADHD atd., facidlni dysmorfii a VVV postihujicimi jiné
organové systémy byla metodou prvni volby aCGH, u pacientli s nesyndromovou DEE nebo
u pacientli s MCD bylo metodou prvni volby MPS se zaméfenim na kauzalni geny spojené
s danym typem epilepsie. U pacientd, u nichZ se nepodatilo typ epilepsie piesné identifikovat
nebo u pacientl trpicich epilepsii z okruhu GGE, byl postup obdobny, avSak u téchto
pacientl byl ocekavany zachyt kauzéalnich genomovych variant mensi. Metoda prvni volby
detekce genomickych variant se 1 zde fidila dle toho, zda se jednalo o izolované ¢i komplexni
syndromové postizeni. Podminkou pro vySetfeni metodami MPS byla dostupnost vzorku
obou biologickych rodi¢i. Cast pacienti ze souboru tuto podminku nespliiovala, a proto
nebyli touto metodou vysetieni.

U pacientl se silnym podezienim na genetickou pfic¢inu epilepsie, u kterych se vyse

uvedenym postupem nepodatilo odhalit kauzalni patogenni variantu (a u kterych byl zaroven
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dostupny vzorek obou biologickych rodi¢li), nasledovalo vySetfeni metodami WES a

v nékterych piipadech i WGS.

“jasny fenotyp" <

NEUROLOG

osobni a rodinnd anamnéza, zobrazovaci metody, EEG, MCD

metabolicky screening, vySetieni likvoru
Definice epileptického sy.

4

PRIMA SEKVENACE
DLE SANGERA

SCN1A, SCN2A, PRRT2

\ 4

'DEE

KCNQZ2, SLC2A1

panel geni aCGH
DEE CNV

\ 4

CES-CID

negativni

‘Komplexni geneticky sy.

MCD

panel gentl

MCD

WES

' negativni

Obrazek 11: NavrZeny diagnosticky algoritmus
EEG: elektroencefalografie, MCD: malformace korového vyvoje, aCGH: komparativni genomova
hybridizace na cipech, DEE: Vyvojové a epileptické encefalopatie, CES — CID: celoexomové
sekvenovani zamérené na vrozenou intelektovou nedostatecnos, WES: celoexomové sekvenovani,
WGS: celogenomové sekvenovani, CNV — varianta v poctu kopii
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3.5 Detekce SNV

U 264/400 pacientd bylo provedeno, resp. dokonfeno i vySetfeni pomoci
sekven¢nich metod — Sangerovo sekvenovani ¢i MPS ve spolupraci s Neurogenetickou
laborato¥i KDN 2. LF UK a FNM a Oddé&lenim molekularni genetiky UBLG 2. LF UK
a FNM. Hodnoceni takto ziskanych dat nebylo cilem prace a neni jeji primarni soucasti.
Nicméné tato data byla v nékterych ptipadech pouzita k upfesnéni ndlezu u pacienta
s podezielou CNV a/nebo k uptesnéni korelace genotypu s fenotypem.

Pacienti ze souboru byli vySetfeni n¢kolika rliznymi typy panell a u €asti z nich bylo
provedeno i celoexomové sekvenovani (WES) nebo celogenomové sekvenovani (WGS).
U 256/400 (64 %) jedinct bylo indikovano vysetfeni panelu genti (panel DEE, panel MCD,
panel CID). Kauzalni SNV byla detekovéana u 40/256 (16 %) vySettenych jedincti. WES byl
proveden u 80/400 (20 %) a patogenni ¢i pravdépodobné patogenni SNV byla detekovéana
u 19/80 (24 %). Pro ptehlednost je ve vysledcich pouzit zkraceny ndzev pouzitych panelii
(panel DEE, panel MCD, panel CID). Design jednotlivych paneld je k dohledani na
strankach spolecnosti 1¢kaiské genetiky (https://slg.cz/pracoviste/mg/ngs/).

- Panel DEE — Panel genii asociovanych s ¢asnou a zavaznou détskou epilepsii

a epileptickou encefalopatii (Ing. Lucie Sedlackova, Ph.D; doc. MUDr. Petra

Lassuthova, Ph.D.)

- Panel MCD — Panel geni asociovanych s MCD (MUDr. Barbora Straka, Ph.D.,

MUDr. Barbora Hefmanovska)

- Panel CID — panel gent asociovanych s intelektovou nedostatecnosti (RNDr. Petra

Hedvigakova)
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4  Vysledky a diskuze

Metodou aCGH bylo vySetfeno 400 jedinct. Celkem bylo detekovano 2730 CNV
(tfidy 1-5). 2644/2730 (97 %) CNV piedstavovaly benigni a pravdépodobné benigni
varianty (tfida 1 a 2). Zbyla 3 % (tedy 86/2730) detekovanych CNV byla vyhodnocena jako
klinicky potencidln¢ relevantni pro epilepsii (tfida 3-5, varianty typu HFLP) nebo jako
patogenni CNV, které byly sekunddrnimi nalezy (nesouvisejici s epilepsii) (Graf 3). Déle
v textu budou diskutovany pouze CNV, které byly hodnoceny jako tfida 3—5 nebo HFLP.

Klasifikace vsech (2730) detekovanych CNV

Graf 3: Klasifikace vSech (2730) detekovanych CNV
CNV: varianta v poctu kopii, HFLP: varianty s vysokou frekvenci a nizkou penetranci

U 324/400 (81 %) jedinct byly detekovany pouze benigni a pravdépodobné benigni
CNV (trida 1 a 2), kterymi se piedkladana prace nadéle nezabyva. V priméru nesl kazdy
jedinec ze souboru ~ 7 CNV tiidy 1 ¢i 2.

U 76/400 (19 %) jedinci byla detekovana alespon jedna potencidlné klinicky
vyznamna CNV (tfida 3-5 ¢i HFLP), z toho 68/76 (89,5 %) jedinct neslo pouze jednu
klinicky potencialné relevantni CNV a u 8/76 (10,5 %) jedinct byly detekovany >2 klinicky

potencidlné relevantni CNV. V piipad¢ nalezu dvou a vice CNV se nejcastéji jednalo o
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kombinaci duplikace a delece, vzniklych jako dusledek nebalancované translokace. Celkem
bylo u 76 jedinct detekovano 86 CNV zatazenych do ttidy 3-5 ¢i HFLP.

Nasledujici text prace je zaméfen pouze na 86 detekovanych klinicky potencidlné
relevantnich CNV.

Nejcastéjsim typem detekovanych CNV byly duplikace (44/86), nasledované
delecemi (41/86). V jednom ptipad¢ byla nalezena triplikace (1/86) (Graf 4).

Typ CNV

1%

® Duplikace
m Delece

Triplikace

Graf 4: Typ detekovanych CNV
Vychazi z celkového poctu 86 detekovanych klinicky potencialné relevantnich CNV.

Rozsah detekovanych CNV tiidy 3-5 a HFLP se u duplikaci pohyboval v rozmezi 25
kb — 22,8 Mb. Primérna velikost aberace byla 2,1 Mb a median 641 kb. U deleci se rozsah
CNV pohyboval vrozmezi 13 kb — 13 Mb. CNV mély primérnou velikost 1,6 Mb
s medidnem 534 kb. Nejvétsimi detekovanymi aberacemi byla delece o rozsahu 13 Mb a
duplikace o rozsahu 22,8 Mb.

Nejmensi detekovanou aberaci byly delece o rozsahu 13 kb a duplikace o velikosti
25 kb. Ackoli je tento rozsah pod nastavenou rozliSovaci schopnosti pouzitych platforem
(100 kb a 200 kb), byly ob¢ varianty, vzhledem k tomu, ze byla splnéna nastavena kritéria
(kvalita ¢ipu, detekéni algoritmus), reportovany. V piipad¢ detekce CNV pod rozliSovaci
schopnosti platformy je vzdy potfeba hodnotit klinickou relevanci individudlng,
s ptihlédnutim k fenotypu vySetfovaného probanda. Idedlni je rovnéz ovéfeni takového
nalezu dalsi nezévislou metodou. Zde je vSak Casto problémem nedostupnost vhodnych
metod pro ovéfovani rozsahové malych duplikaci a deleci.

Z hlediska klinické signifikance (Graf 5) byly nejCastéji detekovany varianty
charakteru VUS, kterych bylo zachyceno 39/86 (45,3 %). Celkem 20/86 (23,3 %) CNV bylo
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klasifikovano jako patogenni, 13/86 (15,1 %) jako pravdépodobné patogenni a 10/86 (11,6
%) variant bylo uzavieno jako HFLP. Jako sekundarni nalez byly vyhodnoceny 4/86 (4,7 %)
detekovanych CNV. Jednalo se o patogenni CNV v heterozygotnim stavu, které jsou

pficinou rozvoje AR onemocnéni, pii postizeni obou alel genu (homozygotni CNV/SNV).

Klasifikace CNV

® Patogenni

B Pravdépodobné patogenni
uVUS

® Sekundarni nalez

= HFLP

Graf 5: Klinicka klasifikace detekovanych variant

Celkem bylo zachyceno 86 klinicky potencialné relevantnich CNV, vyslednd procenta vychazeji
z tohoto poctu. HFLP: Varianty s vysokou frekvenci a nizkou penetranci, VUS: varianta nejasného
klinického vyznamu

Piivod aberace (i) bylo mozno ovétit a uzaviit u 46/76 (61 %) jedinct nesoucich
klinicky suspektni CNV. U 10/76 (13 %) pacienti se nepodafilo pivod varianty urcit,
ptrestoze byl k dispozici geneticky material od jednoho z obou rodica. U 20/76 (26 %)
pacienti nebyl pro vySetfeni k dispozici material od zadného zrodi¢i nebo rodice
s provedenim segregacni analyzy nesouhlasili. 31/86 (36 %) detekovanych CNV bylo
maternalniho ¢i paternalniho ptivodu. Z toho 2/31 (6,5 %) byly zdédény od rodice s epilepsii,
u 1/31 (3,2 %) nejsou informace o fenotypu rodice znamy a 25/31 (80,6 %) CNV bylo
zdédéno od klinicky zdravého rodice. Nicméné u dvou z téchto 25 rodic¢lh byly popsany
obtize typu ADHD a blize neurcéené psychologické poruchy. V jednom piipad¢ je popsana
pozitivni rodinna anamnéza epilepsie v linii jednoho z rodici, ale rodi¢ sam epilepsii netrpi.
Segregacni analyza prokazala de novo ptivod u 20/86 (23 %) CNV au 35/86 (41 %) ztstal
puvod CNV neznamy (Graf 6).
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Graf 6: Pivod detekovanych CNV

U 51/86 (59 %) klinicky potencialné relevantnich CNV se podarilo objasnit puvod.

Klinicky suspektni CNV, s potencialnim vztahem k rozvoji NVO ¢i epilepsii, byly
detekovany na vSech chromozomech kromé chromozomu 12, 19, 20 a Y. Pomér vyskytu
duplikaci/deleci u zasaZenych chromozomi byl zhruba 50:50 s vyjimkou chromozomu X,
kde vyrazné pievazovaly duplikace, ¢itajici 10/12 zachycenych CNV. Pocet CNV s ohledem

na jejich typ a lokalizaci je zobrazen v Grafu 7. Na Obrazku 12 je zndzornéna piiblizna

poloha detekovanych potencialné kauzalnich CNV.
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Graf 7: Pocet CNV a podil duplikaci a deleci na jednotlivych chromozomech.
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Uvedena data vychazeji z celkového poctu 86 zachycenych CNV, ktera by mohla mit negativni dopad
na fenotyp ve smyslu epilepsie ¢i NVO.

N ey

Obrazek 12: Znazornéni polohy detekovanych klinicky potencialné relevatnich CNV
Jednotlivé cervené a modré obdelniky znazornuji pribliznou polohu detekovanych CNV
lokalizovanych na prislusném chromozomu/chromozomovém pruhu. Cervené obdelniky — delece,
modré obdelniky — duplikace.

51



4.1 CNV vyskytujici se v souboru opakované

Pti analyze ziskanych dat bylo zjisténo, ze n¢které CNV byly detekovany v souboru
opakovan¢ napfi¢ skupinami. Tyto CNV tedy budeme diskutovat na prvnim miste. Jednalo
se jak o rekurentni CNV, tak o nerekurentni intragenové CNV zasahujici jeden gen,
avsak vzdy v jiné lokalizaci. Z rekurentnich CNV se jednalo o duplikace a delece oblasti
15q11.2; duplikace oblasti Xp22.31 a duplikace a delece oblasti 16pl11.2. Skupinu
nerekurentnich CNV pfedstavovaly intragenové CNV zasahujici gen NRXNI (2p16.3)
a RBFOXI (16p13.3). V Tabulce 6 je uveden ptehled téchto variant, Cetnost vyskytu
v jednotlivych skupinéach a seznam jedinct s danym CNV. Vliv téchto CNV na rozvoj NVO

a epilepsie je diskutovan v nésledujicich podkapitolach.

Tabulka 6: Rekurentni a nerekurentni CNV detekované u vice neZ jednoho pacienta

bez ohledu na jeho zarazeni do skupiny dle klinického obrazu

Celkovy Skupina
Oblast Typ CNV Pacienti
pocet (Cetnost ve skupiné)
15q11.2 delece 3 A(1),B(1),C (1) E17079, E19011, E20010
duplikace 2 B (1)C (1) E18067, E18090
triplikace 1 C(1) E17029
16p11.2 delece 3 A(1),C(2) E19079, E21012, E21018
duplikace 2 C (1), D(1) E17008, E17070
Xp22.31  duplikace 5 A(2),C(2),D(1) E17080, E19013, E19015,
E19070, E21003
RBOFX1  delece 3 A(1),C(1),D(1) E19011, E21055
(16p13.3)  duplikace 2 C(1),D (1) E21013, E21026
NRXNI delece 4 B (1),C(3) E17051, E18031, E21003,
(2p16.3) E21006

4.1.1 Duplikace a delece oblasti 15q11.2 (BP1-BP2)

V chromozomové oblasti 15q11.2, respektive mezi zlomovymi misty BP1 — BP2,

bylo detekovano celkem 5 CNV — tfi delece, dvé duplikace a jedna triplikace (Obrazek 13).
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Obrazek 13: CNV oblasti 15q11.2, detekované mezi zlomovymi misty BP1 — BP2

Na obrazku jsou znazornény delece (Cervené obdelniky), duplikace (modré obdelniky) a triplikace
(zluty obdelnik). Spodni cast obrazku zobrazuje rozlozeni typickych zlomovych mist proximalni
oblasti 15q11q13 (BP1-BP2). Pro jednotliva zlomova mista je navic uveden genovy obsah. Oblast
snoRNAs, oznacuje geny, kodujici malé jadérkove RNA. BP — zlomové misto, IC — imprintingové
centrum, snoRNAs - (small nucleolar ribonucleic acid (RNA). Zpracovano pomoci UCSC genome

browser on human, https.//genome.ucsc.edu/index.html. Ideogram zlomovych mist prevzat a upraven
z Butler 2019.

Tato oblast o velikosti 450 - 550 kb obsahuje &étyfi neimprintované vysoce
konzervované geny s bialelickou expresi — NIPA1, NIPA2, CYFIPI a TUBGCPS, které se
podileji na spravné funkci CNS (Chai et al. 2003).

Patogenni SNV genu NIPAI [OMIM *608145] jsou kauzalni pro rozvoj spastické
paraplegie [OMIM #600363, ORPHA:100988] (Rainier et al. 2003). Patogenni SNV genu
NIPA2 [OMIM *608146] byly detekovany u détskych absenci (Jiang et al. 2012) a SNV
v genu TUBGCPS5 [OMIM *608147] u obsedantné kompulzivni poruchy (De Wolf et al.
2013).

Posledni ze zminovanych gentt CYFIPI [OMIM *617978)], se pies interakci s RACI
(mald GTP4aza) nejspise podili na formaci neuralnich struktur (Kobayashi et al. 1998) a jeho
delece simulovana u kmenovych bun¢k vedla ke vzniku abnormalit typu ,.dendritic spine*
(Das et al. 2015). Vzhledem k zapojeni vyse zminénych gent do vyvoje CNS je pro CNV
této oblasti typicky rozvoj NVO. U jedinci je nejCastéji popisovano vyvojoveé opozdéni (73
%), poruchy vyvoje fe¢i (67 %), poruchy chovéni (55 %), malformace CNS (43 %), PAS
(27 %) a epilepsie (26 %). Pro oblast je typickd neuplna penetrance a variabilni expresivita
fenotypovych projevll (Burnside et al., 2011; Cox et Butler, 2015; Vanlerberghe et al., 2015;
Butler, 2017). Rozvoj epilepsie byl pozorovan u deleci 1 duplikaci, pfi¢emz u deleci je
prevalence vyskytu v porovnani s duplikacemi vétsi (25 % vs 12 %) (Cox et al. 2015).
De Kovel et al. 2010 oznacuje oblast BP1 — BP2 jako lokus, predisponujici k rozvoji GGE.
Jonch et al. 2019 ptredpokladaji, ze delece by mohly hrat spiSe dopliujici roli k dal§im
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genetickym 1 negenetickym faktoriim, vedoucim k rozvoji NVO, nicméné asociace s NVO
neni zcela vyloucena. Nejnovéjsi publikace od Kang et al. 2021 vSak ptipadnou souvislost
srozvojem NVO u duplikaci i deleci v této oblasti spiSe vyvraci. Vzhledem k vyse
zminénému se jako nejvhodnéjsi pro reportovani jevi oznaCeni duplikaci/deleci oblasti
15q11.2 jako HFLP. Vyssi pozornost je nutné témto CNV vénovat piedev§im v piipadé
vyskytu dalsi SNV ¢i CNV v tzv. modelu ,,second-hit“. Nalez druhé aberace v kombinaci
s duplikaci/deleci oblasti 15q11.2 byl pozorovan u dvou vyse zminénych pacienti (E18090
a E19011). V prvnim piipadé¢ (E18090) se jednalo o kombinaci duplikace 15q11.2 a
pravdépodobné patogenni SNV v genu KCNQ?2, ktera vysvétluje fenotyp probandky 1épe,
nicmén¢ podil duplikace 15q11.2 na celkovém fenotypu nelze vyloucit. Ve druhém ptipadé
(E19011) byla detekovana delece oblasti 15q11.2 a delece 16p13.3 zasahujici 2. exon genu
RBFOX/ (viz kapitola 4.1.4).

V piipadé triplikace, vedouci ke vzniku sSSMC(15) byla varianta u pacienta E17029
uzaviena jako pravdépodobné patogenni. V dostupné literatufe jsou uvadény predevsim
sSMC vétsiho rozsahu odvozené z oblasti 15q11q13, unichz je epilepsie ¢asto popisovanym
fenotypovym znakem (Lusk et al. 1993; Castronovo et al. 2015). V naSem ptipadé¢ se jednalo
o sSMC pouze zoblasti 15ql11.2, jehoz klinickd signifikance je z hlediska epilepsii
diskutovana vyse. V databazi Thomase Liehra, 1ze dohledat n¢kolik pacienti se sSSMC u
nichZ je nejcastéji popsano vyvojové opozdéni, ID a v mensi mife také epilepsie. Na zaklade

téchto informaci byla triplikace uzaviena jako pravdépodobna pficina obtiZi u probanda.

4.1.2 Duplikace oblasti Xp22.31

Celkem 5 rekurentnich duplikaci (Obrazek 14) bylo detekovano v chromozomové
oblasti Xp22.31. Ve tfech ptipadech byla varianta detekovana u jedinci muzského pohlavi
a ve dvou pfipadech u jedincii Zenského pohlavi. U jednoho z chlapct byl piivod varianty
uzavien jako de novo (E19013). U pacienta E21003 byla varianta zdédéna od zdravé matky.
U chlapce E19015 nebylo vySetfeni segregace provedeno z diivodu chybéjici DNA obou
rodicd. V ptipade divky E17080 byla varianta zdédéna od zdravého otce a u divky E19070

od zdravé matky.
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Obrazek 14: Duplikace chromozomové oblasti Xp22.31

Modré obdelniky zobrazuji priblizny rozsah duplikaci. Ve spodni casti jsou uvedeny geny zasazené
duplikaci a geny v proximalni a distalni oblasti od zlomovych mist aberace. Zpracovano pomoci
UCSC genome browser on human, https.//genome.ucsc.edu/index.html.

Duplikace oblasti Xp22.31 o prumérné velikosti 1,66 Mb zasahuji 5 OMIM genti.
Klinicka klasifikace této duplikace je predmétem nékolika studii. V soucasné dob¢ je
duplikace nékterymi skupinami uzavirana jako benigni, jindy je oznaCovana za rizikovy
faktor nebo je klasifikovana jako VUS. Li et al. 2010 provedli studii na 7793 pacientech
s vyvojovym opozdénim, ID, PAS, VVV a facidlni dysmorfii. Duplikaci oblasti Xp22.31
detekovali u 29 pacienti (12 3/17 Q). U 20 pacientt byla duplikace zdédéna od jednoho
zrodicd — v 18 piipadech se jednalo o ,klinicky zdravého rodi¢e* (pohlavi nebylo
specifikovano) a ve dvou piipadech (u dvou matek) byl referovan abnormalni fenotyp rodice
(PAS, vyvojové opozdéni, psychiatrické problémy, epilepsie). Liu et al. 2011 zavzali do své
studie 14 osob (113/39) s duplikaci, ev. triplikaci dané oblasti. Pacienti vykazovali mirné
az stfedné tézké opozdéni motorického vyvoje. Duplikace byla v§ak prokdzana ve vétsi mite
také u kontrolni skupiny, ¢imz byla jeji pfipadna patogenita zpochybnéna. Furrow et al.,
2011 téz patogenitu duplikace Xp22.31 vyvraceji, nebot’ byla nalezena u n¢kolika desitek
nepostizenych muzt. Esplin et al. 2014 dopliiuji k fenotypu mozné kiece, hlezenni anomalie
(talipes varus, talipes equinovarus) a variabilni facidlni dysmorfii. Addis et al. 2018 a
Brinciotti et al. 2019 podporuji hypotézu o pravdépodobném vlivu duplikaci na rozvoj
epilepsie. Brinciotti M. et al. 2019 publikovali pfipad rodiny, ve které u dvou sourozenct
s epilepsii (fokalni epilepsie u chlapce a generalizované tonicko-klonické kiece u divky)
byla identifikovdna totozna duplikacni varianta, jez byla zdédéna od matky bez projevl
epilepsie a jinych odchylek. Addis L. et al. 2018 detekovali ve skupiné pacientil
s rolandickou epilepsii Ctyfi jedince s duplikaci oblasti Xp22.31. Fenotyp muzii 1 Zen
je pomérné konstantni a zahrnuje nejcastéji ID a celkoveé opozdéni vyvoje (Obrazek 15).

Epilepsie byla popsana u jednotek piipadt. V databazi DECIPHER jsou duplika¢ni varianty
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hodnoceny od benignich az po pravdépodobné patogenni. VétSina je zdédéna od jednoho
z rodici (s/ 1 bez ,,patologického* fenotypu). Gubb et al., 2020 pak upozoriiuje, ze varianta
je spise nez pticinou, rizikovym faktorem a k rozvoji onemocnéni pak mohou piispivat dalsi
genetické 1 negenetické faktory.

