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Epilepsia je komplexné neurologické ochorenie, ktoré postihuje 40 — 60 milidnov ludi
na celom svete. V patogenéze epilepsie zohravaju vyznamnu ulohu viaceré genetické
faktory, ¢o vedie k rasticemu vyznamu genetiky v oblasti epileptologie. S rozvojom
metodik vyuzivajucich masivne paralelné sekvenovanie boli identifikované mnohé
DNA varianty sposobujuce epilepsiu, ¢im sa zlepSuje nase chdpanie molekuldrnych
mechanizmov suvisiacich s klinickymi prejavmi geneticky podmienenych epilepsii.
V tejto praci ponukame prehlad stcasnych, ale aj buducich moznosti genetickej dia-
gnostiky epilepsie, ktord prostrednictvom uréenia génovych variantov u pacientov
s monogénovou aj polygénovou epilepsiou méze otvorit cestu k cielenej personali-
zovanej diagnostike a liecbe.

Klucové slova: epilepsia, DNA diagnostika, celoexdmové sekvenovanie, celogenémo-
vé sekvenovanie.

Genetics of epilepsies and current possibilities of their genetic diagnostics