Tento poznatek by mohl byt podporen pozorovanim, kdy byla duplikace Xp22.31
u tfi nasich pacientti (E19015, E19013, E21003) kombinovéana s dalsi CNV — 2x VUS a 1x
patogenni. Také publikace Li et al. 2010 a Furrow et al. 2011 zminuji nalez dalsi aberace
u pacientit s duplikaci Xp22.31, nicméné kauzalita téchto aberaci neni uvedena.
Tyto varianty byly na zaklad¢ t.c. platnych kritérii uzavieny jako skupina HFLP

Jako potencialné kauzalni v pfipadé€ aberaci zasahujicich region Xp22.31 se jevi gen
STS [OMIM *300747] kodujici steroidni sulfatdzu, kterd hydrolyzuje neurosteroidy, které

plni dalezité funkce v rdimci CNS. Jednou z téchto funkcei je ovlivnéni neurdlni excitability

neurotransmiterovych  receptort  vlivem  udrzovani  hladiny  konjugovanych
a nekonjugovanych forem neurosteroidtl (Ktiz et al., 2008).
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Obrazek 15: Porovnani fenotypii u muzi a Zen s duplikaci Xp22.31
Prevzato z https.://www.deciphergenomics.org/patient/261073/genotype/36539/patient-overlap/cnvs

4.1.3 Delece a duplikace oblasti 16p11.2

V oblasti 16pl11.2 bylo detekovano pét CNV — tfi delece a jedna duplikace
mezi zlomovymi misty BP4-BP5 a jedna duplikace mezi zlomovymi misty BP2-BP3
(Obrazek 16). Ve vsech ptipadech byla varianta klasifikovana jako patogenni souvisejici
s rozvojem epilepsie.
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Obrazek 16: CNV v chromozomové oblasti 16q11.2

Cervené a modré obdelniky zndzoriuji priblizny rozsah detekovanych deleci a duplikaci. Ve spodni
casti jsou uvedeny zasazené geny. Zpracovano pomoci UCSC genome browser on human,
https.//genome.ucsc.edu/index.html.

Oblast 16p11.2 o rozsahu ptiblizné 650 kb je typicka vyskytem rekurentnich CNV.
V této oblasti je popsano celkem pét zlomovych mist BP1-BP5. CNV lokalizované
v této oblasti se vyznacuji pleiotropnim fenotypovym efektem (Reinet Yan, 2020).
Nejcastéji popsanymi projevy jsou PAS, ID, celkové opozdéni vyvoje, facialni dysmorfie
a epilepsie (Shinawi et al., 2010; Rein et al. 2020; Posar et al. 2020). Penetrance se u deleci
pohybuje mezi 47- 62 %, u duplikaci mezi 11 —27 % (Rosenfeld et al. 2013). Oblast obsahuje
fadu gentl, které se podileji na procesech regulace transkripce, organizace cytoskeletu,
modifikace histond a modulace enzymil. Dysregulace téchto procesti je hlavni pfic¢inou
rozvoje NVO (Rein et al. 2020).

Spojitost s rozvojem epilepsie u duplikaci oblasti mezi zlomovymi misty BP2-BP3
je u téchto aberaci nejednozna¢nd. Bachmann-Gagescu et al., 2010 popisuje jednoho
pacienta s distalni duplikaci a epilepsii. Jako potencialné kauzélni je oznacovan gen LAT
[OMIM *602354], jehoz zvySend exprese byla pozorovana ve spojitosti se snizenou
proliferaci mozkovych bunék (Loviglio et al. 2017; Senderby et al. 2021). V databazi
DECIPHER je popsano né€kolik desitek pacientli; ve fenotypu prevazuje celkové opozdéni

57



vyvoje a ID. Epilepsie je popsana u ¢ty ptipadii. Na zédkladé dostupnych informaci byla
varianta uzaviena jako pravdépodobné patogenni, majici souvislost s rozvojem epilepsie.
Duplikace a delece mezi zlomovymi misty BP4-BP5 jsou nejcastéji klasifikovany
jako patogenni. Rozvoj NVO zahrnujici epilepsii patfi mezi typické fenotypové znaky.
Prevalence epilepsie u deleci a duplikaci je téméf srovnatelna a pohybuje se kolem 25 %.
Jsou popisovany fokalni i generalizované formy epilepsie (Zufferey et al. 2012; Steinman et

al. 2016; Rein et al. 2020).

4.1.4 Intragenové CNV zasahujici gen RBFOXI

Celkem 5 detekovanych CNV zasahovalo gen RBFOXI [OMIM *605104,
NM 018723.4] (Obrazek 17). Jednalo se o tfi delece, znichz dvé byly lokalizovany
v intronu 3 a 4, jedna zasahovala intron 1 a navic exon 2, a dale dvé duplikace lokalizované

v intronu 2 a intronu 3.
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Obrazek 17: Intragenové CNV v genu RBFOX]1

Cervené a modré obdelniky zndazoriuji priblizny rozsah detekovanych deleci (Cervend) a duplikact
(modra). Zpracovano pomoci ucsc genome browser on human,
https://genome.ucsc.edu/index.html.

Proteinovy produkt genu RBFOXI patii mezi faktory ovliviwjici sestith a je
exprimovan ve svalové, nervové a srdeCni tkdni (Auweter et al. 2006). Procesem
alternativniho splicingu produktu genu RBFOXI vznikd znaéné mnoZzstvi transkriptl
(Obrazek 18) (Bill et al. 2013). Gen je nezbytny pro kontrolu neurdlni excitace v mozku
savcl. Homozygotni 1 heterozygotni ,.knock-out* mysSich modelt sice neprokazal zmény
v morfologii mozku, ale doSlo ke spontdnnimu rozvoji kieci vlivem zmén synaptického

pfenosu a zvySenim membranové excitability (Gehman et al. 2011).
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Obrazek 18: Struktura genu RBFOX1

Na obrazku jsou znazornény ruzné start kodony (zelené Sipky), stop kodony (Cervend kolecka).
Barevné jsou pak znazorneny exony, které jsou primarné transkribovany u specifickych tkanovych
alternativ genu (RRM - RNA recognition motiv, NLS — nuclear localization signal) prevzato z (Bill
etal. 2013).

Delece postihujici kodujici 1 nekodujici sekvence genu byly publikovany tadou
autort. Lal et al., 2013b popisuji aberace 5‘oblasti (exony 1-4) u pacientli s GGE, Lal et al.,
2013a u rolandické epilepsie. Fanciulli et al. 2014 detekoval delece exonii u ADLTE
(Autosomal Dominant Lateral Temporal Epilepsy) a Lal et al., 2015u pacientti s fokalni
epilepsii. Rozvoj epilepsie u 50 % jedincii nesoucich jak intronové, tak exonové CNV genu
RBFOXI popsal Zhao, 2013. Autofi se povétSinou shoduji, Ze klinicky impakt CNV genu
RBFOXI vykazuje netplnou penetranci. SpiSe, nez za pfi¢inu oznacuji autoti tato CNV
zarizikovy faktor pro rozvoj NVO. Na vysledném fenotypu se pak s nejveétsi
pravdépodobnosti podileji dalsi genetické 1 negenetické faktory (Bill et al. 2013; Lal et al.
2013; Lal et al. 2015). Tuto hypotézu lze podpoftit obdobnym pozorovdnim v naSem souboru.
V ramci vySetiované kohorty byla kombinace CNV genu RBFOXI a dal§i genomové
varianty, ktera primarné nevysvétlovala pfiCinu rozvoje epilepsie, zjiSténa ve tfech
pfipadech (E19011, E17056 a E21055). U pacientky E19011 se jednalo o kombinaci delece
2. exonu genu RBFOXI a delece oblasti 15q11.2, ktera je znama pro svlj negativni vliv na
normalni vyvoj CNS, avsak s variabilni expresivitou a neuplnou penetranci. V ptipadé
E17056 byla Zena s epilepsii nositelkou paternalni delece v intronu 4 genu RBFOXI a de
novo SNV genu CACNAIA c.184T>C (p.Tyr62His) [OMIM *114205], ktera nebyla
doposud popsana jako patogenni a neni v populacnich databdzich. Rodinni pfislusnici,
nesouci pouze identickou aberaci v genu RBFOXI, ale nikoliv nepopsanou variantu v
CACNA 14, nemanifestovali epilepsii.

Paternélni delece postihujici pouze intronovou ¢ast genu RBFOX]I byla detekovana
u pacientky E21055. VySetfeni panelu gent asociovanych s MCD prokdzalo pfitomnost
materndlni varianty v genu COL4A4l c.2147C>T (p.Pro716Leu) [OMIM *120130].
Tato varianta je hodnocena jako VUS a byla zdédéna od matky bez projevll epilepsie.
V tomto piipad€ rovnéz zadny ze zdravych rodicti nenesl identickou kombinaci variant jako
pacientka s epilepsii a lze tak spekulovat o jejich synergni roli na vysledném fenotypu.
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Kromé intragenovych deleci byly v souboru popsany také dvé duplikace intronové
oblasti genu RBFOXI. V jednom piipadé¢ (E21013) se jednalo o paternalni duplikaci
v intronu 4, ktera byla kombinovéana s ndlezem varianty ¢.44G>A (p.Argl5His) v genu
MEF2C [OMIM *600662] a byla hodnocena jako pravdépodobné patogenni (tfida 4),
souvisejici s fenotypem. Stejné jako v predchozich ptipadech, otec, ktery nesl pouze
duplikaci v genu RBFOXI, nevykazoval zadné znamky epilepsie. V tomto piipade je
nejspiSe pricinou rozvoje epilepsie SNV v genu MEF2C, nicmén¢ podil CNV v genu
RBFOXI na vysledném fenotypu pacienta nelze vyloucit.

V ramci souboru byla detekovana také de novo vznikla duplikace (E21026) v oblasti
intronu 2. VySetfeni panelu gent spojenych s epilepsii, neodhalilo jinou pfi¢inu rozvoje
epilepsie ani zadnou VUS.

V souladu s dosud publikovanymi udaji se na zakladé nasich vysledkl 1ze domnivat,
ze intragenové CNV genu RBFOXI nejsou samy o sob& schopny zpilisobit rozvoj
onemocnéni, av§ak k manifestaci maze dojit v pripadée spoluptisobeni dalsich genetickych ¢i

negenetickych faktora.

4.1.5 Intragenové CNV genu NRXNI (2p16.3)

Byly detekovany celkem ctyfi delece postihujici gen NRXNI [OMIM *600565,
NM_001330078.2]. Tii rozsahové mensi CNV v intronu 5 a jedna delece postihujici 5°
konec genu, respektive exony 22-23 (Obrdzek 19). Malé intronové delece u pacienti
E21003, E17051 a E21006 byly zdédény od klinicky ,,zdravého* rodi¢e. Rozsahoveé vétsi
delece u pacienta E18031 vznikla de novo. U pacienta E21003 byly navic detekovany dvé
dalsi CNV — duplikace Xp22.31 (HFLP) a duplikace 11p11.2 (VUS), obé maternalniho
puvodu. U ostatnich pacientli nebyly detekovany zadné dalsi klinicky vyznamné CNV.

chezt| | 53, 383, 383| 56,568, aaal 51,686, 606
T

HM_@81338673, 2 Lt et t -t I
18031 (I — E21003 [
E17051
E21006 [

Obrazek 19: Poloha detekovanych deleci v ramci genu NRXN1

Zpracovano pomoci UCSC genome browser on human, https://genome.ucsc.edu/index.html.
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Produktem genu je neurexin, protein nezbytny pro formaci synapsi (Ushkaryov et al.
1992; Missler et al. 1998; Graf et al. 2004). Bodové patogenni varianty a delece genu jsou
spojovany s vyvojovym opozdénim, PAS, ID a schizofrenii. Ve vétSing piipadi se jednd o
delece 3° oblasti, zahrnujici exony 1-5 (Béna et al. 2013; Ching et al. 2010; Dabell et al.
2013). Delece 5° konce genu jsou popisovany v literatufe méné ¢asto. Z hlediska epilepsii je
kauzalita nejasna. Ucelenou studii vyskytu epilepsie u intragenovych deleci genu NRXN/
predstavil Cosemans et al. 2020. Celkem publikoval 44 piipadt deleci, znichz 21
postihovalo exony 1-5, osm oblast intronu 5 a 15 deleci bylo lokalizovano v oblasti mezi
exony 6-24. Ackoli je penetrance fenotypovych projevii u jednotlivych deleci rozdilna,
z hlediska epilepsie nebyl rozdil prokazan. Delece postihujici intron 5 se zdaji byt pomérné
Casté a detekované i u zdravych jedinct (Obrazek 20). Schaaf et al., 2012 pak predklada
hypotézu, poukazujici na vyskyt epilepsie spiSe u deleci zasahujicich terminalni exony. U
intronovych deleci predstavuje riziko zasazeni ptipadnych regula¢nich elementt, jejichz vliv
by byl deleci narusen (Iijima et al. 2011). Jednim z téchto regula¢nich elementti by mohl byt
gen pro miRNA — MIR8485. Gen je lokalizovany v intronu 5 genu NRXNI a funkéné
ovliviiyje jeho expresi (Fan et al. 2014). Dle Garg et al. 2022 zména exprese MIR8485 miize

souviset s rozvojem ID.
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Obrazek 20: Delece NRXNI a jejich vyskyt u kontrolni skupiny a jedinci s afekci
Graf zobrazuje lokalizaci a pocet deleci genu NRXNI. V horni casti grafu je zobrazena struktura
(rozlozeni intronii a exonu) transkriptii o a f genu NRXNI, kdy jednotlivé neprerusované svislé cary
lokalizuji dany exon. Rozsah bézné detekovanych deleci v oblasti intronu 5 je zobrazena svislou
prerusovanou carou. Jednotlive horizontdlni cerné a zelené cary ipredstavuji jednotlivé delece.
Distribuce delect v ramci genu je zobrazena cervené (jedinci s onemocnénim) a modre (kontrolni
skupina). Z grafu je patrné, ze delece v ramci intronu 5 jsou pomérné bézné u kontrolni skupiny,
zatimco delece v oblasti 5 “ konce genu jsou casteji detekovany u jedincii s onemocnenim (prevzato z
Cosemans et al. 2020).
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4.2 CNYV detekované v jednotlivych skupinach A-D

Jednim z cilti prace bylo porovnat zachytnost klinicky relevantnich CNV v ramci Ctyt
vysetfovanych skupin A—-D (viz vyse).

Ve vsech skupinach byly detekovany VUS a varianty typu HFLP. Pomér zastoupeni
jednotlivych CNV je uveden v Grafu 8. PfiCina rozvoje epilepsie v souvislosti s nalezenou
CNV byla ve skupiné A uzaviena u 3/76 (3,9 %), ve skupin¢ B u 1/37 (2,7 %), ve skupiné
Cu27/249 (10,8 %) a ve skupiné D u 2/38 (5,3 %) jedinct. Z naSich dat je patrné, Ze metoda
aCGH naléza uplatnéni predevsim ve skupiné pacientli s komplexnim NVO (skupina C), kde
byla objasnénost nejvyssi. Sekundarni nalezy tvotily pouhé 1 % (4/400) a v porovnani
s metodami MPS je tedy metoda aCGH u epilepsii z hlediska sekundarnich nalezii mén¢

problematicka.

Porovnani zastoupeni CNV ve skupinach A - D
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Graf 8: Zastoupeni klinicky suspektné relevantnich CNV ve skupiniach A-D
HFLP: high frequency, low penetrant, VUS: varianta nejasného klinického vaznamu

V nasledujicich kapitolach 4.2.1 — 4.2.4 jsou detailn¢ diskutovany vSechny
detekované CNV s vyjimkou téch, které byly detekovany opakované u vice nez jedné
skupiny a které jsou diskutovany v kapitole 4.1.

V Tabulce 7 jsou pro ptehlednost uvedeny vSechny nejasné CNV s vytipovanymi
potencialné kauzalnimi geny, detekované napii¢ celym souborem. Klinicka klasifikace je

pomérné problematicka u duplikaci. Na rozdil od deleci, u nichZ je ¢asto primarni pfi¢inou
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haploinsuficience n¢kterého ze zasazenych gend, u duplikaci je situace komplikovanéjsi
a vysledny vliv aberace na transkripci a naslednou translaci mtize byt dan napt. orientaci
duplikace spiSe nez ,citlivosti na davku®. V pfipad¢ klasické tandemové duplikace je
zachovana jedna funk¢ni kopie genu a vliv je dan pfedevSim nachylnosti genu ke zméné
genové davky ve smyslu triplosenzitivity. U invertovanych duplikaci jiz maze dojit
k vyfazeni jedné funkéni kopie genu a tim krozvoji haploinsuficience. V n¢kterych
pripadech pak mtize byt duplikace inzertovana ¢i translokovana do jiné oblasti genomu, ¢imz
muZe zpusobit naruseni funkce ¢i regulace jinych genii. Nicméné Newman et al. 2015 ve své
studii dosli k za&véru, Ze vétSina duplikaci intersticidlnich oblasti je tandemovych
a orientovanych ptfimo, tudiz nenaruSuji strukturu genu. DovySetieni typu a orientace

duplikaci je vSak pro klinické laboratofe mnohdy finan¢né€ nakladnym krokem.

Tabulka 7: Varianty nejasného klinického vyznamu a zasazené, potencialné kauzalni
gen(y)

VUS: varianta nejasneho klinického vyznamu, - dédicnost neznamd.
U materndlnich/paternalnich CNV je v zdvorce uveden fenotyp rodice, nesouciho totoznou CNV.
Neni-li fenotyp uveden, rodic je ,,zdrav .

Pacient Skupina Klasifikace Nalez Potencialné Dédi¢nost
kauzalni gen(y)
E17014 C Vvus duplikace 17p13.3 YWHAE maternalni
E17033 C VvuUs delece 3p26.3 CNTN6 maternalni
E17048 C VUS delece 13q34 COL4A1 paternalni
(pozitivni RA pro epilepsii ze
strany otce, otec bez projevu
epilepsie)
E17051 B VUS delece 2p16.3 NRXN1 -
E17056 C vus delece 16p13.3 RBFOXI paternalni
E17060 C vus delece Xp22.31 STS -
E18007 C vus duplikace 2p25.3 MYTIL paternalni
E18039 A VUS delece 16p13.3 ARHGDIG -
E18058 C VUS duplikace 17p11.2q11.2  NOS2, TRAF4 de novo
E18068 D VUS duplikace 2p13.1 BOLA3, DCTNI paternalni
(ADHD, porucha uceni, dyslexie)
E18100 A VUS duplikace Xp11.23 SSX1, SSX3, paternalni
SSX4, SSX9
E19001 VUS delece 5p15.31 SEMASA maternalni
E19011 VUS delece 16p13.11 RBFOXI -
E19015 D VUS duplikace 15q13.3 CHRNA7, -
OTUD7A4
E19018 C VUS delece 22q11.2q11.23 - maternalni
E19034 C VUS duplikace 17q25.1 GPRC5C -
E19039 D vus delece 7q31.1 IMMP2L -
E19066 C vus duplikace 16p12.2 - maternalni
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Pacient Skupina Klasifikace Nalez Potencialné Dédic¢nost
kauzalni gen(y)
E19077 C VUS duplikace 2p22.2 EIF24K2, QPCT -
E20002 C VvUsS duplikace 6q16.3 HACEIL paternalni
(fenotyp neni zndm)
E20027 A VUS duplikace 2p22.1 SOS1, MAP4K3 maternalni
E20031 C VvUsS delece 11p13 ELP4 paternalni
E20039 C VUS delece 1q23.3 - -
E20041 C VvuUs duplikace 2q22.1 HNMT -
E21001 C VvuUs duplikace 7q11.22 AUTS2 paternalni
E21003 C Vus delece 2p16.3 NRXN paternalni
Vus duplikace 11p11.2 - maternalni
E21006 C VvuUs delece 2p16.3 NRXN1 maternalni
E21009 A VUS delece 17g23.2 TANC2 -
E21010 D VUS duplikace 4q12 MOBIA, DCTNI -
E21013 C VUS duplikace 16p13.3 RBFOXI paternalni
E21026 D VvuUs duplikace 16p13.3 RBFOX1 de novo
E21027 C Vvus duplikace 18q22.1 - -
E21035 D Vvus delece 1g44 SMYD3 -
E21036 A VUS duplikace Xp11.22 HUWEI -
E21041 C VUS delece 10q23.1 NRG3 -
E21055 D VUS delece 16p13.3 RBFOXI -
E21063 C VvuUs duplikace 16p13.2 ABAT maternalni

V Tabulce § jsou uvedeny vSechny patogenni (tfida 5) a pravdépodobné patogenni
varianty (tfida 4). Penetrance epilepsie se pohybuje od jednotek procent po téméi 100 %.
V rodinach jedinct nesoucich CNV paternalniho ¢i maternalniho piivodu byla manifestace
epilepsie u rodice se stejnou variantou popsana pouze v jednom piipad¢. Neuplna penetrance
a variabilni expresivita ve vSech pfipadech znacné zté¢Zuje posuzovani klinického vyznamu

1 v ptipad¢ patogennich a pravdépodobné patogennich aberaci.
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Tabulka 8: Pravdépodobné patogenni a patogenni CNV

V tabulce jsou uvedeny patogenni a pravdepodobné patogenni varianty detekované v souboru
s uvedenim informaci o kauzalnich genech, dédicnosti a tam kde to bylo dohledatelné take informace
o penetranci epilepsie. PP: pravdépodobné patogenni; P: patogenni, CNV: varianta v poctu kopi,
,,-": dédicnost neznama. U maternalnich/paternalnich CNV je v zavorce uveden fenotyp rodice,
nesouctho totoznou CNV. Neni-li fenotyp uveden, rodic je ,,zdrav*.

—
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E16008 C PP duplikace 22q11.21 DiGeorge region (A-D) paternalni -
E16021 C PP duplikace 9q34.11q34.3 KCNTI, SPTANI de novo -
E17008 C PP duplikace 16p11.2 PRRT2, KCTDI13 paternalni 19.4-29
16p11.2 mikroduplikace
E17070 D PP duplikace 16p11.2 LAT - 19.4-29
16p11.2 mikroduplikace
E18031 C PP delece 2p16.3 NRXN1 de novo -
E19033 C PP duplikace 16p13.11p12.3  NDEI - -
E19073 C PP duplikace Xp11.3p11.23 KDM®64, SYNI, SLC3542, de novo -
OTUDS
E21039 C PP duplikace 3928729 FGFI2 de novo -
E21042 D PP duplikace 15q11.2q13.1 GABRAS5, GABRB3 de novo -
15¢11.2 mikroduplikace
E21054 C PP del 21g22.11 SON - -
E21057 A PP duplikace 7q11.23 STXIA - -
E17029 C PP triplikace 15q11.2 NIPAI, NIPA2, CYFIP, de novo 12
TUBGCPS
15¢11.2 mikroduplikace
E17038 C P delece 15q13.1q13.3 CHRNA7, OTUD74 maternalni 16.3
15q13.3 mikrodelece (porucha paméti,
psychiatrické
poruchy)
E17041 C P delece 3p25.3 SLC6A1, SLC6A11 de novo 91.1
3p25.3 proximalni delece
E17049 C P duplikace 15q26.2 STK25, D2HGDH, HDA4C de novo -
E17049 C delece 2q37.3 2q37.3 delecni syndrom de novo 16
E17059 C P delece 14q24.2q31 NRXN3, IRF2BPL de novo -
14g24q31 delecni syndrom
E18006 C P delece 22q13.31q13.33 SHANK3 de novo 25-50
PhelanMcDermid syndrom
E18046 C P delece 15921.3q22.31 RORA, NARG2 de novo -
E18049 C P duplikace 13933.3q34; - 10-31
E18049 delece 18q22.1g23 18qdelecnisyndorm - -
E18051 C P duplikace 5p15.33p14.3; Spl15 mikroduplikace, - -
E18051 delece 8p23.1p23.3 8p23 mikrodelece - -
E18054 C P delece 17q11.2 NF1 maternalni 54
(epilepsie)
E18056 C P duplikace 17q12 LHXI, ACACA maternalni 32-51
17q12 mikroduplikace
E19013 C P delece 16p13.11 NDE1 de novo 25-32
E19078 C P delece 15q11.2q13.1 NIPAI, NIPA2, CYFIP, de novo 25
TUBGCPS
15g11.2 mikroduplikace
E19079 C P delece 16p11.2 PRRT2, KCTD13; de novo 21-26
16p11.2 mikrodelece
E20010 B P delece 15q11.2 NIPAI, NIPA2, CYFIP, - 25
TUBGCPS
15g11.2 mikroduplikace
E20021 B P delece 22q11.21 DiGeorgeregion (A-B) - 4-37
E21012 A P delece 16p11.2 PRRT2, KCTDI3 de novo 21-26
16p11.2 mikrodelece
E21018 C P delece 16p11.2 PRRT2, KCTDI3 maternalni 21-26
E21024 A P duplikace 2q24.3 SCN rodina genii de novo > 90
E21056 C P delece 2q24.3q31.1 SCNI14 - >90
Syndrom Dravetové
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4.2.1 CNV detekované ve skupiné A

Do skupiny A bylo zatazeno 76/400 (19 %) jedincti. Minimalné jedna suspektni
CNV byla detekovana u 11/76 (14,5 %) pacientli. Celkem bylo nalezeno 12 klinicky
potencialné vyznamnych CNV, jejichz klasifikace a dédi¢nost je pro piehlednost uvedena

v Tabulce 9. Varianty typu HFLP jsou detailn¢ diskutovany v kapitole 4.1.

Tabulka 9: CNV detekované u pacienti ze skupiny A

VUS: varianta nejasného vyznamu, P: patogenni; PP: pravdépodobné patogenni; HFLP: high
frequency, low penetrant, ,,-“: neznama dédicnost, U materndlnich/paternalnich CNV je v zavorce
uveden fenotyp rodice, nesouciho totoznou CNV. Neni-li fenotyp uveden, rodic je ,,zdrav*.

Oznaceni Nalez Klasifikace Dédicnost
E17080 arfGRCh37]Xp22.31(6453313 8338089)x3 HFLP paternalni
E18039 arffGRCh37]16p13.3(192245_333799)x1 VUS -
E18100 arffGRCh37]Xp11.23(47768698_48212614)x3 VUS pat;lrne;lni
E19011 arffGRCh37]15q11.2(22765628 23300287)x1 HFLP - ipm)
E19011 arffGRCh37]16p13.3(6303204_6388707)x1 VUS -
E19070 ar[GRCh37]Xp22.31(6453313_8115153)x3 HFLP maternalni
E20027 arffGRCh37]2p22.1(39138505_39649451)x3 VUS maternlni
E21009 arffGRCh37]17q23.2q33.3(60782964_61509875)x1 VUS -
E21012 arr[GRCh37]16p11.2(29656684 30190568)x1 P de novo
E21024 arffGRCh37]2q24.3(165858033_167193292)x3 P de novo
E21036 arffGRCh37]Xp11.22(53559732_53622734)x2 VUS -
E21057 arf[GRCh37] 7q11.23(72401086_74133332)x3 PP -

4.2.1.1 Patogenni a pravdépodobné patogenni CNV

Za patogenni ¢i pravdépodobné patogenni byly oznaceny 3/12 (25 %) CNV,
detekovanych u 3/76 (3,9 %) pacientil.

Jako patogenni byla uzaviena duplikace oblasti 2q24.3 (zasahujici geny z rodiny
SCN) a delece oblasti 16pl1.2 zasahujici gen PRRT2. V obou piipadech je epilepsie
popisovanym fenotypovym znakem téchto CNV. Jako pravdépodobné patogenni byla
uzaviena duplikace 7q11.23 vedouci k rozvoji Sommervil van der Aa sy.,u kterého vSak

epilepsie nebyva bézné popisovana.

4.2.1.1.1 Patogenni duplikace 2q24.3 (E21024_7)

Jako patogenni byla oznacena de novo duplikace u chlapce s Casnym rozvojem
nesyndromové epilepsie. Duplikace zasahuje geny z rodiny SCN, konkrétné gen SCNIA
[OMIM *182389], SCN24 [OMIM *182390], SCN34 [OMIM *182391] a SCN94 [OMIM

*603415]. Geny koduji proteiny nezbytné pro napétim fizené sodikové kanaly, které hraji
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vyznamnou roli v generovani akéniho potencidlu. Patogenni SNV, delece a duplikace genu
SCN24, jsou zodpovédné za rozvoj Sirokého spektra epileptickych projevli od benignich
neonatalnich kieci po DEE. Role ostatnich gent z rodiny SCN v ptipadé¢, Ze jsou zasazeny
CNV (delece/duplikace), jiz tak jasna neni, byt u SCN14 a SCN3A4 nelze podil na fenotypu
vyloucit (Heron et al. 2010; Raymond et al. 2011; Okumura et al. 2011; Yoshitomi et al.
2015; Thuresson et al. 2017; Brunklaus et al. 2020; Lal et al. 2020).

4.2.1.1.2 »Double hit“ v genu PRRT2 (E21012_¢)

Ptipadem E21012 byl chlapec s projevy nesyndromové epilepsie od 4 mésict
veéku. Molekularné genetickym vySetfenim (sekvenovanim dle Sangera) byla detekovana
materndlni patogenni varianta v genu PRRT2 ¢.649dupC (p.Arg217Profs*S).
Jelikoz ze ziskanych dat nebylo mozZné jednoznacné urcit, zda se jednd o variantu
v homozygotnim ¢i heterozygotnim stavu, bylo provedeno vysetfeni metodou aCGH,
ktera detekovala de novo deleci oblasti 16p11.2, zahrnujici i gen PRRT2. Chlapec je tedy
sloZzenym heterozygotem pro deleci a bodovou patogenni variantu genu PRR72 [OMIM
*614386].

Gen PRRT2 kéduje protein, ktery je nedilnou soucédsti neurotransmiterového
systému, kde ovliviiuje exocytozu Ca** iontli v synapsich (Valente et al. 2016). Ztrata funkce
vede ke zvySeni spontanni a evokované aktivity a excitability neurond tzv. synaptopathie
(Valente et al. 2016; Valtorta et al. 2016). Dle databazi OMIM a OrphaNet jsou patogenni
SNV a delece genu PRRT2 zndmou pfticinou rozvoje n€kolika onemocnéni: BFIS [OMIM
#605751, ORPHA:306], hemiplegicka migréna [ORPHA:569], infantilni konvulze a
choreoatetoza [OMIM  #602066, ORPHA:31709] aparoxysmalni kinezigenni
dystonie/dyskineze [OMIM #128200, ORPHA:98809].

Ptipady, kdy je jedinec sloZzenym heterozygotem ve smyslu kombinace delece
a patogenni SNV postihujici gen PRRT?2 jsou, na rozdil od bialelickych patogennich variant,
velmi vzacné a v literatufe malo publikované. Doring et al., 2020 detekovali v souboru
pacientli s BFIS dva pacienty, u kterych byla detekovana delece oblasti 16p11.2 v kombinaci
s patogenni bodovou variantou ¢.649dupC ¢i ¢.836C>T. Fenotypové konsekvence vSak
nejsou u téchto pacientli detailnéji rozebrany.

Vzhledem ktomu, Ze patogenni varianty genu PRR7T2 podminuji rozvo; AD
onemocnéni, dalo by se predpokladdat, ze v ptfipadé¢ slozeného heterozygota budou

brat v potaz také neuplnou penetranci (47 %) a variabilni expresivitu, souvisejici
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s aberacemi oblasti 16p11.2 (Rosenfeld et al. 2013). Po 7 mésicich od posledni kontroly byl
u chlapce pozorovan pomalejsi vyvoj v oblasti motoriky a feci, axialni hypotonie
a pretrvavajici foramen ovale, které by ale s nalezenou variantou nemélo souviset. Chlapec
byl kompenzovan na dvojkombinaci Phenaemaletten (PHE) + Convulex (Valproat, VPA),
ovSem pfi pokusu o snizeni PHE doslo k relapsu zachvati v necelych dvou letech veku.
U chlapce se navic, v porovnani s heterozygotni ztratou funkce, netypicky ¢asné rozvinuly
dyskineze, coz muze byt zplsobeno kompletni ztratou funkce PRRT2. Vzhledem
ke zvySujici se cCetnosti dyskinezi byl PHE postupné v 1écbé nahrazen Timonilem
(Carbamazepin, CBZ). Chlapec je nyni z hlediska epileptickych zachvati kompenzovan
na dvojkombinaci VPA + CBZ, dyskineze nevymizely, ale jejich ¢etnost je podstatné nizsi
nez pied nasazenim CBZ. Fenotyp chlapce se prozatim kvalitativné nelisi od fenotypu
heterozygoti. Vzhledem k nizkému véku vSak nelze odhadnout dlouhodobou prognézu

a chlapce je tieba nadéle sledovat.

4.2.1.1.3 Mikroduplikaéni syndrom 7q11.23 (E21057_9)

U pacientky E21057 byla detekovana duplikace 7q11.23, zodpovédna za rozvoj
7q11.23  mikroduplikacniho sy. (Sommervil van der Aa) [OMIM #609757,
ORPHA:96121]. V dobé¢ vysetteni klinickym genetikem byla u pacientky manifestovana
pouze epilepsie a nespecifickd kraniofaciadlni dysmorfie, jejiZ hodnoceni bylo omezeno
nepiitomnosti otce probandky. Dalsi fenotypové znaky pro 7q11.23 mikroduplikaéni sy.
nebyly pozorovéany. Pivod aberace nebylo mozné uzavftit z dlivodu chybéni vzorku od otce
probandky. Matka probandky danou CNV nenesla.

V ramci tohoto sy. je nejcastéji popisovano celkové vyvojové opozdéni, vyrazné
opozdéni vyvoje feci, PAS, facidlni dysmorfie a hypotonie (Somerville et al. 2005; Van der
Aa et al. 2009; Dixit et al. 2013). Epilepsie patfi mezi popisované fenotypové znaky
(Torniero et al. 2007; 2008; Morris et al. 2015), nicméné byva diagnostikovana u méné nez
25 % jedinct s timto syndromem (Van der Aa et al. 2009). V sou€asnosti neni znam gen
zodpoveédny za rozvoj epilepsie. Pfedmétem zajmu by se mohl stat gen STX/4 [OMIM
*186590], ktery je dilezitou soucasti SNARE komplexu (Soluble N-ethylmaleinmide
sensitive Attachment proteins Receptor), lokalizovaného v oblasti synapsi, kde je nezbytny
pro proces neurotransmise (Bennett et al. 1992). Patogenni SNV gent kédujicich jednotlivé
proteinové slozky SNARE komplexu jsou asociovany s rozvojem NVO (Tang 2021).

Vzhledem k tomu, Ze se nejcastéji jedna o ztratové SNV (,,loss of function®) a informace o
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citlivosti na davku ve smyslu triplosenzitivity u jednotlivych gend, véetné¢ STX/A nejsou

znamé, nelze usoudit, jakou roli by v pfipadné patogeneze hrala duplikace genu.

4.2.1.2 Varianty nejasného klinického vyznamu

Jako VUS bylo uzavieno 6/12 (50 %) CNV detekovanych ve skupiné¢ A. U téchto
CNV byly, na zéklad¢ literarni reSerSe, vytipovany mozné potencialné kauzalni geny.
Nicméng, klinicka signifikance téchto aberaci ziistdva prozatim nejasnd. CNV u pacientky

E19011 je diskutovana v kapitole 4.1.4.

4.2.1.2.1 Intersticialni delece 16p13.3 (E18039 %)

Intersticalni delece oblasti 16p13.3 byla detekovana u Zeny s febrilnimi kfe¢emi
a pozitivni rodinou anamnézou pro epilepsie (jeji matka a dcery). Pivod aberace nebylo
mozné uzjistit z diivodu nesouhlasu rodict s vySetfenim. V databazi DGV lze dohledat jednu
rozsahové podobnou duplikaéni variantu (nsv518291) a nékolik mensich CNV.

Detekovand delece zasahuje 9 OMIM gent (HBZ, HBM, HBA2, HBAI, HBQI,
LUC7L, RGSI1I, ARHGDIG, PDIA2). Zadny znich neni v soucasné dobé& spojovan
s rozvojem NVO ¢i epilepsie. Citlivost na davku u zminénych gent neni znama. V databazi
DECIPHER lze dohledat dva pfipady s deleci mensiho rozsahu, nachéazejici se v daném
regionu. U probanda (ID:290027) s epilepsii, poruchou chovéni a ID byl deleci zasazen
pouze gen LUC7L [OMIM *607782], fadici se mezi geny kodujici RNA vazajici proteiny.
Gen neni vsoucasné dobé spojovan s zadnym onemocnénim. Ve druhém piipadé
(ID:262493; mnohocetné VVV a celkové opozdéni vyvoje) byl deleci zasaZen pouze gen
ARHGDIG [OMIM *6028444]. Gen je primarn¢ exprimovan v mozku (Adra et al. 1998).
Proteinovy produkt genu Rho-GDP-disociacni inhibitor y patfi do skupiny inhibitord
disociace GDP (guanosindifosfat), které udrzuji RhoGTPazy v neaktivnim stavu (Wang et
al. 2013). Rho signalizace ovliviiuje aktin-cytoskeletarni dynamiku, ktera je kriticka pro
synaptickou plasticitu. Nicméné studie Ferland et al. 2005 ukazuje, ze chybéni Rho-GDP-
disociacni inhibitoru y samo o sob& nevliviluje negativné vyvoj mozku, vzhledem
ke kompenzaci ptes Rho-GDP-disociacni inhibitor a.

CNV u nasi pacientky zasahuje oba vyse zminéné geny, jeji klinicky vyznam ovSem
zUstava nejasny vzhledem k nedostatku idaji v literatufe a nemoZnosti provést segregacni

analyzu.

70



4.2.1.2.2 Atypicka duplikace oblasti Xp11.23 (E18100_%)

Paternalni duplikaci oblasti Xp11.23 nesla divka s izolovanou formou epilepsie.
Vysetfeni panelu DEE neodhalilo Zadnou suspektni SNV, kterd by rozvoj epilepsie
vysvétlovala.

Duplikace lezi v oblasti pro Xp11.22p11.23 duplika¢ni sy., jehoz fenotypovym
znakem je mimo jiné i epilepsie (Giorda et al. 2009). Kauzalni geny pro tento sy. vSak nejsou
u probandky zasazeny. Proti pfi¢inné souvislosti CNV s epilepsii u nasi pacientky svedci
fakt, ze v databazi DGV jsou uvedeny duplikace podobného rozsahu u zdravych jedinci.
Naproti tomu v databazi DECIPHER Ize dohledat nékolik jedinct (ID:290170, ID:251899)
s epilepsii a duplikaci podobného rozsahu. Duplikace u nich byla hodnocena jako VUS ¢i
jako pravdépodobné benigni. Arican et al. 2018 publikovali ptipad divky s duplikaci malého
rozsahu, zasahujici pouze geny SSX/ [OMIM *312820], SSX3 [OMIM *300325], SSX4
[OMIM *300326] a SSX9 [OMIM *600544]. U divky byla manifestovana epilepsie, ID,
opozdény vyvoj a mirna facilni dysmorfie. Clanek diskutuje zminéné geny jako potencialngé
kauzalni pro fenotyp probandky, nicméné dals$i vySetfeni pomoci metod MPS, které by
mohlo odhalit jinou variantu (typu SNV) Iépe vysvétlujicici fenotyp nebylo dle publikace
provedeno.

Dalsi studie a ¢lanky na toto téma nebyly v soucasné dobé publikovany a kauzalita

této aberace zlistdva nejasnou.

4.2.1.2.3 Divka s projevy Noonanové sy., bez potvrzené genetické priciny
(E20027_9)

U divky s epilepsii a fenotypovymi projevy upominajici na Noonanové sy. byla
nalezena duplikace oblasti 2p22.1 zasahujici gen SOSI [OMIM *182530],
jehoZ heterozygotni intragenové patogenni varianty jsou znamou pfiinou rozvoje sy.
Noonanové [OMIM #610733, ORPHA:648]. U 70-85 % jedincii se sy. Noonanové
nesoucich variantu v genu SOS/ se jednalo o variantu typu ,,gain of function* (Roberts et al.
2007; Tartaglia et al. 2007), coz by poukazovalo na moznou kauzalni roli duplikace tohoto
genu. Existuje vSak n€kolik diivoda, pro€ nelze nalezenou CNV povazovat za jednoznacné
kauzalni. Epilepsie nepatii mezi bézné popisované fenotypové projevy u sy. Noonanové,
duplikace genu nejsou oznaCovany za kauzalni pfi¢inu sy. Noonanové. Stejna duplikacni
varianta byla detekovana u zdravé matky a dédecka probandky, citlivost na davku ve smyslu
triplosenzitivityu genu SOS/ byla negovana, v databazi DGV lze dohledat jednu rozsahové
mensi duplikaéni variantu (dgv6792n54) a v databazi DECIPHER nejsou publikovany zadné
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ptipady s duplikaci této oblasti. Nicméné dalsi vySetfeni pacientky pomoci MPS neodhalilo
jinou pfi¢inu rozvoje epilepsie. Kauzalita aberace tedy zlistava nejasna. Jednou z moznosti
je, ze duplikace vysvétluje facidlni fenotyp upominajici sy. Noonanové, ale nikoliv epilepsii.
Proti tomuto faktu sice svéd¢i pritomnost duplikace u zdravych ptibuznych, nicméné facialni

fenotyp se s vékem vyviji a v dospélosti jiz nemusi byt tolik napadny.

4.2.1.24 Delece oblasti 17¢23.2¢23.3 (E21009_2)

Delece oblasti 17q23.2q23.3, bez urc¢ené¢ho rodicovského ptvodu, byla nalezena
u chlapce s fokalnimi motorickymi zachvaty, pfechazejicimi do bilateralnich tonicko
klonickych kiec¢i. V databazi DGV a DECIPHER nejsou popsany rozsahové identické ¢i
podobné dele¢ni varianty. Jako potencidlné kauzalni je oznafovan gen TANC2 [OMIM
*615047]. Gen je nejvice exprimovan v mozku a jeho proteinovy produkt je nezbytny
pro synaptickou regulaci (Han et al. 2010; Wessel et al. 2017; Guo et al. 2019; Tassano et
al. 2020). Citlivost na davku u genu neni zndma. V soucasné dob¢ nelze kauzalitu delece

potvrdit ani vyvratit.

4.2.1.2.5 Intragenova duplikace genu HUWEI (E21036_3)

Duplikace oblasti Xpl11.22 zasahujici 30. - 84. exon genu HUWEI [OMIM
*300697], byla detekovana u chlapce s refrakterni epilepsii. Pivod CNV je neznamy
z dlivodu nevysetifeni rodicli. VySetfeni panelu genti pro DEE neprokézalo jinou patogenni
¢1 nejasnou SNV. V databazi DGV jsou popsany rozsahové podobné duplikace. V databézi
DECIPHER Ize dohledat tfi jedince muzského pohlavi (ID:389576; 1D:278237
a ID:340356), avSak epilepsie neni popisovana u zadného znich. V jednom piipadé
(bez popsaného fenotypu) (ID:389576) byla duplikace zdédéna od matky (fenotyp
neuveden) a klasifikovéana jako VUS.

Gen HUWE]I je spojovan s rozvojem X-vazané syndromové ID [OMIM #309590,
ORPHA:528084] (Froyen et al. 2008; 2012). Gen je nezbytny pro spravny vyvoj CNS (Zhao
et al. 2008, 2009; D’Arca et al. 2010, p. 1; Giles et al. 2020). Triplosenzitivita genu nebyla
prozatim potvrzena. Epilepsie ve spojitosti s patogennimi SNV byly publikovany ve dvou
studiich (Moortgat et al. 2018; Peng et al. 2018). Duplikace celého genu byla popsana u
pacienta s kifecemi (Orivoli et al. 2016). Intragenové duplikace nejsou v literatuie popsany.
Kauzalitu nalezené duplikace nebylo mozné potvrdit ani vyloucit. Duplikace byla uzaviena

jako VUS.
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4.2.2 CNV detekované ve skupiné B

Ve skupiné¢ B (pacienti s izolovanou nesyndromovou epilepsii manifestovanou
po 15. roce veku), Citajici 37/400 (9,3 %) jedinct s epilepsii, bylo detekovano celkem
7/86 CNV u 6/37 jedinct. Klasifikace detekovanych CNV a jejich dédi¢nost je uvedena
v Tabulce 10. CNV typu HFLP jsou diskutovany v kapitole 4.1. Sekundéarni nalezy
u pacientd E17053 a E19001 nejsou vzhledem k tomu, ze nemaji souvislost s rozvojem

epilepsie diskutovany.

Tabulka 10: CNV detekované u pacienta ze skupiny B

Sedé podbarvené radky predstavuji nilez nékolika CNV u téhoz pacienta. VUS: varianta nejasného
vyznamu, P: patogenni; HFLP: high frequency, low penetrant; ,-“: dédicnost neznamad,
U materndlnich/paternalnich CNV je v zdvorce uveden fenotyp rodice, nesouciho totoznou CNV.
Neni-li fenotyp uveden, rodic je ,,zdrav*.

Oznaceni Nalez Klasifikace = Dédic¢nost
E17051 arr[GRCh37] 2p16.3(50978466_51083469)x1 VUS -
E17053 arr[GRCh37]Xp21.1(31638233 31875058)x1 sekundarni -

nalez
E18067 arrfGRCh37]15q11.2(22765628 23217514)x3 HFLP -
E19001 arrfGRCh37]2q13(110862477 110983703)x1 sekundarni maternalni
nalez
arrfGRCh37] 5p15.31 (6673217 _9091358)x1 VUS paternalni
E20010 arr[GRCh37]15q11.2(22765628_23300287)x1 HFLP -
E20021 arrfGRCh37]22q11.21(18894835 20659606)x1 P -
4.2.2.1 Patogenni CNV

Jako patogenni byla uzaviena 1/7 (14 %) CNV, detekovana u 1/37 (2,7 %) jedinct.

Jednalo se o deleci oblasti 22q11.2 podminujici rozvoj DiGeorgova sy.

4.2.2.1.1 Epilepsie jako jediny projev pacienta s DiGeorgovym sy. (E20021_)

U pacienta s izolovanou formou epilepsie byla nalezena delece zasahujici oblast
22q11.21 (zlomova mista A-B). Pivod aberace nebyl ovéfen z ditvodu chybéni DNA obou
rodict. Oblast je charakteristicka vznikem rekurentnich aberaci v disledku pfitomnosti
LCRs, jejichz vysoké sekven¢ni homologie poskytuje podminky pro NAHR. Celkem bylo
proximalni delece (oblast A-B ev. A-D) jsou zodpovédné za rozvoj 22qll1.21
mikrodele¢niho syndromu (McDonald et al. 2015). Epilepsie je manifestovana
u4,4-36,8 % jedinci (Kao et al. 2004; Kim et al. 2007; Andrade et al. 2013; Strehlow et

al. 2016; Wither et al. 2017; Eaton et al. 2019; AlKalaf et al. 2020). U pacientli jsou
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popisovany prevazné epilepsie spadajici do skupiny GGE, vcetné JME a dale fokalni
epilepsie (Mudigoudar et al. 2017; Strehlow et al. 2016). Na epileptogenezi se podili také
strukturni abnormality CNS (napf. heterotopie, FCD), které jsou u deleci manifestovany
(Mudigoudar et al. 2017; AlKalaf et al. 2020). U probanda byla diagnostikovana pouze
epilepsie, dal§i fenotypové znaky souvisejici s mikrodeleCnim sy. 22ql11.21 nebyly
pozorovany. Rozvoj NVO muze byt podminén fadou geni a v soucasné dob¢ neni kauzalni

gen zpusobujici epilepsii znamy (Guna et al. 2015).

4.2.2.2 Varianty nejasného klinického vyznamu

Jako nejasné byly uzavieny 2/7 (29 %) CNV. Daéle je diskutovana pouze nejasna
CNV u pacienta E19001. Druhd VUS je diskutovana v kapitole 4.1.5.

4.2.2.2.1 Delece oblasti 5p15.31 (E19001_9)

Delece 5p15.31 byla nalezena u pacientky s JME. Varianta byla zdédéna od otce
bez projevu epilepsie. V databazich nejsou uvedeny podobné 5p15.31 delecni varianty. Liu
et al., 2015 publikovali studii, zabyvajici se objasnénim genetickych ptic¢in vedoucich
k rozvoji benigni familidrni myoklonické epilepsie u dospélych (BAFME). U deviti
ptibuznych z vySetiované rodiny byla vazebnou analyzou prokézdna spojitost onemocnéni
s chromozomovou oblasti 5p15.31p15. Ke stejnym zaveérim dosly také studie Depienne et
al., 2010 a L1 et al., 2014. Pfedpoklada se, Ze kauzalni gen(y) pro rozvoj BAFME, by mohly
byt lokalizovany v oblasti S5p15.3p15. Jako potencidlné kauzalni se jevi gen SEMASA
[OMIM *609297], nezbytny pro normalni axondlni vedeni béhem neuralniho vyvoje
(Adams et al. 1996). Citlivost na davku neni u genu znadma.

Nedostatek ditkazii a paterndlni plivod aberace kauzalitu spiSe nepodporuji, stale se
vS§ak mize jednat o rizikovy faktor pro rozvoj epilepsie v polygennim modelu dédi¢nosti. U
pacientky byl navic detekovan sekundarni nalez — heterozygotni delece oblasti 2ql3,
podminujici rozvoj AR onemocnéni — Joubertiiv a Seniortiv-Lokentiv sy. [ORPHA:2318], u

nehoz neni epilepsie popisovana.
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4.2.3 CNYV detekované ve skupiné C

Skupina C zahrnovala celkem 249/400 (62,3 %) jedinct. U 50/249 (20,1 %) z nich
bylo detekovano 57/86 CNV. Ve vétsing pripadl se jednalo o prostou duplikaci ¢i deleci. U
5/50 (10 %) jedinct byly detekovany > 2 varianty. U dvou z nich (E17049, E18049) se
jednalo o nebalancovanou translokaci a vjednom piipadé¢ (E18051) o komplexni
chromozomovou pfestavbu typu inv dup del. Zbylé dva ptipady (E19013, E21003)
ptredstavovaly prosty nalez n¢kolika CNV bez souvislosti s komplexnéjsi chromozomovou
prestavbou. Klasifikace a dédicnost nalezenych CNV je uvedena v Tabulce 11. PtiCina
rozvoje epilepsie byla jednoznacné objasnéna u 24/249 (9,6 %) pacientll (patogenni

a pravdépodobné patogenni varianty).

Tabulka 11: CNV detekované u pacientii ze skupiny C

Sedé podbarvené radky predstavuji nalez nékolika CNV u téhoz pacienta VUS: varianta nejasného
vyznamu, P: patogenni; PP: pravdépodobné patogenni; B: benigni; HFLP: high frequency, low
penetrant; ,,-“: dédicnost neznamd, U maternalnich/paterndalnich CNV je uveden fenotyp rodice,
nesouctho totoznou CNV. Neni-li fenotyp uveden, rodic je ,,zdrav "

Oznaceni Nalez Klasifikace Dédicnost
E16008  arr{GRCh37]22q11.21(18894835 21505417)x3 PP paternalni
E16021  arr{GRCh37] 9934.11q34.3(131372449 139593307)x3 PP de novo
E17008  arf{GRCh37] 16p11.2(29673954 30190568)x3 PP paternalni
E17014  arf{GRCh37] 17p13.3(1288515_1492475)x3 VUS materndlni
E17029  arf{GRCh37] 15q11.2(22765628 23300287)x4 PP de novo
E17033  arf{GRCh37] 3p26.3(1183406_1237776x1) VUS materndlni

maternalni
E17038  arf{GRCh37] 15q13.1q13.3(29085844 32861626)x1 P (porucha paméti,
psychiatrické
poruchy)
E17041  arf{GRCh37] 3p25.3(10713577_11207135)x1 P de novo
paternalni
(pozitivni RA pro
E17048  arf{GRCh37] 13g34(110817443 111034539)x1 VUS epilepsii ze strany

otce, otec bez
projevu epilepsie)

arrfGRCh37] 15q26.2q26.3(97649828 102461201)x3

E17049 [0,365] P de novo
arrfGRCh37] 2q37.3(241522903 243068396)x1 [0,365] P de novo
E17056  arrfGRCh37] 16p13.3(7211062_7226773)x1 VUS paternalni
E17059  arrfGRCh37] 14q24.2q31.1(73024287 80139400)x1 P de novo
E17060  arrfGRCh37] Xp22.31(6705268 7828224)x0 VUS -
E17079  arrfGRCh37] 15q11.2(22765628 23300287)x1 HFLP -
E18006  arrfGRCh37]22q13.31q13.33(44526693 51193680)x1 P de novo
E18007  arrfGRCh37] 2p25.3(1630315_1848126)x3 VUS paternalni
E18031  arrfGRCh37] 2p16.3(49570941 50243403)x1 PP de novo
E18043  arr[GRCh37] Xp22.31(8503131 8720758)x3 sekundarni nalez -
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Oznaceni Nalez Klasifikace Dédi¢nost
E18046 arr[GRCh37] 15921.3q22.31(55530533_65966228)x1 PP de novo
E18049 arrfGRCh37] 13q33.3q34(107128569 115092648)x3 P -
arrffGRCh37] 18q22.1q23(64984407 _78012829)x1 P -
E18051 arrffGRCh37] 5p15.33p14.3(22149 _22861340)x3, P -
arr[GRCh37] 8p23.3p23.1(191530 6880363)x1 P -
arrf{GRCh37] 8p23.1p22(12467484 13745740)x3 VUS -
E18054 arrfGRCh37] 17q11.2(29470635_29483165)x1 P maternalni
(epilepsie)
E18056 arrfGRCh37] 17q12(34817418 36248918)x3 P maternalni
E18058 arrf{GRCh37] 17p11.2q11.2(19143173_27464476)x3[0,3-0,4] VUS de novo
E18090 arr[GRCh37] 15q11.2(22765628 23217514)x3 HFLP -
E19013 arr[GRCh37]Xp22.31(6453313 8115153)x2 HFLP de novo
arrffGRCh37] 16p13.11(15492307 16292235)x1 P de novo
E19018 arrfGRCh37] 22q11.22q11.23(23002709 23654222)x1 VvUS maternalni
E19033 arrfGRCh37] 16p13.11p12.3(15397403_18779801)x3 PP -
E19034 GRCh37] 17q25.1(71847837_72648056)x3 VUS -
E19066 arrfGRCh37] 16p12.2(21806319 22448221)x3, (X)x3 VvUS maternalni
E19073 arrfGRCh37] Xp11.3p11.23(44357870_48795344)x3 PP de novo
E19077 arr[GRCh37] 2p22.2(37310444 38579653)x3 VUS -
E19078 arrfGRCh37] 15q11.2q13.1(23668011_28559402)x1 P de novo
E19079 arrfGRCh37] 16p11.2(29673954 30190568)x1 P de novo
E20002 arr[GRCh37] 6q16.3(105078815_105317154)x3 VUS paternalni
(fenotyp neni
Znam)
E20031 arrfGRCh37] 11p13(31038496_31584388)x1 VvUS paternalni
E20039 arrfGRCh37] 1¢23.3(161322923 161501835)x1 VvUsS -
E20041 arrfGRCh37] 2g22.1(138362815 138933801)x3 VvUsS -
E21001 arrfGRCh37] 7q11.22(69053750 69433076)x3 VvUS paternalni
E21003 arr[GRCh37] 2p16.3(50892847 50957514)x1 VUS paternalni
arrfGRCh37] 11p11.2(46477241 46813501)x3 VUS maternalni
arrfGRCh37] Xp22.31(6488721_8097511)x2 HFLP maternalni
E21006 arr[GRCh37] 2p16.3(50909765 50947729)x1 vUsS maternalni
E21013 arrfGRCh37] 16p13.3(6998726 7046219)x3 vUsS paternalni
E21018 arrfGRCh37] 16p11.2(29592783 30190568)x1 P materalni
E21027 arr[GRCh37] 18q22.1(65268151 66697547)x3) vUsS -
E21039 arrfGRCh37] 3¢q28q29(191931840 192454675)x3 PP de novo
E21040 arrfGRCh37] Xp22.33(375903_600393)x3 sekundarni -
nalez
E21041 arrfGRCh37] 10g23.1(84068698 84587517)x1 vUsS -
E21054 arrfGRCh37] 21q22.11(34878067_35060092)x1 PP -
E21056 arrfGRCh37] 2q24.3q31.1(166398623 169740919)x1 P -
E21063 arrfGRCh37] 16p13.2(8771060 8895859)x3 vUsS maternalni
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4.2.3.1 Patogenni a pravdépodobné patogenni CNV

Jako patogenni ¢i pravdépodobné patogenni bylo oznaceno 27/57 (47,4 %) CNV,
detekovanych u 24/249 (9,6 %) jedinci. Ve vSech pfipadech patiila epilepsie mezi
popisované fenotypové projevy souvisejici s danym nalezem. V této kapitole budou
detailnéji diskutovany CNV oznacené jako pravdépodobné patogenni, tfi patogenni varianty
a dva ptipady komplexni chromozomové piestavby. Patogenni CNV jasné kauzalni pro

rozvoj epilepsie jsou shrnuty v Tabulce 12 a nebudou dale diskutovany.

Tabulka 12: Patogenni CNV ve skupiné C

Pacient CNV Syndrom, kauzalni gen(y) Penetrance
epilepsie
E17038  delece 15q13.1q13.3 15q13.3 mikrodeleéni sy. [ORPHA:199318] 16,3 %
E17041  delece 3p25.3 3p25.3 proximalni delece. (SLC6A41, SLC6A11) 91,1 %
Myotonicka-atonicka epilepsic [ORPHA:1942]
E17059  delece 14q24.2q31 14q24.2q31.1 mikrodelece (NRXN3) -
E18006  delece 22q13.31q13.33  Phelan McDermid sy.[ORPHA:48652] 25-50 %
E18049  duplikace 13q33q34 - -
delece 18q22.1q23 18q delecni sy. 10-31 %
E18054  delece 17ql1.2 Neurofibromatéza typu | [ORPHA:636] 5,4 %
E19013  delece 16pl13.11 16p13.11 mikrodelece (NDE1) 25-32%
duplikace Xp22.31 (,,second-hit**), HFLP -
E19078  delece 15q11.2q13.1 Angelmantv sy. [ORPHA:98794] 90 %
(GABRB3, GABRG3, GABRAS, UBE3A)
E21056  delece 2q24.3q31.1 Dravetové sy. [ORPHA:98794] >90 %

4.2.3.1.1 Duplikace oblasti 17q12 a jeji segregace v rodiné (E18056_ )

Jako patogenni byla oznacena duplikace oblasti 17q12 u pacienta E18056 (Zunova
et al. 2022) (Ptiloha 1.)

4.2.3.1.2 Komplexni chromozomova piestavba typu inv dup del (E18051_7)

Proband se dostavil do genetické ambulance ve v€ku 36 let. Kromé epilepsie bylo ve
fenotypu pozorovano vyvojové opozdéni, strabizmus, t€¢zka ID a spastickd kvadruparéza.
Vysetieni karyotypu probanda prokézalo ptitomnost derivovaného chromozomu 8 (Obrazek
21-A4). U matky byl zjistén normalni karyotyp, vzorek otce nebyl k dispozici. Pro objasnéni
konstituce der(8) bylo doplnéno vySetfeni metodou aCGH. Byla detekovana termindlni
delece oblasti 8p23.3p23.1 a terminalni duplikace 5p15.33 (Obrdzek 21-C). Tento nalez by

byl charakteristickym projevem nebalancované translokace a vysvétloval by pfitomnost
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nadbytecného materialu na chromozomu 8. Na chromozomu 8 vSak byla navic detekovana
duplikace, zasahujici gen DLCI [OMIM *604258], ve vzdalenost cca 5,5 Mb od
deletovaného regionu. Nalez delece a duplikace kratkého raménka (p) by mohl odpovidat
chromozomové¢ piestavbé typu inv dup del 8p. Pro ovéfeni této teorie bylo provedeno
vySeteni metodou FISH, které potvrdilo translokaci terminalni ¢asti Sp na chromozom 8p a
dale duplikaci oblasti 8p23.1p22 s genem DLCI (Obrazek 21-B). Vzhledem k tomu,
ze signaly pro gen DLCI byly viditeln¢ oddéleny a nedoslo pouze ke zdvojnasobeni signalu,
hypotéza o inv dup del byla potvrzena.

Derivovany chromozom 8 vznikd béhem procesu NAHR mezi proximalnim
adistdlnim LCR u jednoho zrodi¢t béhem crossing-overu. Vysledkem je vznik
acentrického fragmentu, ktery je zpravidla degradovdn, a nestabilniho dicentrického
chromozomu. Dicentricky chromozom je béhem nasledného bunééného déleni zlomen
a dava vzniknout derivovanému chromozomu s inv dup del a derivovanému chromozomu
s terminalni deleci 8p, kdy kazdy segreguje do jedné z gamet (Zuffardi et al. 2009). Ztrata
telomerické oblasti 8pter, pro stabilitu chromozomu nezbytna, byla kompenzovéana
mechanizmem tzv. ,telomere-capture®. Ptitomto d¢ji dochdzi k ,,ziskani* telomerické
oblasti z homologniho, pfipadné nehomologniho chromozomu (Meltzer et al. 1993).
V nasem pfipadé se ,,darcem* stala subtelomericka sekvence oblasti 5p.

Spojitost nalezené komplexni chromozomové aberace srozvojem epilepsie je
s nejveétsi pravdépodobnosti asociovana s deleci 8p23.3p23.1, oznacované jako 8p23.1
delecni sy. [ORPHA:251071]. U sy. je ve fenotypu popisovano mirné¢ opozdéni PMV,
poruchy uceni, srde¢ni vady a v mensi mife také epilepsie (“Disorder Guides”, UNIQUE
n.d.). Epilepsie v souvislosti s nalezenou deleci oblasti 8p23.1p23.3 byla publikovana
nekolika autory (Nucaro et al. 2011; Naseer et al. 2016; Borlot et al. 2017; Akcakaya et al.
2017; Kessi et al. 2018). Jako potencidlné kauzalni oznacuji autoii gen CSMDI [OMIM
*608397] (Nucaro et al. 2011; Kessi et al. 2018), nicméné citlivost na davku ve smyslu
haploinsuficience neni dle Clin Gen dosage senzitivity map potvrzena. Nami detekovana
duplikace 5p15.33 a duplikace 8p23.1p22 (gen DLCI) neni v literatufe v soucasn¢ dob¢

spojovana s rozvojem epilepsie.
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Obrazek 21: Vysledky vySetfeni u pacienta E18051

(A — chromozom 8 s nadbytecnym genetickym materialem; B — vysledek vysSetieni metodou FISH
pomoci subtelomericke sondy Spter (zelena). Lokus specifické sondy pro gen DLCI (¢ervend) a lokus
specifické sondy pro oblast 8q24.22, C — vysledek vysetieni metodouaCGH — vpravo duplikace 5p;
uprostred delece 8q a duplikace 8p23.1p22, vlevo detailnéjsi zobrazeni nalezu delece 8q a duplikace
8p23.1p22 s genem DLCI

4.2.3.1.3 Nebalancovana translokace ve 30 % mozaice (E17049_3)

U pacienta E17049 bylo indikovano vySetifeni metodou aCGH pro ovéfeni rozsahu a
genového obsahu, oblasti zasazenych de novo nebalancovanou translokaci
46,XY,der(2)t(2;15)  zjisténou  G-pruhovanim.  Translokace, zahrnujici  deleci
chromozomové oblasti 2qter a duplikaci oblasti 15q26.2q26.3, byla v periferni krvi
detekovana ve 30% mozaice. Metodou aCGH byl urcen detailnéjsi rozsah aberace (Obrazek
22) a stupen mozaicizmu (36 %). Nasledn¢ bylo opakovano vySetieni FISH z bunck
bukalniho stéru, kde byla translokace detekovana v 27 % bunék (Obrdzek 23).

Jako kauzdlni pro rozvoj epilepsie byla v tomto pfipadé oznacena delece oblasti
2q37.3, zasahujici do oblasti 2q37.3 dele¢niho syndromu [OMIM #600430, ORPHA:1001].

Syndrom je charakterizovan NVO vcetné epilepsie. Minimalni kriticky region ptedstavuje
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oblast o velikosti 496 kb, zasahujici geny THAP4 [OMIM *612533], ATG4B [OMIM
*611338], PPPIR7 [OMIM *602877] a STK25 [OMIM *602255]. Geny jsou ve vEtsi mife
exprimovany ve vyvijejicich se neuronech (Imitola et al. 2015). Dalsi studie potvrzuji roli
genu STK25 v CNS (regulace dendritogeneze a neurdlni polarizace skrze signalni drahu
Reelin/Dabl) (Matsuki et al. 2010; 2012; Matsuki et al. 2013). Za kauzdlni pro rozvoj
epilepsie jsou povazovany také geny HDAC4 [OMIM *605314] (Chaabouni et al. 2006;
Williams et al. 2010a; Le et al. 2019) a D2HGDH [OMIM *609186] (Williams et al. 2010b).
Ve skupiné 103 jedincti s geneticky potvrzenym 2q37 delecnim syndromem, byla epilepsie
pozorovana u 16 % jedincii (Le et al. 2019).

Vysetieni metodami MPS (panel DEE a WES) neprokézalo jinou pfi¢inu rozvoje
epilepsie u probanda. Detekovand nebalancovana translokace zlstava i ptes jeji 30%
mozaiku jedinou prokdzanou pficinou rozvoje epilepsie a z tohoto diivodu byla uzaviena

jako patogenni.
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Obrazek 22: Vysledek vySetieni metodou aCGH u pacienta E17049

V levé casti obrazku patrnd delece subtelomerické oblasti 2q37.3, charakteristicka propadem linie
vurovni hodnoty 0, smérem k negativnim hodnotam, v pravé casti subtelomerickd duplikace
15926.2.26.3, charakteristicka vychylenim linie z hodnoty 0 ke kladnym hodnotam.
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Obrazek 23: VySetieni bunék bukailniho stéru metodou FISH s pouZitim sond pro
oblast 2pter a 2qter

(A — jadro s deleci oblasti 2qter — chybéjici cerveny signal, B — normalni jadro zastoupené dvema
normdlnimi chromozomy 2; dva cervené signaly pro subtelomerickou oblast 2qter a dva zelené
signaly pro subtelomerickou oblast 2pter).

4.2.3.14 Zhu-Tokita-Takenouchi-Kim syndrom (E21054_&)

Intersticialni delece oblasti 21q22.11 byla detekovana u probanda s opozdénym
PMYV, axialni hypotonii, epilepsii a nespecifickou facialni dysmorfii, zahrnujici pouze Siroky
koten nosu.

Delece zasahuje gen SON [OMIM *182465], jehoz SNV typu ,,loss of function® jsou
pfi¢inou rozvoje ZTTK sy. (Zhu-Tokita-Takenouchi-Kim sy.) [OMIM #617140,
ORPHA:500150] (Kim et al., 2016; Takenouchi et al., 2016; Tokita et al., 2016; X. Zhu et
al., 2015). Primarni pfi¢inou je porucha RNA sestiihu dalSich genti, mediovaného
proteinovym produktem genu SON (Kim et al. 2016). Mezi typické obtize patii ID, epilepsie,
abnormality CNS, facialni dysmorfie a dal§i VVV (Kushary et al. 2021). Delece nejsou u
ZTTK sy. bé€zn€ popisovany. Knockout genu SON u modelovych organizml vedl
k malformacim michy, mozku a o¢i (Kim et al. 2016). U jedinct s variantami typu ,,loss of
function* byla epilepsie diagnostikovana v 55 % ptipadu. (Kim et al. 2016). V databazi DGV
nejsou popisovany dele¢ni varianty tohoto rozsahu zasahujici gen SON.

Fenotyp probanda v dobé& vySetieni (11 mésicit), s vyjimkou facialni dysmorfie,
koreloval s néalezem tohoto CNV. Z hlediska kranio-facialni dysmorfie byl u probanda
popsan pouze Sifoky kofen nosu a nize posazené usni boltce. Je vSak mozné, ze facialni
fenotyp se bude s vékem vyvijet. Nicméné korelace fenotypu probanda s publikovanymi
ptipady jedinct se ZTTK sy. vedla k prozatimni klasifikaci varianty jako pravdépodobné
patogenni. Limitem je v tomto pfipad¢ chybéjici segregacni analyza, jejiz vysledek muze

vést k reklasifikaci varianty.
81



4.2.3.1.5 Intragenova de novo duplikace genu FGF12 (E21039 _9)

Intragenova de novo duplikace v oblasti 3q28q29 zasahujici 1. - 3. exon genu FGF12
[OMIM *601513, NM 004113.6] byla detekovana u pacientky s diagnostikovanou
farmakorezistentni epilepsii s fokdlnimi kifecemi, prechazejicimi do bilateralnich tonicko-
klonickych kieci (typ. FBTCS), a dale s projevy ADHD, lehké ID a hypermetropie.
Patogenni SNV (,,gain of fuction®; ,,missense*) a duplikace (parcialni i celogenové) tohoto
genu byly publikovany nékolika autory (Al-Mehmadi et al. 2016; Siekierska et al. 2016; Shi
et al. 2017; Verheyen et al. 2020; Willemsen et al. 2020; Seiffert et al. 2022). Mechanizmus
pusobeni spociva v modulaci inaktivace sodikového kanalu, respektive podjednotky Nav1.6
(gen SCN8A4) a Nay1.2 (gen SCN2A4) prostiednictvim bilkovinného produktu genu FGF12.
V ptipad€ duplikaci genu FGFI2 dochazi ke ztrat¢ funkce sodikového kanalu, zatimco
misssense varianty vedly ke ,,gain of function® efektu (Seiffert et al. 2022). Ackoli funkéni
dopad duplikaci a misssense SNV na sodikovy kanal je opacny, fenotypovy projev se znacné
ptekryva s jedinym rozdilem, kterym je v€k néstupu a tize epilepsie. Lékem prvni volby pro
kompenzaci zachvati se jevi fenytoin, ktery ve studiich vykazoval nejvétSi ucinnost
(Trivisano et al. 2020; Seiffert et al. 2022). Tento fakt potvrzuje také nase pacientka, u které
byl fenytoin t€inny, ale jeho nedostatecné davky vedly k dekompenzaci zachvatu.

Vysetieni pomoci WES neprokdzalo jinou pfiinu rozvoje epilepsie. Na zakladé
téchto informaci, korelaci fenotypu probandky s genotypem a diskutované souvislosti
aberaci genu FGF12 s rozvojem epilepsie, byla tato intragenova duplikace uzaviena jako

pravdépodobné patogenni.

4.2.3.1.6 Pravdépodobné patogenni delece 15q21.3q22.31 (E18046_)

Intersticidlni de novo delece oblasti 15q21.3g22.31 o velikosti 10,5 Mb byla
detekovana u chlapce s opozdénym PMV, nalezem na MRI, epilepsii, vyraznou poruchou
feci, strabismem a facialni dysmorfii.

V databdzi DGV nejsou popsany identické ani podobné dele¢ni varianty. Delece
zasahuje celkem 67 OMIM gentl. Jako potencidlné kauzalni pro rozvoj epilepsie se jevi gen
RORA [OMIM *600825], jehoz patogenni SNV jsou zodpovédné za rozvoj AD ID s/bez
epilepsie a cerebelarni ataxie [OMIM #618060, ORPHA: nepfid€len] (Guissart et al. 2018).
~DECIPHER  haploinsuficiency index” je 0,78 % coz naznaCuje ndchylnost
k haploinsuficienci (hodnoty < 10 % predikuji vétsi nachylnost k haploinsuficienci).
Potencialni kauzalitu genu RORA ve vztahu k epilepsii naznacuje také publikace Yamamoto

et al. 2014, kterd popisuje 5 jedinct s delecemi v oblasti 15q21.3q22.2. U tii pacienti byla
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manifestovana epilepsie. Jeden z pacientll byl nosi¢em rozsahové malé delece zasahujici
mimo jiné také gen RORA.

Ackoli z hlediska epilepsie neni kauzalita deleci 15921.3q22.31 jasné prokazana,
predpokladame, ze vzhledem k rozsahu aberace, vzniku de novo, negativnimi vyskytu CNV
v databazi DGV a korelaci fenotypu probanda s onemocnénim zptisobenym patogennimi

SNV genu RORA, je kauzalita pravdépodobna.

423.1.7  Atypicka duplikace 9¢34.11q34.3 (E16021_(%)

De novo duplikace oblasti 9q34.11q34.3 byla nalezena u chlapce s epilepsii,
vyraznym regresem ve vyvoji feci a PAS.

Duplikace postihuje 282 genli, ovSem nezasahuje Zzadny v odborné
literatute diskutovany potencidlné¢ kauzdlni gen pro epilepsie, tedy geny EHMTI,
CACNAI1B, GRINI (Bonati et al. 2019) ¢i STXBPI (Abramov et al. 2020). Jako potencialné
kauzalni geny zasazené duplikaci u naseho pacienta se tedy jevi KCNT1 [OMIM *608167]
(Heron et al. 2012; Barcia et al. 2012; Ishii et al. 2013; Vanderver et al. 2014; Rim et al.
2018) a SPTANI [OMIM *182810] (Saitsu et al. 2010; Nonoda et al. 2013; Tohyama et al.
2015), jejichz SNV jsou oznacovany jako pfic¢ina rozvoje AD DEE.

Vysetfeni panelu DEE neprokédzalo jinou pfi¢inu rozvoje epilepsie. Vzhledem
k tomu, ze duplikace lezi ¢aste¢né v oblasti kauzalni pro rozvoj 9q34 duplikaéniho
syndromu, je de novo pivodu a zasahuje velké mnozstvi gentli spojenych s rozvojem NVO,

predpokladame, Ze by se mohlo jednat o pravdépodobnou pfi¢inu obtizi u probanda.

4.2.3.1.8 Duplikace oblasti Xp11.3 (E19073_9)

De novo duplikace o velikosti 4,4 Mb byla prokazana u divky s opozdénym PMV,
epilepsii, hypotonii, hyporeflexii, makrocefalii, facialni dysmorfii a podezienim na atrofii
mozku na MRIL

Duplikace zasahovala 7 genli asociovanych s X-vdzanymi dominantnimi
onemocnénimi (XLD, X-linked dominant). Epilepsie je zmifiovana u tfi z nich: KDM6A4
[OMIM *300128, Kabuki syndrom 2]; SYNI [OMIM *313440, X-vazanad epilepsie
s poruchami uceni a poruchami chovani] a SLC35A2 [OMIM *314375, Vrozena porucha
glykosilace, typ IIm ]. V databdzi DGV nejsou popsany duplikacni varianty podobného
rozsahu. V databazi ClinVar lze dohledat tii pfipady (nssv1608222, nssv584494,
nssv1415060) u nichz jsou popisovany obdobné fenotypové znaky (epilepsie, makrocefalie,

opozdény PMV, abnormality CNS) jako u nasi probanky.
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Pii pouziti standardizované terminologie pro popis fenotypu tzv. HPO (Human
Phenotype Ontology) terminti, které odpovidaly fenotypu probandky (HPO:0001250,
0001252, 0001999, 0012758, 0000256) bylo programem GENA postupné vytipovano
nekolik gend, jejichz aberace vedou k vyjadieni daného znaku. Nejprve byly vytipovany
geny pro jednotlivé HPO terminy zvlast' a ndsledné pro kombinace jednotlivych znakd.
Vsechny fenotypové znaky lze pozorovat u patogennich SNV genu OTUDS5 [OMIM
*300713] (Obrazek 24), které jsou piicinou rozvoje X-vazaného recesivniho onemocnéni
(XLR, X-linked recessive) ,,Multiple congenital anomalies-neurodevelopmental syndrome*
[OMIM #301056, ORPHA:528084] (Saida et al. 2021). Cho et al. 2021 oznacili gen za
soucast mTOR signaliza¢ni drahy, kterd je nezbytna pro spravny vyvoj a funkci CNS
(Bockaert et al. 2015). Nicméné to, ze aberace genu je zodpovédnd za XLR onemocnéni, a
fakt, ze duplikace nevede k disrupci genu, piipadnou kauzalitu genu nepodporuji. U
probandky bylo provedeno vysetieni metodou WES, které¢ nepotvrdilo pfitomnost patogenni
SNV v genu OTUDS na druhé alele ani zaddnou jinou patogenni variantu. Stejné jako u
ptipadu (E18100) je duplikaci zasazena oblast genti SSX, diskutovanych u piipadu E18100
(kapitola 4.2.1.2.2).

Vzhledem k rozsahu aberace, korelace fenotypu probandky s dal$imi publikovanymi
ptipady, nepfitomnosti této CNV v databazi DGV a negativnimu vysledku WES, které
neprokéazalo jinou pfiinu obtiZzi u probandky se domnivame, Ze detekovand CNV je

pravdépodobnou pficinou obtizi u probandky.

Epilepsie (HPO:0001252)
HP0:0001250)
UBA1

ZNF41 KOMEA

FTS/1 NDUFB11

PQBP1 £8P

SYN

RBM10
OTUD5 |  SLC35A2 SLCOA7 GATA1 | PORCN
HDAC6
Vyvojové opozdéni (HPO:0001999)
(HPO:0012758)

Makrocefalie
(HPO:0000256)

Obrazek 24: Geny z duplikovaného regionu, jejichZ aberace vedou k rozvoji epilepsie,
hypotonie, makrocefalie, vyvojového opozdéni a facialni dysmorfie.

Barevné obdelniky ohranicuji geny, jejichz aberace vedou k rozvoji urcitého fenotypu znaku, ktery je
uveden ve stejném barevném provedeni jako ohranicujici obdelnik.
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4.2.3.1.9 Rekurentni duplikace 22q11.2 (E16008_J)

Rekurentni paternalni duplikace oblasti 22q11.2 byla detekovana u chlapce
s epilepsii, lehce opozdénym vyvojem, agresivitou a nespecifickou facialni dysmorfii. Jedna
se o typickou rekurentni duplikaci mezi zlomovymi misty LCR-A/LCR-D. Fenotypové
projevy duplikaci jsou zna¢né heterogenni, je vSak popisovano vyvojové opozdéni,
hypotonie, ID, facialni dysmorfie ¢i srdecni vady. Aberace je Casto dédéna od nepostizeného
rodice. V databazi DGV jsou taktéz popsany duplikacni varianty. Pro tuto oblast je
charakteristickd neuplna penetrance a variabilni expresivita. Duplikace této oblasti byla jiz
v minulosti spojovéana s epilepsii (Ensenauer et al. 2003; Piccione et al. 2011; Tan et al.
2011; Valvo et al. 2012). Sekvenovanim panelu DEE nebyla jind pficina epilepsie u
probanda zjisténa.

Na zéklad¢ informaci z literatury lze soudit, ze detekovand varianta by mohla
souviset s rozvojem epilepsie u probanda (E16008), prozatim vSak existuje malo dikazl

potvrzujicich jasnou kauzalitu.

4.2.3.2 Varianty nejasného klinického vyznamu

VétSina CNV Kklasifikovanych jako VUS byla zdédéna od rodice, ktery epilepsii
dle naSich informaci netrpél. Pro tento fenomén existuje nc¢kolik vysvétleni. Je mozné,
ze detekované CNV predstavuji vzacné benigni familiarni polymorfizmy, které jsou dédény
v ramci n€kolika generaci a nejsou primarni pfi¢inou rozvoje epilepsie. Dale mohu nékteré
CNV predstavovat rizikovy faktor, ktery v kombinaci s dalS§imi jak genetickymi, tak
negenetickymi faktory muze vést k rozvoji epilepsie. V soucasné dobé vSak u nize
uvedenych variant neni dostatek informaci potfebnych k tomu, aby mohly byt spolehliveé
zafazeny bud’ mezi polymorfizmy nebo mezi rizikové faktory. U ¢asti nize uvedenych
ptipadl byly provedeny i dalsi celogenomové analyzy, které jsou u jednotlivych piipada
zminény. U vétSiny téchto pifipadii zlstava nalezena CNV jedinou suspektni genomovou

variantou.

4.2.3.2.1 Delece 1q23.3 (E20039_)

Vyse zminéna delece s nezndmym rodicovskym ptvodem byla prokdzana u chlapce
s molekularné geneticky potvrzenou hypochondropléazii (patogenni SNV v genu FGFR3)
a dalSimi fenotypovymi znaky nesouvisejicimi s timto onemocnénim, jako je epilepsie,
porucha feci, pervazivni vyvojova porucha, ID, opozdény PMV ¢i opozdénd myelinizace

mozku.
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Delece podobného rozsahu nejsou v dostupnych databazich popsany. Delece
zasahuje ctyii OMIM geny (SDHC, DFAPI2G, FCGR2A4, HSPAG6), jejichz spojitost
s rozvojem NVO ¢i jinych geneticky podminénych onemocnéni neni prozatim popisovana.
Haploinsuficience genu SDHC byla popséna pouze u feochromocytomu a paragangliomu.

Vzhledem k nemoznosti ovéfit rodi¢ovsky ptuivod ziistava tato delece klasifikovana

jako VUS.

4.2.3.2.2 Duplikace 2p22.2 (E19077_2)

Duplikace 2p22.2 byla nalezena u chlapce s komplexnim postizenim zahrnujicim
epilepsii, opozdény PMV, hypotonii, mikrocefalii a facidlni dysmorfii. Pivod aberace
u naseho pacienta nebylo mozné uzavitit z divodu nevySetieni otce probanda, jehoz DNA
neni k dispozici; u matky pacienta CNV prokazana nebyla. VySetienim panelu DEE nebyla
zjisténa zadna dalsi suspektni genomova varianta.

CNV o velikosti 1,27 Mb zasahovala nékolik desitek gent. Epilepsie jako
fenotypovy projev je popisovana u patogennich SNV v genu EIF2AK2 [OMIM *176871],
jez vedou k rozvoji AD LEUDEN sy. (LEUkoencephalopathy, Developmental delay, and
Episodic Neurologic regression syndrome)[OMIM #618877, ORPHA: neni pfidé€len].
Kauzalni jsou vtomto piipadé ztratové (,loss of function) patogenni varianty, nikoli
duplikace. Zhu et al. 2021 na zaklad¢ bioinformatické analyzy, vytipovali v oblasti 2p22.2
jako pro epilepsii potencialné rizikovy gen QPCT [OMIM *607065]. Citlivost na davku
(triplosenzitivita) neni ani u jednoho z vySe zminénych genti prozatim znama. Ptipadnou
kauzalitu by podporoval fakt, Ze duplikacni varianty stejného nebo podobného rozsahu
nejsou v DGV popsany. V databazi DECIPHER je uveden jeden ptfipad (ID:289942)
s fenotypem epilepsie, psychoza, diabetes mellitus. Duplikace mensiho rozsahu u tohoto
pacienta, lezi v identické oblasti 2p22.2, avSak nezasahuje vySe zminéné geny. Duplikace
byla uzaviena jako VUS a jeji piivod neni uveden. U tohoto pacienta/ky (pohlavi neuvedeno)

byla navic detekovana delece chromozomu 19, hodnocena jako pravdépodobné benigni.
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42323  Duplikace 2p25.3 (E18007_%)

Duplikace byla nalezena u Zeny s opozdénym PMV a farmakorezistentni epilepsii.
CNYV zasahovala v celém rozsahu gen PXDN [OMIM *605158] a dale 20. - 25. exon genu
MYTIL [OMIM *613084, NM_001303052]. Patogenni SNV a delece genu MYTIL jsou
znamou pfic¢inou rozvoje ID [OMIM:616521, ORPHA:178469] (De Rocker et al. 2015).
Mezi hlavni fenotypové znaky pozorované u patogennich SNV genu MYT1L patii opozdéni
eci (95 % jedinci), ID (70 %), nadvaha/obezita (58 %), poruchy chovani (98 %) a epilepsie
(23 %) (Coursimault et al. 2021). Disrupce genu v souvislosti s duplikaci byla publikovana
jako potencidln¢ kauzalni pro schizofrenii (Y. Lee et al. 2012). Kauzalita duplikaci je vSak
nejasnd. V databazi DECIPHER jsou varianty témét identického rozsahu hodnoceny
protichidng, od pravdépodobné benignich pies VUS az po pravdépodobné patogenni. Jako
pravdépodobné patogenni je hodnocena u dvou jedinct (ID:340315, ID:501635) s PAS a
celkovym opozdénim vyvoje a u jednoho pacienta (ID:501682) s epilepsii. Piivod téchto
variant neni uveden. V datab4dzi DGV jsou popsany duplikacni varianty. Proti pfipadné
kauzalité svédci také fakt, Ze geny nejsou dle ,,ClinGen dosage sensitivity map* citlivé na
davku ve smyslu triplosenzitivity a duplikace u naseho pacienta byla zdédéna od zdravého

otce.

4.2.3.2.4 Duplikace 2q22.2 (E20041)

Jako nejasnd byla uzaviena duplikace oblasti 2q22.1 detekovand u pacientky
s epilepsii, poruchou uceni, hyperaktivitou, brachydaktylii a nespecifickou facidlni
dysmorfii. Plvod aberace nebylo mozné ovéfit a dalsi vySetfeni, kterd by mohla odhalit
pfi¢inu, 1épe vysvétlujici obtize, nebyla pro nespolupraci rodiny provedena.

Duplikaci je zasazen pouze gen HNMT [OMIM *605238]. Patogenni SNV byly
popsany u AR ID 51 (MRT51) [OMIM *616739, ORPHA:88616] (Heidari et al. 2015;
Verhoeven et al. 2020). Gen HNMT koduje histamin-N-methyl transferazu, ktera je
esencialni pro metabolizmus neurotransmiteru histaminu (Yoshikawa et al. 2019). Citlivost
na davku neni u genu znama. V databazi DECIPHER lze dohledat n¢kolik pacientt, u nichz
je duplikace hodnocena pievazné jako VUS (ID:288536, ID:371025, ID:353585).
Abnormality na EEG jsou uvedeny pouze u jednoho pacienta (ID:371025) s duplikaci
nejasného ptivodu. U téhoz pacienta byla také detekovana duplikace chromozomu X, nejasné

klinické signifikance.
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4.2.3.2.5 Delece exonu 2 genu CNTN6 (E17033_2)

Intragenova CNV v oblasti 3p26.3 zasahujici 2. exon genu CNTN6 [OMIM *607220,
NM_ 001289080.2], byla nalezena u pacienta s opozdénym PMV a epilepsii. Duplikace byla
zdédeéna od zdravé matky. Dalsi vysetfeni (panel DEE) neprokazalo jinou pfic¢inu rozvoje
epilepsie. WES si rodi¢e neprali.

CNYV genu CNTNG6 byly detekovany nejen u pacienti s epilepsii, ale také u zdravych
kontrol. Autofi piedpokladaji, ze tyto aberace jsou spiSe rizikovym faktorem a jejich
manifestace je ovlivnéna nelplnou penetranci a variabilni expresivitou (Hu et al. 2015;
Repnikova et al. 2020). Rozsahové podobné CNV jsou publikovany v databazi DGV.
V databazi DECIPHER lze dohledat jednu pacientku (ID:262200) s heterozygotni de novo
delecti, u které byla popsana epilepsie, srdecni vada, mikrocefalie a ID. Nicmén¢ u pacientky
byla detekovana dalsi CNV — delece chromozomu 7, zdédéna od stejn¢ postizeného rodice.
Tato informace spiSe kauzalitu exonové delece genu CNTN6 vyvraci, stejn¢ jako fakt, ze i
duplikace u naSeho pacienta byla zdédéna od zdravé matky. Vzhledem k protichidnym

informacim ziistadva varianta nejasnou.

4.2.3.2.6 Duplikace 6q16.3 (E20002_%)

Duplikace paternalniho plivodu byla nalezena u divky s ID, epilepsii, opozdénym
PMV, opoZdénym vyvojem feci a lymfedémem.

V databazi DGV a DECIPHER nejsou popsany stejné ani podobné duplikacni CNV.
Duplikace zasahovala v celém rozsahu gen HACE1 [OMIM *610876], ktery je nezbytny pro
normalni vyvoj CNS (Nagy et al. 2019). Chen et al. 2018, popsali, Ze zvySena exprese genu
vede k potlaceni Wnt/f-catenin signaliza¢ni drahy. Zmény drahy Wnt/f-catenin jsou De
Ferrari et al. 2006 popisovany jako rizikové a zapojené do rozvoje neurovyvojovych
a neurodegenerativnich onemocnéni. Gen je pfedmétem zdjmu vyzkumné skupiny ,,7he
ClinGen epilepsy Gene Curation Expert Panel . Citlivost genu na davku nebyla prozatim
hodnocena. Vysetfeni WES neprokéazalo Zzddnou podezielou variantu, kterd by fenotyp

vysvétlila [épe.

4.2.3.2.7 Duplikace 7q11.22 (E21001_¢%)

Duplikace zasahujici 1. a 2. exon genu AUTS2 [OMIM *607270, NM_015570.4]
byla nalezena u chlapce s epilepsii, mirné opozdénym PMV a ID. Duplikace byla zdédéna

od zdravého otce. V databazi DGV je popsana jedna rozsahov€ mensi varianta

88



(nsv4137316). V databazi DECIPHER jsou publikovany piedev§im rozsahové veétsi
duplikace, zasahujici mnoho dal$ich gend.

Bilkovinovy produkt genu AUTS2 je nezbytny pro spravny vyvoj kortikalnich
neurond a neuralni migraci (Hori et al., 2014; Hori et al. 2017; Castanza et al., 2021). Delece
a patogenni SNV byly pospany jako pfi¢ina rozvoje AUTS2 sy. [OMIM #615834,
ORPHA:352490], jez se projevuje ID, mikrocefalii, PAS a epilepsii (Beunders et al. 2013;
2016). Citlivost na davku byla prokazana ve smyslu haploinsuficience, triplosenzitivita byla
negovana. Gen je predmétem zajmu vyzkumné skupiny ,,7he ClinGen epilepsy Gene
Curation Expert Panel . Aberace genu byly popsany také ve spojitosti s rozvojem ADHD,
depresi a psychiatrickych poruch (Mefford et al. 2010; Hori et al. 2021). Nagamani et al.
2013 popisuje duplikaci exonu 5 u chlapce s generalizovanymi tonicko-klonickymi kiecemi.
U naSeho probanda byla navic detekovana dalsi CNV (duplikace 15q11.2 - HFLP).
Vysetieni WES prokazalo u probanda de novo heterozygotni variantu ¢.1372C>T, p.
(Arg458*) v genu ANKRDI11 [OMIM *611192]. Varianta je hodnocena jako patogenni
a nebyla prokézana u zdravych jedincii. Patogenni SNV genu jsou asociovany s KBG sy.
[ORPHA:2332]. Typickymi fenotypovymi znaky syndromu jsou makrodoncie, ID, facidlni
dysmorfie, maly vzrist, skeletalni abnormality a v mens$i mife také epilepsie. Je tedy
pravdépodobné, Ze pticina obtizi u probanda je spise vysvétlena pritomnosti patogenni SNV.

Nicméné podil duplikace 7q11.22 a 15q11.2 na vysledném fenotypu nelze zcela vyloucit.

4.2.3.2.8 Delece 10q23.1 (E21041_9)

Intersticialni delece chromozomové oblasti 10g23.1 zasahujici 2. - 3. exon genu
NRG3 [OMIM *605533, NM_001010848.4]. U divky byla prokazéana epilepsie, opozdény
PMV, DMO, poruchy vyvoje feci. Divka je upoutdna na invalidni vozik a vyZaduje
nepfetrzitou péci. Pivod delece nemohl byt zjistén z divodu absence vzorku rodicu.
V databazi DGV nejsou popsany dele¢ni varianty. Nékolik menSich intragenovych deleci,
klasifikovanych jako VUS ¢i jako pravdépodobné benigni, je uvedeno v databazi
DECIPHER. Jako patogenni je hodnocena delece u pacienta (ID:501463) s hirsutismem.
Mezi popsané funkce genu NRG3 patii indukce riistu a diferenciace fady bun¢k skrze ErbB
receptory (Fallin et al. 2005; Chen et al. 2009), ¢i regulace SNARE komplexu
v presynaptickych spojenich (Wang et al. 2018). Knockout genu u mysi vedl v pozorovanich
Wang et al., 2018 ke zvySené glutamatergni transmisi. Dle ClinGen dosage sensitivity vSak

neexistuji diikazy prokazujici citlivost k haploinsuficienci.
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42329  Duplikace 11p11.2 (E21003 ()

Duplikace byla nalezena u chlapce s PAS, ADHD, opozdénym PMYV, epilepsii
a agresivitou. Duplikace byla zdédéna od zdravé matky. V databazi DGV je popséana jedna
rozsahové podobna duplikace (nsv4210412). Podobné duplikacni varianty jsou v databazi
DECIPHER hodnoceny pievazné jako benigni (ID:307922, ID:288560) a jedna (ID:4137),
zdédéna od zdravého rodice jako VUS (fenotyp neni uveden).

CNV zasahuje celkem sedm OMIM gentt (AMBRAI, HARBII, ATG13, ARHGAPI,
ZNF408, F2, CKAPS). Dva z nich, F2 a ZNF408, jsou spojovany s geneticky podminénym
onemocnénim, avSak bez manifestace epilepsie. Citlivost na davku u téchto genli neni
prozatim znama.

U naSeho probanda byla navic detekovana maternalni duplikace Xp22.31 (HFLP)
a paternalni delece 2p16.3 (gen NRXNI_VUS). Je tedy mozné, ze fenotyp tohoto pacienta je
spiSe dan (podminén) kombinaci nékolika CNV. Kauzalitu duplikace 11p11.2 ve spojitosti

s dal$imi detekovanymi CNV nelze v soucasné dobé& specifikovat.

4.2.3.2.10 Delece 11p13 (E20031_(%)

Paternalni delece oblasti 11p13 byla detekovana u chlapce s epilepsii, ID a facialni
dysmorfii.

V databazi DGV jsou popsany podobn¢ delecni varianty (esv2751022, nsv529004).
Vétsina delecnich variant je v databazi DECIPHER klasifikovana jako patogenni, nicméné
se jednd o jedince s aniridii. VySetteni panelu DEE a WES u naseho pacienta neprokézalo
jinou pfi¢inu.

Detekovanad CNV zasahuje 4 OMIM geny — IMMPIL, DCDCI, DNAJC24 a ELP4.
Citlivost na davku téchto gent neni prozatim znama. Posledni ze zasazenych genti ELP4
[OMIM *606985] pusobi jako elongaéni faktor, ovliviiujici migraci neuront a kortikalni
vyvoj (Creppe et al. 2009). Delece genu je asociovana s rozvojem aniridie [ORPHA:250923]
(Cheng et al. 2011; Wawrocka et al. 2012). Strug et al. 2009 oznacuje patogenni SNV genu
jako rizikovy faktor pro naruseni vyvoje mozku a s nim souvisejici rozvoj epilepsie a dalSich
NVO. Mikrodelece zasahujici gen ELP4 u pacientl s epilepsii publikoval Addis et al. 2015,
nicméné u jejich souboru pacientli nebyla provedena zadna metoda k detekci ptipadnych

SNV.
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4.2.3.2.11  Delece 13q34 (E17048_7)

Delece oblasti 13q34 byla prokdzéna u pacienta s opozdénym PMYV, epilepsii
a facialni dysmorfii. Delece byla zdédéna od zdravého otce. Vysetteni panelu DEE
a WES neodbhalilo jinou pfi¢inu epilepsie

V databazi DECIPHER je uvedena pouze jedna deleCni varianta u pacienta
s poruchou chovani (ID:278019), u které vSak neni uvedena dédicnost ani klinicka
signifikance. Detekovand delece 13q34 zasahuje dva geny COL4A41 [OMIM *120130]
a COL4A42 [OMIM *120090]. Mutace genu COL4A42 je spojovana s AD familidrni
porencefalii [ORPHA:99810] a mutace genu COL4A1 je zodpovédnd za rozvoj nékolika
AD onemocnéni: familiarni porencefalie [ORPHA:99810], familiarni vaskularni
leukoencefalopatie [ORPHA:36383], familiarni schizencefalie [ORPHA:481986],
Walkertv-Warburgiiv sy. [ORPHA:899], AD pontinni mikroangiopatie s leukoencefalopatii
[ORPHA:477749], retindlni arteridlni tortuozita [ORPHA:75326]. V dostupné literatute je
popisovan piipad divky shemiplegii na levé strané, farmakorezistentni epilepsii a
opozdénym vyvojem, u které byla prokazana de novo patogenni SNV genu COL4A41 (Hino-
Fukuyo et al. 2017). Hemiparéza, epilepsie a vyvojové opozdéni jsou popisovany u nékolika
dalsich jedincti s mutaci genu COL4A 1. Patogenni SNV genu COL4A1 u pacientl s epilepsii
popsali také Wang et al. 2020 a Boyce et al. 2021. Duplikace ¢idelece ve spojitosti

s epilepsii nejsou v soucasné dobé& popsany.

4.2.3.2.12 Duplikace 16p13.2 (E19066 <)

U divky s epilepsii a opozdénym PMV byla prokézana duplikace 16p12.2 zasahujici
¢tyti OMIM geny (UQCR2, EEF2K, POLR3E, CDR?2). Duplikace byla zdédéna od zdravé
matky. V databazi DGV a DECIPHER nejsou uvedeny duplika¢ni varianty tohoto rozsahu.
Citlivost na davku u vySe zminénych gent neni prozatim znama. S rozvojem onemocnéni je
spojovan pouze gen UQCRC2 [OMIM *191329], ktery je asociovan s AR deficienci
mitochondridlniho komplexu III [ORPHA:1460]. U ostatnich zasaZenych genli neni
v literatufe popisovdna spojitost s rozvojem NVO ¢i epilepsie. Klinicky dopad této
duplikace zGstava nejasny. VySetfeni karyotypu u divky prokazalo navic pfitomnost
nadbyte¢ného chrozomu X (47,XXX). Né&kolik publikaci popisuje epilepsii jako jeden
z fenotypovych projevli syndromu 47,XXX (Takei et al. 1969; Sills et al. 1978; Roubertie et
al. 2006; Grosso et al. 2008; Gschwind et al. 2022). Nejcastéji se jednalo o fokalni epilepsie
s brzkym néstupem. Prevalence epilepsie u 47,XXX je odhadovana na 11 - 15 % (Tartaglia
et al. 2010). V soucasné¢ dob¢ je sice nalez duplikace 16p12.2 v kombinaci s 47,XXX
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nejasny, avSak vzhledem k tomu, ze ani metodou WES nebyla jina pticina obtizi u nasi

pacientky nalezena, ziistavaji tyto dva nélezy prozatim moznou pti¢inou rozvoje epilepsie.

4.2.3.2.13 Duplikace 16p13.2 (E21063_7)

Duplikace oblasti 16p13.2 materndlniho piivodu byla nalezena u chlapce s epilepsii,
opozdénou myelinizaci mozku, dolichocefalii, facidlni dysmorfii, malformaci sterna
a arachnodaktylii. V databazi DGV je uvedena fada duplikacnich variant v tomto regionu.
V databazi DECIPHER jsou popsany duplikac¢ni varianty, které vSak nekoresponduji
s rozsahem duplikace u pacientky a piekryvaji se pouze casteCné. Tyto varianty jsou
hodnoceny riizné, od benignich po pravdépodobné patogenni.

Duplikace zasahuje dva AR geny, respektive 2. — 16. exon genu ABAT [OMIM
*137150, NM_020686.6] a 1. exon genu PMM2 [OMIM *601785, NM_000303].
Homozygotni a sloZzené heterozygotni patogenni varianty genu ABAT jsou popisovany jako
kauzalni pro rozvoj AR dédicné GABA-transaminazové deficience [OMIM #613163,
ORPHA:2066]. Borlot et al. 2017 popisuji duplikace genu ABAT jako moZznou piicinu
rozvoje syndromu Lennox-Gastaut. Tassano et al. 2015 publikuji ptipad divky s epilepsii,
ID, ventrikulomegalii, frontonasalni kalcifikaci a facialni dysmorfii, kterd nesla duplikaci
o rozsahu 5,3 Mb zahrnujici nékolik genti, v¢éetné genu ABAT. Vysledek WES byl ve shod¢
s ndlezem na aCGH, dalsi klinicky suspektni varianta zji§t€éna nebyla, nepotvrdila se ani

suspektni SNV na druhé alele genu ABAT.

4.2.3.2.14 Duplikace 17p13.3 (E17014_©9)

Jako VUS byla klasifikovana maternalni duplikace 17p13.3 u divky s tézkou
farmakorezistentni epilepsii (Lennoxtiv — Gastautiv sy.). Kromé epilepsie bylo u divky
popsano opozd’éni PMV a dyskalkulie. Detekovana duplikace zasahuje 6 OMIM gent
(YWHAE, CRK, MYOIC, INPP5K, PITPNA, SLC43A2). Citlivost na davku ve smyslu
triposenzitivity je u téchto genti negovana, piipadné neni znama. V databazi DGV je popsana
jedna rozsahové podobné duplikacni varianta (nsv4239816). V databazi DECIPHER jsou
publikovany obdobné duplikaéni varianty hodnocené pievazné jako pravdépodobné
patogenni ¢i VUS.

Rekurentni aberace této oblasti jsou rozdéleny na dvé ttidy — duplikace zahrnujici
gen PAFAHIBI [OMIM *601545] aduplikace, bez =zasazeni genu PAFAHIBI,
ale zahrnujici gen YWHAE [OMIM *605066] (Bruno et al. 2010). Spojitost s rozvojem PAS
a ID je uvadéna u genu YWHAE a CRK [OMIM *164762] (Capra et al. 2012; Curry et al.
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2013; Blazejewski et al. 2018). Produktem genu YWHAE je protein, plnici fadu funkci
v CNS (Cornell et al. 2016) a interagujici s proteiny nezbytnymi pro neuralni signalizaci
(Noor et al. 2018). Dle Cornell et al., 2016 vede zvysSend exprese genu ke snizeni formace
neuritd. Bruno et al. 2010 popisuje duplikace jako faktor negativné ovliviyjici vyvoj
neurdlni sité¢. Duplikace ve spojitosti s rozvojem epilepsie nebyly prozatim popsany. Gen
CRK plni roli v regulaci riistu a podili se na bunéénych ucincich vyvolanych ristovym
hormonem a inzulinu podobnému rastovému faktoru 1. Delece byla popsana pouze ve
spojitosti s postnatalni ristovou deficienci (Dstergaard et al. 2012). VySetfeni panelu DEE
neprokéazalo zadnou jinou klinicky suspektni SNV vysvétlujici rozvoje epilepsie u nasi

probandky.

4.2.3.2.15 30% mozaika duplikace 17p11.2q11.2 (E18058_ %)

Vysetieni metodou aCGH bylo provedeno u pacientky s nalezem marker
chromozomu (sSMC, small Supernumerary Marker Chromosome) ve 27 % mit6z (Obrdzek
25). De novo duplikace 17p11.2q11.2 o velikosti 8,3 Mb byla metodou aCGH detekovana
ve ~ 30% mozaice a byla klasifikovana jako VUS.

Pro upfesnéni procentualniho zastoupeni bylo doplnéno vySetfeni periferni krve
metodou FISH za pouziti sondy pro centromeru 17 a malovaci sondy pro 17p a 17q. FISH
potvrdila ptitomnost sSSMC(17) ve 20 % bunék (Obrazek 26). Vysetieni prokazalo navic
ptitomnost tieti bunécné linie, zastoupené dvéma sSMC(17) v 10 % bunék (Obrdzek 26).
Pouzitim malovacich sond pro p a ¢ raménka bylo zjisténo, Ze marker chromozom kromé
centromery obsahuje geneticky material z obou ramének chromozomu 17. Metodou aCGH
byl detailnéji objasnén genovy obsah (Obrazek 27). Duplikovana oblast zasahuje celkem
225 gend (60 OMIM gend, 12 z nich je spojeno s geneticky podminénym onemocnénim).
Vétsina publikovanych pacienti se sSSMC(17) vykazuje vyvojové opozdéni rizného stupné
a ID. Epilepsie nebyvaji bézné popisovany. V literatuie lze dohledat pouze dva ptipady
(Obrazek 28), kdy byla manifestovana epilepsie (Kogan et al. 2009; Cornelius et al. 2015).
V ptipadé publikovaném skupinou Kogan et al., 2009 byl vSak detekovan, kromé sSMC(17),
dalsi sSSMC z oblasti 13q11q12.11 o velikosti 2,2 Mb. Jako potencialn¢ kauzalni pro NVO
oznacuje Cornelius et al., 2005 geny NOS2 [OMIM *163730] a TRAF4 [OMIM *602464].
Proteinovym produktem genu NOS?2 je NO-syntetaza, ktera katalyzuje oxidaci L-argininu za
vzniku radikdlového iontu oxidu dusnatého (NO-). Oxid dusnaty v organizmu ovliviiuje
neurotransmisi a usnadniuje uvoliiovani dopaminu (Karatinos et al. 1995; West et al. 2002).

Duplikace by tedy mohla ovliviiovat hladinu NO a jeho funkci (Cornelius et al. 2015).
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Karatinos et al. 1995 pak predpokladaji ulohu v rozvoji neuropsychiatrickych poruch. Ani u
jednoho z genli vSak neni znama citlivost na davku. Dalsi sSSMC(17) podobného rozsahu,
v 88% mozaice, popsal Bertelsen et al. 2013 upacienta s ADHD a Tourretovym
syndromem.

U nasi probandky bylo ve fenotypu, kromé epilepsie, popsano ADHD, porucha
chovéni, hrani¢ni intelekt, hyperpigmentace, hirsutismus a opakované pyelonefritidy.
Ptitomnost sSMC(17) by mohla pravdépodobné vysvétlovat obtize typu ID, nicméné

z hlediska epilepsie a dalSich fenotypovych projevii zistava kauzalita nejasna.

{‘7 )

Obrazek 25: Vysledek vysetieni karyotypu u vzorku E18058

Cervena Sipka oznacuje marker chromozom.
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Obrazek 26: Vysledek vysetieni metodou FISH u vzorku E18058

Leva cast obrazku zobrazuje vysledek vysetieni pri pouziti sondy pro centromeru chromozomu 17:
A —tFi Cervené signaly pro centromeru 17 na jadre, na mitoze patrny cerveny signal na malém marker
chromozomu, B — patrné Ctyri cCervené signdaly pro centromeru chromozomu 17, na mitozach
prokazané takeé ctyri signaly, dva z toho v obvyklé lokalizaci na chromozomech 17 a dva na malych
nadpocetnych marker chromozomech. Prava cast obrazku prezentuje totozny vysledek, avsak pri
poucziti malovacich sond pro p (zelend) a q (Cervenad) raménko.
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Obrazek 27: Vysledek aCGH u pacientky E18058
Ve vysledku je patrnd duplikace pericentromerické oblasti chromozomu 17, zndazornéna vychylenim
stredové krivky (znacici hodnotu 0 ) k hodnote 1.
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Obrazek 28: Znazornéni rozsahu duplikace u dvou publikovanych pripadi a pacientky
E18058.

V obrazku je dale zakreslena poloha dvou dle Cornelius et al.,2015, potencialne kandidatnich genii
NOS2 a TRAF4 pro NVO. Zpracovano pomoci UCSC genome browser on human,
https://genome.ucsc.edu/index.html

4.2.3.2.16 Duplikace 17q25.1 (E19034_9)

Duplikace, bez uzaviené¢ho rodicovského piivodu, byla nalezena u divky s epilepsii,
vyvojovym opozdénim, hrani¢ni ID a myopii. Pivod aberace nebylo mozné uzaviit
z diivodi chybéni DNA obou rodic¢a.

Klasifikace nalezené varianty se napfi¢ databazemi lis§i — od benignich
po pravdépodobné patogenni. V databdzi DECIPHER lze dohledat desitky pacientd,
pti¢emz epilepsie byla popsana pouze u jednoho z nich (ID:381487), u n€hoZz byla duplikace
maternalniho pivodu. Duplikace podobného rozsahu jsou publikovany v DGV. Z hlediska
epilepsie by mohlo hrat roli zasazeni genu GPRC5C [OMIM *605949], ktery koduje
metabotropni glutamatovy receptor, ktery ovliviluje modulaci synaptické transmise a
neuralni vzruSivost CNS (Niswender et al. 2010). Nicméné stejné¢ jako v ostatnich
ptipadech, nebyly duplikace prozatim popsany, jako pfi¢ina epilepsie. Citlivost genu na
davku neni znama. VySetfeni panelu gentt DEE neodhalilo jinou pfic¢inu rozvoje obtizi, WES

si rodiCe neprali.
4.2.3.2.17 Duplikace 18q22.1 (E21027_7)

Duplikace nezndmého rodi¢ovského plivodu byla detekovana u chlapce s epilepsii,
ID, ADHD a opozdénym vyvojem. Vysetienim panelu CES-CID nebyla u naseho pacienta
prokdzana jina klinicky suspektni SNV. Duplikaci je zasazen jeden OMIM gen TMX3
[OMIM *616102], jez neni spojovan s zddnym onemocnénim a citlivost na davku neni
znama. V databdzi DGV jsou popsany mensi duplikaéni varianty (nsv4255861
a dgv3390n100). V databazi DECIPHER Ize najit jednu pacientku s epilepsii (ID:317674),
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u niz byla maternaln¢ zdédéna CNV hodnocena jako VUS. U této pacientky byla navic
detekovéana paternalni, nejasna duplikace oblasti 7q11.22 zasahujici gen AUTS2. Spojitost

s rozvojem epilepsie u tohoto genu je diskutovana v kapitole 4.2.3.2.7.

4.2.3.2.18 Delece 22q11.22q11.23 (E19018_J)

Maternalni delece oblasti 22q11.22q11.23 se nachdzela mezi zlomovymi misty
LCR22-5(E) - LCR22-6(F). V databazi DGV jsou popsany delecni varianty podobného
rozsahu. V databazi DECIPHER jsou uvedeny desitky pacient s deleci tohoto regionu,
u nichz byla popsana ID, facidlni dysmorfie a PAS. Epilepsie byla popsana pouze u pacienta
ID:351609, ktery taktéz vykazoval ID a celkové opozdéni vyvoje. Klasifikace varianty
u jednotlivych pacientll je uzavirdna jako pravdépodobné benigni, VUS ¢&i jako
pravdépodobné patogenni. V dostupné literature jsou spiSe popisovany duplikace regionu
22q11.22q11.23, u nichz je epilepsie Castéjs$i nez u nami detekované delece (Ensenauer et
al. 2003; Coppinger et al. 2009; Shimojima et al. 2010). U naSeho pacienta bylo provedeno
vySetieni panelu DEE, kterym nebyla zji$téna Zadn4 jina suspektni varianta, WES proveden
nebyl z diivodu chybégjiciho vzorku DNA otce. Ackoli fenotyp probanda zahrnujivi PAS, ID,
opozdény PMV, autoagresivitu a facidlni dysmorfie odpovida nalezené CNV, z hlediska

epilepsie zlistava kauzalita nejasna.

4.2.3.2.19 Delece Xp22.31 u chlapce s epilepsii (E17060 )

Delece oblasti Xp22.31 byla nalezena u chlapce s epilepsii, facialni dysmorfie
a kongenitalni X-vazanou ichty6zou [ORPHA:461], podminénou deleci genu ST, ktery se
nachazi v inkriminovaném regionu Xp22.31. Epilepsie byla popsédna u nékolika jedinct
s vrozenou ichty6zou (Quattrini et al. 1986; Gohlke et al. 2000; Carrascosa-Romero et al.
2012; Ohyama et al. 2019; Myers et al. 2020). Rodrigo-Nicolas et al., 2018 publikovali
studii, kdy epilepsii pozorovali u 4/30 (13 %) jedincti s X-vazanou ichtyézou. Jako
potencialné kauzalni se jevi gen STS, ktery je nezbytny pro spravnou tvorbu steroidnich
hormont. Steroidni hormony hraji dilezitou roli ve vyvoji a spravném fungovani mozku
(Ktiz et al. 2008) a jejich deficience by mohla vést k vyvojovym abnormalitim mozku
a naslednym neurologickym nasledkiim (Myers et al. 2020). Pivod aberace neni znam
z divodu nevysetieni rodict. VySetteni panelu DEE prokéazalo maternalni SNV genu DNM 1

[OMIM *602377], ktera byla uzaviena jako benigni a neni tudiz pfi¢inou rozvoje epilepsie.
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4.2.4 CNV detekované ve skupiné D

Do skupiny D bylo zafazeno 38/400 (9,5 %) jedincii. U 9/38 (23,7 %) bylo
identifikovano 10 klinicky podezielych CNV. Jako pravdépodobné patogenni byly uzavieny
2/10 (20 %) CNV. 7/10 (70 %) CNV bylo uzavieno jako nejasnych a 1/10 (10 %) CNV byla
uzaviena jako HFLP. Klasifikace detekovanych variant a jejich dédi¢nost je uvedena
v Tabulce 13. Ackoli zde prezentovana ¢ast souboru skyta urcité limitace (velikost souboru,
nemoznost vySetieni rodi¢ii probandil), ukazuje se, Ze vysetifeni pomoci metody aCGH muze
byt 1 u jedinci s epilepsii na podkladé MCD piinosné. Ve dvou piipadech byly nalezené
CNV uzavieny jako pravdépodobna pfi€ina epilepsie. U nejasnych variant byly vytipovany
mozné kauzalni geny. V jednom piipad¢ byl jako mozny mechanizmus vedouci k rozvoji
onemocnéni oznacen ,,second-hit “ model, tedy kombinace dvou a vice genomickych variant
(CNV 1 SNV) spolupodilejicich se na vysledném fenotypu. Vhodna kombinace metod mtize
vést k odhaleni dalSich takovych ptipadl. Rozsiteni této specifické skupiny pacientii o dalsi
jedince by do budoucna mohlo vést k odhaleni novych kauzéalnich CNV a piipadnému
potvrzeni naSich z&véri o mozné kauzalit¢ u navrhovanych genii a reklasifikaci

detekovanych aberaci.

Tabulka 13: CNV detekované u pacientii ze skupiny D

Sedé podbarvené radky predstavuji nalez nékolika CNV u téhoz pacienta. VUS: varianta nejasného
vyznamu, PP: pravdépodobne patogenni; HFLP: highfrequency, lowpenetrant; ,,-*: dedicnost
neznama, ADHD: porucha pozornosti s hyperaktivitou, U materndlnich/paternalnich CNV je
v zavorce uveden fenotyp rodice, nesouciho totoznou CNV. Neni-li fenotyp uveden, rodic je ,,zdrav*.

Oznaceni Nalez Klasifikace Dédi¢nost
E17070 arr[GRCh37]16p11.2(28824794 29043960)x3 PP -
E18068 arr[GRCh37]2p13.1(74349200_74616182)x3 vus paternalni

(ADHD, porucha
uceni, dyslexie)

E19015 arr[GRCh37]15q13.3(32065000_32514980x3) VUS ;
arr[GRCh37]Xp22.31(6453313_8115153x2~3) HFLP _
E19039 arr[GRCh37]7q31.1(111030974_111134620)x1 VUS ]
E21010 art{GRCh37]4q12(55968500 56697917)x3 VUS ]
E21026 art{GRCh37]16p13.3(6660927 6685699)x3 VUS ]
E21035 art[GRCh37]1q44(246143162 246606756)x1 VUS ]
E21042 artGRCh37]15q11.2q13.1(23656936 28520313)x3 PP de novo
E21055 art{GRCh37]16p13.3(6767242 6801642)x1 VUS paternalni
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4.2.4.1 Pravdépodobné patogenni CNV

Jako pravdépodobné patogenni byly uzavieny 2/10 (20 %) CNV, detekované u 2/38
(5,2 %) jedinct. Jednalo se o duplikaci oblasti 16p11.2 a duplikaci oblasti 15q11.2q13.1.

4.2.4.1.1 Duplikace 15q11.2q13.1 (E21042_&)

Jako pravdépodobné patogenni byla hodnocena de novo duplikace oblasti
15q11.2q13.1 u chlapce s epilepsii vzniklé na podkladé FCD (E21042). Duplikace lezi
v oblasti 15q11q13 mikroduplikacniho syndromu (BP2-BP3), kritické pro rozvoj Praderiv
— Williho sy. [OMIM #176270, ORPHA:739] a Angelmanova sy.[OMIM #105830,
ORPHA:72] a zasahuje minimaln¢ dva geny GABRA5 [OMIM *137142] a GABRB3
[OMIM *137192], jez jsou asociovany s rozvojem epilepsie. Vliv zasazenych genl na
rozvoj MCD neni prozatim popsan. V literatute 1ze dohledat pouze jednu studii od Copping
et al. 2017, zabyvajici se duplikaci genu UBE34 [OMIM *601623]. Dle studie vede
duplikace genu u mySich modelti k hypoplédzii pfedniho mozku, hipokampu, amygdaly
a kortikalni masy. Mohlo by se tedy jednat o potencidln¢ kauzalni gen, jehoz aberace vedou
ke zmé&nam struktury mozku souvisejicich s MCD. Vzhledem k negativnimu vysledku
vySetfeni panelu MCD, ziistdva nami detekovana duplikace prozatim jedinou moznou

pti¢inou rozvoje FCD a epilepsie u naseho pacienta.

42.4.1.2  Duplikace 16p11.2 (E17070_3)

Duplikace 16p11.2 byla nalezena u chlapce s gliomem, mikrocefalii a dal§Simi NVO.
Duplikace se nachdzela mezi zlomovymi misty ozna¢ovanymi jako BP2-BP3 (distalni
16p11.2 mikrodele¢ni syndrom). Piivod duplikace se nepodafilo uzavtit z divodu vySetieni
pouze jednoho rodiCe, ktery variantu nenesl. DNA druhého rodi¢e nebyla k dispozici.
Duplikace v této oblasti jsou v literatuie hodnoceny jako patogenni avSak s vysokou mirou
variability fenotypovych projevii a neuplnou penetranci, kterd je odhadovéana na 11,2 %
(Rosenfeld et al. 2013). K nejcastéjSim symptomiim patii opozdény vyvoj, epilepsie a PAS
(Shinawi et al. 2010; Reinthaler et al. 2014; Steinman et al. 2016). Strukturni anomalie
mozku (atrofie a gliozy thalamu, anomalie mozecku, kortikdlni dysplazie, opozdéna
myelinizace) byly v literatufe opakované popsany u fady jedinct (Shinawi et al. 2010;
Schaaf et al. 2011; Filges et al. 2014; Blackmon et al. 2018), chybi ovSem informace o
korelaci jednotlivych fenotypovych projevll s konkrétnim podtypem duplikaci v této oblasti.
Data o fenotypu jsou reportovana souhrné ve vztahu ke vSem typiim duplikaci nachazejicich

se mezi riznymi zlomovymi misty v oblasti 16p11.2. A¢koli je vétSina fenotypovych znakl

99



pacienta vysvétlena pritomnosti duplikace, souvislost s rozvojem gliomu je nejednoznacna,
stejné tak nelze vyloudit, Ze epilepsie u naseho pacienta je disledkem ptitomnosti gliomu.
Vzhledem k dosud publikovanym datim hodnotime variantu jako pravdépodobn¢ patogenni
1 pfes absenci vzorku rodict, nebot’ detekce stejného CNV u rodicti by vzhledem k nizké

penetranci patogenitu nevylucovala.

4.2.4.2 Varianty nejasného vyznamu

Nize uvedené varianty patii k vzacnym a malo popsanym naleziim, jejichZ role
v etiopatogenezi NVO a epilepsie je t.C. nejasnd. Miize se jednat o vzacné benigni
polymorfizmy, ale také o rizikové faktory pro rozvoj NVO, nebot’ zasahuji geny, jeZ se

podileji na spravném vyvoji a spravné funkci CNS.

4.2.4.2.1 Duplikace 2p13.1 (E18068 )

Paterndlni  duplikace 2pl13.1 byla detekovdna u chlapce s lizencefalii
a polymikrogyrii. V databazi DGV a DECIPHER nejsou uveny zadné duplikacni varianty
podobného, mensiho ¢i vétsiho rozsahu.

SNV adelece nékterych, duplikaci zasaZenych genii jsou kauzalni pro rozvoj
geneticky podminénych onemocnéni (Tabulka 14), avSak nemaji jasnou spojitost s MCD. U
duplikaci neexistuji Zadna pozorovani udavajici souvislost s rozvojem MCD a epilepsie. Ani
u jednoho ze zasazenych gend neni zndma citlivost na davku. Pfi naSi reSerSi zasaZenych
OMIM genti u duplikace 2p13.1 byly vytipovany dva geny, jejichZ souvislost s rozvojem
onemocnéni by mohla byt do budoucna prehodnocena. Jedné se o geny MOBIA [OMIM
*609281] a DCTNI [OMIM *601143]. Oba geny koduji proteinové produkty, které jsou
spojeny s funkci mikrotubulli. Produkt genu MOBIA je nezbytny pro kontrolu stability
mikrotubulG béhem cytokineze, a gen DCTNI koduje nejvetsi podjednotku dynactinu,
makromolekuly plnici v bufice funkci tzv. ,,molekuldrniho motoru®, jez je izce spojena
s vazbou na dynein a mikrotubuly. Nezbytnou a dileZitou funkci plni také pti regulaci
stability mikrotubulii, kterou svou vazbou na mikrotubuly zvySuji. NaruSeni téchto funkci
bylo pozorovano u neurodegenerativnich onemocnéni (Lazarus et al. 2013). Patogenni SNV
v genech pro tubulin a MAPs jsou zndmou pfiinou rozvoje poruch korového vyvoje.
Naruseni funkce zminénych genti by mohlo vést k rozvoji onemocnéni, nicméné duplikace
nejsou v soucasné dobé v souvislosti s epilepsii popisovany. Varianta u naseho pacienta byla

zdédéna od klinicky zdravého rodice. VySetteni panelu MCD u pacienta neprokézalo jinou
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suspektni variantu. Vzhledem k t¢émto informacim byla varianta klasifikovana jako VUS

s nutnosti revize v nasledujicich letech.

Tabulka 14: Geny zasazené duplikaci 2p13.1
Cervené — OMIM morbid geny (geny s prokazanym viivem na rozvoj onemocnéni, Cerné tucne —
OMIM geny, AD: autozomdlné dominantni dédicnost; AR: autozomalné recesivni dédicnost,

BOLA3', BOLA3-AS1, MOB1A, MTHFD2, SLC4A5,KRT18P26, RNU6-542P, NECAPI1P2,

2pl3.1 TAF13P2,DCTNI? DCTNI-AS1

1Multiple mitochondrial dysfunctions syndrome 2 with hyperglycinemia [AR]
2Neuronopathy, distal hereditary motor, type VIIB [AD], Perry syndrome [AD]

4.2.4.2.2 wSecond-hit* model u duplikace 15q13.3 (E19015_7)

Pacientem byl chlapec s kortikdlni dysplazii a heterotopii Sedé hmoty mozkove,
unc¢hoZ byla nalezena duplikace typu VUS zasahujici chromozomovou oblast 15q13.3
a duplikace Xp22.31 charakteru HFLP. Duplikace oblasti 15q13.3 lezi mezi zlomovymi
misty oznacovanymi jako CHRNA7-LCR-BP5 a D-CHRNA7-LCR (Obrazek 29). Jedna se o
rekurentni duplikaci zasahujici zpravidla cely gen CHRNA7 [OMIM *118511] a prvni exon
genu OTUD74 [OMIM *612024]. Oba geny koduji proteiny nezbytné pro normalni funkci
synapsi. Gen OTUD7A je nezbytny pro vyvoj a zrani synapsi (Yin et al. 2018). Gen CHRNA7
koduje vznik nikotin-acetylcholinového receptoru, zprostiedkovavajiciho pfenos signalu
v synapsich a jeho regulaci (Schaaf 2014). Dle ClinGen neni u téchto genli popisovana
citlivost na davku ve smyslu triplosenzitivity. V databadzi DGV jsou popsany duplikaéni
CNV. V databazi DECIPHER pievazuje hodnoceni identickych variant jako patogenni.

Duplikace oblasti 15q13.3 jsou charakteristické neuplnou penetranci a variabilni
expresivitou (Szafranski et al. 2010), ¢imZ se urceni jejich klinické signifikance ve vztahu
k fenotypu znacné ztézuje. Nejcastéji popisovanymi symptomy jsou ID, PAS, epilepsie,
ADHD, poruchy chovéni a vyvojové opozdéni (Gillentine et al. 2015). Dle nejnovéjsich
poznatkil 1ze duplikace mezi zlomovymi misty CHRNA7-LCR-BP5 a D-CHRNA7-LCR
povazovat za fenotypicky neutralni (Smajlagi¢ et al. 2021). Proti ptipadné patogenité sveédci
rovnéz fakt, ze vétSina téchto duplikaci je zdédéna od zdravého rodice a jejich prevalence

v populaci je pomérné vysoka (1/125) (Gillentine et al. 2017).

Z hlediska epilepsie jsou SNV a delece genu CHRNA7 povazovany za kauzalni
pro epileptické fenotypy (Gillentine et al. 2015). U duplikaci korelace nebyla prokdzana.

V souvislosti s abnormalitami morfologie CNS lze dohledat ¢lanek, popisujici chlapce
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s celkovym vyvojovym opozdénim, epilepsii, pachygyrii a subkortikalni ,,band heterotopii®,
u néhoz byla prokdzana zhruba 0,5 Mb duplikace zasahujici gen CHRNA7 (koordinaty
duplikace nebyly uvedeny) (Beal 2014). Také Budisteanu et al., 2021 popsali ve své skupiné
dva pacienty s ndlezem na MRI odpovidajicim cysté a Dandy-Walkerové anomalii.

Nami prezentovany pacient je navic nositelem druhé aberace — duplikace oblasti
Xp22.31, zasahujici geny STS [OMIM *300747], PUDP [OMIM *306480], V'CX [OMIM
*300229], PNPLA4 [OMIM *300102]. Druhou aberaci u jedincti s duplikaci 15q13.3
pozorovali napiiklad Gillentine et al., 2017, jez ji detekovali u 5/18 jedincti ze souboru.
V souvislosti s rozvojem MCD ziistava role detekované duplikace 15q13.3 nejasnd, stejné

tak jako mozny vliv duplikace Xp22.31.

chr15 (q13.1-g13.3) EETSERE>-G 120 | Il | AR Ok

Scale 2 Mb} { hg19

chr15: 29,000,000 30,000,000/ 31,000,000] 32,000,000l 33,000,000
oCAzH GOLGABL7P| BC043570|  LOCB43699| FAN1 ] [cHRNAZEH] scasH
HeErCc2 arsaz—+H TP ARHGAP11B) KLF13H GOLGAgO|
AK302306 FAM189A1 HH+—+—  CcHRFAam7A) TRPM1 [lH LOC643699
GOLGABF | NDNL2| AK310526 HERC2P10| OTUD7A i ARHGAP11A]
GOLGASF| GOLGAST] MTMR100 AX747968
30LGASL1| DKFZP434L187 | Locz2s3710] GREM1|
LOC283767 FMNT B
Segmental Dups I EIIRE /N | | ] << <MK 4 n k<< <[l |§}
BP3 BP4 P D-CHRNAT7-LCR BPS

15q13.3 Microdeletion Syndrome
——————————
BP3-BPS Deletions (n=14)

BP3-BP5 Duplications (n=4)

BP4-BPS5 Deletions (n=209)

BP4-BP5 Duplications (n=18)

CHRNA7-LCR-BPS Deletions (n=42)

CHRNA7-LCR-BP5 Duplications (n=68)

Obrazek 29: Chromozomova oblast 15q13.1q13.3

Horni cast obrazku znazornuje cely chromozom 15 s jednotlivymi chromozomovymi pruhy, pod nim
nasleduje seznam a lokalizace jednotlivych genui zvyraznéné oblasti 15q13.1q13.3. Segmentalni
duplikace definuji jednotliva zlomova mista oznacend jako BP3 — BP4, D-CHRNA-7-LCR. Spodni
cast prezentuje nejcastéji detekované duplikace (modra) a delece (Cervend) mezi témito zlomovymi
misty. Prevzato z (Gillentine et al. 2015)
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42423  Delece 7q31.1 (E19039 %)

Delece, zasahujici intron 3, exon 4 a intron 4 genu /IMMP2L [OMIM *605977], byla
detekovana u divky s polymikrogyrii a subkortikalni heterotopii. U genu IMMP2L neni
prokdzana citlivost na davku. SNV a delece genu IMMP2L byly popsany pouze u né¢kolika
izolovanych ptipadl pacientl s Tourettovym syndromem (Patel et al. 2011; Bertelsen et al.
2014). Predpoklada se spojitost aberaci genu s rozvojem PAS (Baldan et al. 2018; Zhang et
al. 2018). Vyrazeni z funkce, neboli ,,knockout* genu, vede dle studie Gokoolparsadh et al.
2017 k dysregulaci gent zapojenych do kontroly bunécné proliferace ¢i vlastniho vyvoje
CNS. V databazi DGV jsou popsany podobné dele¢ni varianty. U jedné pacientky
z DECIHERu (ID:286722) je obdobnd dele¢ni varianta, zdédénd od otce (fenotyp
neuveden), hodnocena jako pravdépodobné patogenni. U této divky byla popséana epilepsie
a makrocefalie. U jiného pacienta z DECIPHERu trpicitho ID (piipad 1D:281462) byla
materndlné¢ zdédéna delece hodnocena jako pravdépodobné patogenni, nicméné u tohoto
pacienta byla prokdzana dalsi paternalni CNV — duplikace chromozomu 20p12.3, hodnocena

jako pravdépodobné patogenni.

4.2.4.2.4 Duplikace 4q12 (E21010_9)

Duplikace 4q12 byla nalezena u divky s fokalni epilepsii. Jednalo se o paternalné
zd&dénou aberaci od nepostizeného rodice. V databazich DGV ani DECIPHER nejsou
popsany podobné duplikacni varianty. Potencidlné kauzalnim genem, u duplikace 4q12, by
mohl byt gen KDR [OMIM *191306], kédujici receptor (VEGFR2, Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor) pro endotelidlni ristovy faktor (VEGF, Vascular Endothelial
Growth Factor). Bylo prokdzano, ze signalizace pfes VEGF/VEGFR?2 je nezbytna pro vyvoj
a funkci neuront u mysi (Luck et al. 2019). Citlivost na davku neni u genu znama.

V soucasné dob¢ nelze variantu klinicky jasné zatadit a zistdva nadale VUS.

4.2.4.2.5 Delece 1q44 (E21035_9)

Delece, zasahujici 2. - 5. exon genu SMYD3 [OMIM *608783, NM_0011677402],
byla detekovéna u divky (E21035) s FCD typu IIb. Varianta byla zdédéna od zdravého otce.
Gen SMYD3 koduje histon-methyl transferazu a hraje diilezitou roli v regulaci transkripce.
V soucasné dobé nejsou aberace genu spojovany s rozvojem zadného onemocnéni. Citlivost
na davku neni v databazich uvedena. Klinicka klasifikace se napii¢ databazemi rozchazi,
prevazuje vSak hodnoceni jako pravdépodobné benigni. Také v databazi DGV jsou popsany

mensi ¢1 rozsahove vétsi delecni varianty této oblasti. Celkové se vSak jednd o vzacnéjsi
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varianty s ¢etnosti 0,0034 % - 0,07 %. VySetfenim panelu MCD byly u divky detekovany
dvé VUS v genu CPA6 ¢.619C>G a ¢.799G>A, zdédeéné od zdravé matky. Patogenni SNV
v genu CPA6 byly popsany u pacientli s familiarni temporalni epilepsii a febrilnimi kiecemi
(Salzmann et al. 2012), avSak nikoli ve spojitosti s FCD. Nalez téchto SNV tedy nevysvétluje
pfi¢inu obtizi probandky, stejn¢ tak detekovand CNV zasahujici gen SMYD3 zlstava
hodnocena jako VUS.
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4.3 Custom aCGH

Jednim z cila prace bylo vytvofit vlastni ,,custom aCGH* platformu, kterd umozni
detekci CNV o rozsahu mensim nez 100 kb a poslouzi mj. k ovéfovani CNV detekovanych
metodami MPS. V soucasné dobé se vyuzivaji k vySetfeni pacientli s epilepsii komercné
dostupné platformy SurePrint G3 CGH ISCA v2 8x60K a SurePrint CGH ISCA v2 4x180K
(viz kapitola 3.2). Tyto platformy jsou prioritné navrzeny tak, ze vétSina diagnostickych prob
¢ipu je cilena na tzv. ISCA regiony, tedy oblasti genomu, u kterych jsou popsany CNV
rizikové pro rozvoj vzacnych onemocnéni. Diagnostické proby v téchto oblastech genomu
jsou rovnomeérné rozptyleny tak, aby pokryvaly definovanou oblast, pficemz pokryti
jednotlivych gentd (exonil) zapojenych do rozvoje epilepsie je u téchto ¢ipti nedostateéné
(Obrazek 30). Pouzivané Cipy tedy nejsou schopny detekovat intragenové CNV zasahujici

jednotlivé exony, které by mohly byt kauzalni pro rozvoj epileptického fenotypu.

921243
217143
93243
-

L R

A B C

Obrazek 30: Porovnani rozloZeni sond u komerc¢nich ¢ipi 8x60K a 4x180K a custom
array platformy u genu ERCC6

Na jednotlivych obrazcich A-C je zobrazena pozice jednotlivych prob na dané platforme: A —
platforma custom aCGH ; B — SurePrint G3 ISCA 8x60K platforma, C— SurePrint G3 ISCA 4x180K.
Barevnost sond oznacuje specificitu sondy k dané oblasti genomu — cervend — specifické sondy,
zelend, modra — méné specifické sondy)
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Diagnostické proby custom cCipu byly voleny tak aby byly pokryty exony gent
testovanych v rdmci dvou MPS paneld — panel DEE a panel MCD. Samotny Cip je
koncipovan jako platforma 4x180K mapovana na novou verzi genomu hg38 (human genome
type 38). Na rozdil od komer¢né dostupnych ¢ipli poskytuje nami navrzena platforma pokryti
témer vSech exond vybranych genil, s cilem pokryt u co nejvétsiho poctu genil jednotlivé
exony alespon tfemi diagnostickymi probami (Obrdzek 31). Takové pokryti umozni detekci

CNYV zasahujicich i jednotlivé exony, které by na béznych platformach nebyly zachyceny.

ERCC6 (exon 19. - 20.)

G3 Custom CGH 4x180K (design 086813) - * L

G3 CGHISCA v2 8x60K
G3 unrestricted CGHISCA v2 4x180K

neni pokivto sondami

Obriazek 31: RozloZeni diagnostickych sond u exonu 19. — 20. genu ERCC6
V horni casti obrazku je zobrazen detail exonii 19 a 20 genu ERCC6. Prvni linie zobrazuje
rozlozeni sond (Cervené tecky) na custom aCGH platforme.

Prvnim krokem pro zavedeni platformy do diagnostického algoritmu byla verifikace
platformy s vyuzitim DNA od pacientl s jiZz prokdazanou CNV. K ovéfeni funk¢nosti byly
vyuzity vzorky pacienti E21063, E18031, E21039 (Tabulka 15). V ptipadech E21063 a
E18031 byla detekovana rozsahové stejnd intragenova aberace, jejiZ rozsah odpovidal
vysledkiim ptedchoziho vySetfeni pomoci komeréné dostupné aCGH platformy 8x60K a
4x180K ISCA. V ptipad¢ vzorku E21063 doslo také ke shodé¢ mezi vysledkem MPS a
custom aCGH platformy. U pacientky E21039 se podaftilo upfesnit rozsah aberace, kdy byla
duplikace rozsitena také na exon 4 a 5, oproti ptivodn¢ zjis§ténému zasazeni pouze exonti 1—
3. Klinicka klasifikace vSech variant zlistala nezménéna. Nyni bude platforma postupné

validovana a zavadéna do rutinni diagnostiky.
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Tabulka 15: Porovnani nalezu na platformach ISCA 8x60K a Custom 4x180K U vzorku
E21063 a 18031 doslo ke shodeé mezi vysledkem na obou platformach. U vzorku E21039 byl rozsah
duplikace rozsiren az na exony 4-5 (svétle Sede podbarvené pole).

Vysledek

SurePrint G3 CGH ISCA v2 8x60K a SurePrint G3 Custom CGH array
4x180K 4x180K

E21063 delece 2. - 16. exonu genu ABAT delece 2. - 16. exonu genu ABAT
(NM_020686.6) (NM_020686.6)

E18031 delece 20. - 23. exon genu NRXN1 delece 20. - 23. exon genu NRXN1
(NMO001330078.2) (NMO001330078.2)

E21039 duplikace 1. - 3. exon genu FGF12 duplikace 1. - 5. exon genu FGF12
(NM 004113.6) (NM 004113.6)
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5  Zavér

Epilepsie postihuje celosvétové miliony lidi. Rozvoj novych a zdokonaleni
soucasnych diagnostickych metod vedlo v roce 2014 k reklasifikaci pti¢in epilepsie. Ackoli
nové poznatky ukézaly, zZe znaéné mnozstvi epilepsii (oznacovanych do roku 2014 jako
Hidiopatické™) ma silny geneticky podklad, zistdva u fady pacientli geneticka podstata
neobjasnéna. Cilem prace bylo piispet k poznatklim o genetické etiologii epilepsii a tyto cile
se podafilo splnit.

Metodou aCGH se podaftilo objasnit pfi¢inu rozvoje epilepsie u 7,5 % (30/400)
jedinct v souboru. Zachyt kauzalnich CNV je v souladu s dosud publikovanymi svétovymi
studiemi a potvrzuje, Ze aCGH je stale vhodnou metodou v diagnostice genetickych pficin
epilepsii. = Zna$i prace vyplyvd, ze metoda aCGH je nejefektivnéjSi u pacientl
s komplexnim NVO (skupina C), u kterych byla pfi¢ina epilepsie objasnéna
v 9,5 % pripadi. V ostatnich skupinach souboru (A, B, D) se podatilo objasnit pfi¢inu u 2,7—
5,3 % pftipadi, a v téchto skupinach by aCGH nem¢la byt opomenuta, ale neni metodou
prvni volby. Metody MPS se zde jako prvni volba jevi vhodné;jsi.

Prace prispéla k detekci unikatnich CNV, jejichz patogenni potencial v souvislosti
s rozvojem epilepsie je prozatim nejasny (byly klasifikovany jako VUS, tiida 3), ale mize
byt do budoucna prehodnocen. Reklasifikace variant s odstupem €asu je nezbytnym krokem,
ktery muze vnést do problematiky nové poznatky. Odhalovani genetickych pficin rozvoje
zavaznych epileptickych syndromi umozni do budoucna zavedeni cileného prenatalniho
testovani. Identifikace kauzalnich genli a poznatky o jejich funkci mohou do budoucna vést
také k vyvoji efektivni 1écby zahrnujici mimo jiné 1 genovou terapii. VéEtSina
identifikovanych VUS v naSem souboru byla zdédéna od nepostizeného rodice. Detekce
variant u nepostizenych ¢lent rodiny potencialni kauzalitu nalezenych variant snizuje, ale
nevylucuje. Ve vSech piipadech, at’ uz se jedna o CNV charakteru VUS (tfida 3), ¢i varianty
pravdépodobné patogeni ¢i patogenni (tfida 4 a 5), je nutné brat v potaz netiplnou penetranci
a variabilni expresivitu.

Celkem deset variant bylo zatazeno do skupiny HFLP. Jednalo se o duplikace
a delece oblasti 15q11.2 a duplikace oblasti Xp22.31. Tyto varianty jsou ¢asto detekovany
jak u pacientl s patologickym fenotypem ve smyslu epilepsie, tak 1 u zdravé populace.
Vzhledem k tomu, Ze dostupné publikace diskutuji jejich mozny vliv na rozvoj NVO, nelze
tyto varianty uzavfit ani jako patogenni ani jako benigni. Tyto CNV t.¢. zlstavaji podezielé,

nebot’ zasahuji geny, jejichz zména davky muliZze zpisobit naruseni
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drah dulezitych pro funkci CNS. V budoucnu budou tyto varianty pravdépodobné
integrovany do polygenniho rizikového skore, které pomize odhadnout kumulativni dopad
variant s malym efektem na fenotyp pacienta. S velkou pravdépodobnosti 1ze predpokladat,
ze oznaceni HFLP bude moci byt pfisouzeno i dalsim CNV, které budou spliiovat dana
kritéria. RozSifeni mezindrodné uzndvané klasifikace o pojem HFLP je piinosné
pro zlepSeni odhadu rizika rozvoje NVO zejména v prenatdlni diagnostice, ve které se
metoda aCGH v dnesni dob¢ Siroce uplatiiuje. Tato prace, popisem fenotypu pacientl

nesoucich varianty oznacené jako HLFP, k témto potfebnym poznatkiim ptispiva.

V nékolika ptipadech bylo upozornéno na moznost spoluptisobeni nékolika aberaci
v ramci tzv. ,second-hit“ modelu. ,,.Second-hit*“ model byl jako mozna pficina rozvoje
onemocnéni oznacen ve 12 ptipadech. V Sesti ptipadech se jednalo o kombinaci dvou ¢i vice
CNV. U zbylych Sesti pacientil byla nalezena krom¢ CNV také bodova patogenni varianta.
V souboru se nejCastéji jednalo o kombinaci CNV oblasti 16pl13.3, zasahujici gen
RBFOXIs dalsi CNV ¢i SNV, a o kombinace CNV oblasti Xp22.31 s dalSimi aberacemi.
Z nasi prace vyplyva, Ze jsou to zejména CNV postihujici gen RBFOXI, které se Casto
uplatituji v rdmei ,,second-hit“ modelu. S ptibyvajicimi poznatky mize rovnéz dojit
k zafazeni téchto variant mezi rizikové faktory v modelu multifaktorialni dédi¢nosti.

Vysetfeni pacientll kombinaci metod aCGH a MPS se jevi jako nezbytny krok
v diagnostice pfi€in epilepsie. Nastaveni vhodného diagnostického algoritmu, zahrnujici
celogenomové metody muze vést k zefektivnéni a urychleni diagnostiky. V souvislosti s tim
byl ve spolupraci s neurology a klinickymi genetiky optimalizovan diagnosticky algoritmus,
ktery je postupné implementovan do rutinni diagnostiky.

Nejvetsi limitaci metod MPS je detekce CNV, resp. nemoznost jejich nasledného
ovéieni. Z tohoto divodu byla navrzena custom aCGH platforma zaméfena na exonové
pokryti genti nejéastéji spojovanych s epilepsii. Funk¢nost platformy byla ovétena a dochazi
k jeji postupné implementaci do diagnostického algoritmu. Tato metoda prozatim slouZi jako
konfirmacni pro ovéteni malych CNV detekovanych metodou MPS, v budoucnu by se vSak
mohla stat metodou prvni volby u pacientt s epilepsii libovolného typu.

Precizni korelace fenotyp — genotyp u pacienta E18056, byla publikovana
v odborném periodiku formou prvoautorského ¢lanku a ptispéla k upfesnéni fenotypu
daného pisobenim nalezené CNV.

Souhrnem lze konstatovat, Ze cile prace byly naplnény,
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Abstract

Chromosomal band 17q12 is a gene-rich region flanked by segmental duplications,
making the region prone to deletions and duplications via the non-allelic homologous
recombination mechanism. While deletions cause a well-described disorder with a
specific phenotype called renal cysts and diabetes mellitus, the phenotype caused by
reciprocal duplications is less specific, primarily because of variable expressivity, and
incomplete penetrance. We present an unusual family with four children carrying the
17912 microduplication inherited from their clinically healthy mother, who was a car-
rier of both the duplication and, interestingly, also of an atypical deletion of the
17912 region. The duplication was inherited from her diabetic father and the deletion
from her diabetic mother who also suffered from a renal disorder. Clinical manifesta-
tions in the family were variable, but all children showed some degree of a neurode-
velopmental disorder, such as epilepsy, intellectual disability, delayed speech
development, or attention deficit disorder. The simultaneous occurrence of a deletion
and duplication in the same chromosomal region in one family is very rare, and to our
knowledge, individuals carrying both a deletion and a duplication of this region have

never been described.

KEYWORDS
17912 deletion, 17g12 duplication, epilepsy, intellectual disability, LHX1 gene

abnormalities and diabetes mellitus (MODY5). Besides the renal dis-

ease and MODYS5, hepatic disorders have also been described

Chromosomal band 1712 is a gene-rich region containing several
segmental duplications that make this region prone to duplications
and deletions via the non-allelic homologous recombination mecha-
nism. The typical recurrent 1.4 Mb deletions and duplications affect
the region between Mb 34.8 and 36.3 (GRCh37) and encompass
15 protein coding UCSC genes. The exact coordinates of breakpoints
may vary based on array design used and due to copy number poly-
morphisms in the segmental duplications (Mitchel et al., 2016). The
most commonly detected 1.4 Mb deletions and duplications contain
one critical gene (HNF1B) and two putatively contributing genes,
LHX1 and ACACA (Rasmussen et al., 2016). The phenotype of typical
17912 deletion carriers is characterized by a combination of renal

(Clissold et al., 2015; El-Khairi & Vallier, 2016). Several authors
reported 17q12 deletions as potentially causal for Mayer-Roki-
tansky-Kister-Hauser syndrome (MRKH) (Bernardini et al., 2009;
Hinkes et al., 2012; Ledig & Wieacker, 2018; Sandbacka et al., 2013).
The expressivity is variable and penetrance is not complete. In the last
two decades, deletions in the 17q12 region have been associated with
neurodevelopmental and neuropsychiatric disorders (NDDs/NPDs).
(Dixit et al., 2012; George et al., 2012; Moreno-De-Luca et al.,, 2010;
Palumbo et al., 2014; Roberts et al., 2014). Other genes, especially
LHX1, MIR2929, and ACACA (Moreno-De-Luca et al., 2010; Palumbo
et al., 2014), located in the minimal critical region seem to contribute

to NDDs. This hypothesis was supported by phenotypes of patients
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with a point mutation in the HNF1B gene, who did not have NDDs, in
contrast to patients with deletion of the entire 17q12 region. Pheno-
types of individuals with 17912 duplications are also variable and
show incomplete penetrance. The most common features are global
developmental delay, intellectual disability (ID), behavioral disorders,
learning difficulties, attention deficit hyperactivity disorder (ADHD),
epilepsy, autism spectrum disorders (ASD), and an increased risk of
schizophrenia. Duplications are also thought to be causal for esopha-
geal atresia (EA) (Faguer et al., 2011; Smigiel et al., 2014). Facial dys-
morphism is described as nonspecific, and in many cases, no facial
dysmorphism is observed (Bertini et al., 2015; Bierhals et al., 2013;
Brandt et al., 2012; Faguer et al., 2011; Hardies et al., 2013; Kamath
et al., 2018; Mitchell et al., 2015; Rasmussen et al., 2016). Unlike dele-
tions, duplications have been detected in healthy individuals and con-
trol groups. According to Rosenfeld et al. (2013), the de novo origin of
17912 duplications is estimated to be 22.2% and the penetrance of
phenotypic traits is 21.1%. In the context of the epileptic phenotype,
the ACACA gene is potentially causal. Moreover, according to Bertini
et al. (2015), ACACA duplication could be a risk factor for obesity
(Bertini et al., 2015). The summary of phenotypic features observed in
83 published individuals with 17g12 duplications is shown in
Table S1. Here we present a family with a coincident atypical deletion
and recurrent duplication of the 1712 region showing different phe-
notypic manifestations among the family members. We also report on
a unique family member carrying both aberrations who is clinically
healthy, except for obesity.

2 | CLINICAL REPORT

The index case (individual 111/4) was the third child of healthy unre-
lated Caucasian parents. He was born at term by elective Cesarean
section. His birth weight was 3.100 g (36th centile), birth length was
47 cm (<10th centile), and the Apgar score was 10-10-10. The new-
born period was uneventful except for jaundice. He achieved motor
milestones at the proper time, but his speech was delayed (first words
at the age of 1.5 years and simple sentences at the age of 3 years). At
the age of 3 years, the first episode of seizures occurred (a prolonged
left-sided clonic seizure with unconsciousness during a febrile illness).
At the age of 6 years, an episode of unresponsiveness lasting 1 h
occurred, possibly a nonconvulsive status, but EEG verification is
missing. Anti-seizure treatment with valproic acid (VPA) was started.
The treatment was discontinued after a 2-year seizure-free period;
the boy was then seizure-free for another 3 years. At the age of
11 years, he was found with a generalized clonic seizure evolving into
status epilepticus lasting 75 min during a febrile illness. He had to be
intubated and admitted to an intensive care unit. After this status epi-
lepticus, antiseizure treatment with VPA was resumed. At the last
examination at the age of 15 years the boy was seizure-free and diag-
nosed with mild ID. The physical examination revealed severe obesity
(his weight 125.6 kg, >99th centile, 4.32 SD), height was 177.5 cm
(63th centile, 0.34 SD), head circumference was 56.3 cm (59th centile,
0.01 SD). Neurological examination was normal. Three siblings of the
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index case (individuals 111/1, 111/2, and 1ll/5; Figure 1a) suffered from
NDDs of variable severity and other anomalies. The oldest sister
(111/1) underwent surgical EA correction. At the age of 4 years, she
was admitted to our neurological unit after lateralized convulsions
with loss of consciousness followed by right-sided hemiparesis. Sub-
sequently, severe meningoencephalitis was identified as a possible
cause of the seizures. She was seizure-free at the last check-up but
suffered from hypothyreosis and was treated with substitution drugs.
She was also diagnosed with mild ID. The other sister (l11/2) showed
delayed language development and mild ID. Her physical examination
revealed myopia. The maternal half-brother of the index case (llI/5)
was diagnosed with developmental delay, ADHD, and mild ID. All four
siblings are regularly followed up by a psychologist for educational
purposes and their ID status is tested using Wechsler scales (but the
exact |Q value was not reported). The mother of the index case (I1/2)
is healthy except for obesity and her intelligence is described as low
to average, but she had never been formally tested by a psychologist.
The grandmother of the index case (I/2) was diagnosed with unspeci-
fied renal disease and insulin-dependent diabetes mellitus at the age
of 45 years (more detailed data are missing). The grandfather (I/1) was
treated for type 2 diabetes mellitus (DM2), diagnosed at the age of
53 years. He died at the age of 66 years because of sepsis. Both
grandparents were described as having normal intelligence, but nei-
ther of them has been examined by a psychologist. No significant dys-
morphic features were apparent during the last check-up. Phenotypes
of all family members are summarized in Table 1 and photographs are
in Figure 1b.

3 | METHODS

Informed consent with genetic analyses was obtained from all family
members or their legal representatives. All participants were informed
about the study and signed a consent form approved by the local
Ethics Committee. DNA was extracted from peripheral blood. Array
comparative genome hybridization (CGH) was performed using the
commercially available oligonucleotide microarray platform ISCA
4x180 K (SurePrint CGH 4x180K G3 ISCA; Agilent Technologies,
United States) according to the manufacturer's instructions. Data
were analyzed using CytoGenomics software version 4.0.3.12.
(Agilent Technologies, United States). The analysis of the clinical
impact of deletions and duplications used the UCSC Genome
Browser, DECIPHER, ClinVar, ClinGen, OMIM, and DGV databases.

All coordinates in this report correspond to genome build GRCh37.

4 | RESULTS

Array CGH analysis of the index case detected a 1.43 Mb
duplication in interstitial region 17q12 [GRCh37] 17q12(34419132x2,
34817422_36248918x3, 36477220x2) (DECIPHER 454762;
Figure 1c). The duplication contained 15 protein coding UCSC genes.
To determine the origin of the aberration and its possible segregation
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FIGURE 1 (a) Pedigree of the
family showing the presence of the
17912 deletions and duplications in
individual family members. Arrow
marks the index case.

(b) Phenotypes of the family
members. Obesity is apparent in all
except of individual 1lI/5; otherwise
only non-specific features
corresponding to common
population variability are present.
(c) Scheme of the chromosomal
region affected by the aberrations
showing a screenshot of the UCSC
Genome Browser with segmental
duplications and genes, the position
of the region that is typically
duplicated/deleted in recurrent
17912 duplication/deletion
syndrome (squared bar) and
duplications (solid bars) and
deletions (dashed bars) in the family
members. The mother of the index
case (I1/2) carries both the
duplication and the deletion and her
array CGH profile shows two
seemingly shorter CNVs separated
by a normal diploid region (bottom).
All coordinates are in GRCh37
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(Continued)

TABLE 1

Frequency of phenotypes traits
in carriers of typical 17q12

deletions

Frequency of phenotypes
traits in carriers of typical

17912 duplications (from

Table S1)

(from Mitchel et al., 2016)

/s

n/2 /4s

n/1

/1

1/2

1/1

Patient ID

NA

NA

NA NA NA

No No NA

No

Infertility

>50%

No No No No 31%

No

No No

Significant dysmorphic

features

20%-53%"

No No No No No No No 19%

Other congenital

malformations

Abbreviations: NA, not applicable; NK, not known; NR, not reported.

2Still studying.

bRenal function was evaluated using serum level of urea and creatinine and urine level of proteinuria and hematuria; incl. USG, including renal ultrasound.

“Hyperparathyroidism (53%), genital abnormalities (25%-33%), brain structure findings (26%), short stature (23%), gastrointestinal abnormalities (<25%), abnormality of pancreas (30%), congenital cardiac anomalies (20%), structural and functional liver

abnormalities (48%).
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“Mitchel et al., 2016.
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in the family, array CGH was performed in the mother of the index
case (the father's DNA was not available for testing) and in all siblings.
The same 1712 duplication was identified in all siblings. The mother
(1l/2; DECIPHER 454765) carried a slightly smaller duplication of
~1.1 Mb. However, array CGH detected also a deletion of a size
between 351 and 529 kb distal to the duplication (arrf[GRCh37]
17q12(36248918x2, 36425975_36777884x 1, 36810374 x2)). Con-
sidering the upper limit of the deletion, the duplication and the dele-
tion were separated by a ~300 kb large diploid region containing
three protein coding UCSC genes. This led us to the assumption that
the mother may carry a duplication on one allele and a deletion on the
other allele. The hypothesis was verified using array CGH which iden-
tified the duplication observed in the index case also in the mother's
father (1/1), while a deletion of 794 kb was present in the mother's
mother (I/2; DECIPHER 454763) (Figure 1c). The deletion is atypical,
it is located distal to the region of typical recurrent 17q12 deletions
with which it only partly overlaps, and encompasses a total of
10 genes but only one gene of interest, HNF1B.

5 | DISCUSSION

We report a unique family with a concurrent deletion and duplication
of the 17912 region and a variable clinical impact. Six of the seven
family members tested (grandfather 1/1, mother 11/2, and four children
/1, N/2, /4, and 111/5) carried the typical 1.4 Mb duplication of
17912 encompassing 15 protein coding genes. One member (the
grandmother, 1/2) had an atypical 794 kb deletion, including 10 protein
coding UCSC genes, one of which is a gene of interest, HNF1B, and
one family member (the mother, 11/2) had both the deletion and the
duplication (Figure 1a,c). The grandmother with the atypical deletion
suffered from an unspecified renal disorder and DM2 but had no
other issues. There is only one patient in DECIPHER database
(ID:454763), carrying an identical deletion. The phenotype of the pub-
lished patient includes DM 2 and chronic kidney disease. The medical
condition of the grandmother could be explained by the deletion,
especially the deletion of the HNF1B gene, which was previously pro-
posed as a causal gene for renal cysts and diabetes mellitus. Several
authors have reported the typical 17q12 deletions as potentially
causal for MRKH (Bernardini et al., 2009; Hinkes et al., 2012; Ledig &
Wieacker, 2018; Sandbacka et al., 2013), and HNF1B and LHX1 are
expected to be the responsible genes (Ledig et al., 2011; Ledig &
Wieacker, 2018). Both genes are implicated in female reproductive
tract development. However, the grandmother was fertile without
any signs of MRKH, and her atypical 1712 deletion affected only
HNF1B and GPR179. Therefore we assume that a deletion of HNF1B
is probably not causing MRKH, which leaves LHX1 as a strong candi-
date gene. Our hypothesis can be supported by mouse models show-
ing that LHX1 knockout leads to mice without uterus and the upper
part of the vagina (Kobayashi et al., 2004), and by the observation that
frameshift mutations of LHX1 are associated with MRKH (Ledig
et al., 2012). In the five members of the family carrying only the
17912 duplication, we observed variable phenotypes concordant with
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the literature. One of these phenotypic features is EA, which was
diagnosed in one of the siblings (Ill/1). EA and other esophageal
abnormalities have been described in several patients with 17q12
duplication (Bierhals et al., 2013; Faguer et al., 2011; Nagamani
et al.,, 2010; Rasmussen et al., 2016; Smigiel et al., 2014), and TADA2F
and AATF genes have been suggested as causative (Smigiel
et al, 2014). Both these genes are included in the duplication
observed in the family. Nevertheless, the remaining five carriers
showed no signs of EA, which supports the incomplete penetrance
observed previously. The grandfather (/1) with the duplication was
diagnosed with DM2, but this could also be explained by his age,
because there are only two reported cases of people with DM2 and
the 17912 duplication, and both of them are elderly (Kamath
et al, 2018). Developmental and neurological abnormalities are
reported in most studies (Bertini et al., 2015; Bierhals et al., 2013;
Brandt et al., 2012; Mencarelli et al., 2008; Mitchell et al., 2015;
Nagamani et al., 2010; Rasmussen et al., 2016). Mitchell et al., 2015
published a study of 32 patients with the recurrent 1.4 Mb duplica-
tions from 30 families, the majority of whom (25/32) were diagnosed
with ID. Even though the LHX1 gene appears to play an important
role, detailed studies of its role in NDDs have not been performed
yet. The gene is primarily expressed in the brain and is essential for
the differentiation of Purkinje cells in the cerebellum (Zhao
et al., 2007). It has also been suggested that 17q12 deletions could
lead to NDDs/NPDs, but as we noted, individual 1/2 in our study did
not suffer from any NDDs/NPDs. Therefore it is likely that CNV (copy
number variantion) of LHX1 or other genes from the region other than
HNF1B are necessary for the development of NDDs/NPDs, as indi-
cated also by lack of these disorders in patients with intragenic
HNF1B mutations. The presence of 17g12 rearrangements in epilepsy
has never been systematically studied previously. Hardies et al., 2013
described 1712 duplications as a potential cause of febrile seizures
and generalized epilepsy with febrile seizures. Epilepsy has also been
described in patients in other studies (Bierhals et al., 2013; Kamath
et al., 2018; Mefford et al., 2007; Mitchell et al., 2015; Rasmussen
et al., 2016). The type of epilepsy was not consistent among these
studies; except for Mefford et al. (2007) and Bierhals et al. (2013), the
type of epilepsy was not specified. Patients from these two studies
were diagnosed with focal complex seizures and, in one case, with
generalized tonic and myoclonic seizures. Seizures accompanying
17912 duplications do not appear to be specific for one type of epi-
lepsy. The ACACA gene is considered to be potentially causal for epi-
lepsy. The gene encodes alpha acetyl-CoA carboxylase, which is
essential for the body's normal utilization and biosynthesis of fats
(Lopez-Casillas et al., 1988). ACACA duplication leads to overexpres-
sion resulting in increased consumption of acetyl-CoA with conse-
quent energy depletion in the brain and reduced neurotransmitter
production (Hardies et al., 2013). Only one of the sibs carrying the
17912 duplication (lll/4) was diagnosed with epilepsy, and other
genetic modifiers and environmental factors probably play a role in
the presentation and outcome of epilepsy in the duplication carriers.

One episode of seizures was also presented in Ill/1, but severe

medical genetics Bl WILEY_L

meningoencephalitis could be the cause, although the role of the
17912 duplication cannot be excluded. The mother (lI/2) carried the
17912 duplication on one of her chromosomes and the deletion on
the other one, and she was noted as having low to average intelli-
gence. She had three copies of ACACA and LHX1 and two copies of
HNF1B, although both copies were of paternal origin. This is equiva-
lent to uniparental disomy (UPD) but there is no evidence that the
17912 region or the HNF1B gene are imprinted; therefore, the impact

of UPD on her phenotype remains unclear.

6 | CONCLUSION

Our index case was diagnosed with epilepsy, mild ID, delayed lan-
guage development, and obesity. His three siblings with the same
duplication had a similar phenotype with less severe manifestations
regarding the epilepsy, and, interestingly, his grandfather with the
same duplication was not diagnosed with ID. The likely explanations
for the variable phenotype within one family are incomplete pene-
trance and variable expressivity. These features and the fact that the
duplication is often inherited from a healthy parent make clinical inter-
pretation very challenging. Also, many patients with 17q12 duplica-
tions can escape attention because of the lack of phenotypic
abnormalities. Despite this, 17q12 duplications definitely increase the
risk of NDDs, including epilepsy. CNVs in this region may allow their
carriers to achieve self-sufficiency and independent life, which could

be very important for clinical decisions.
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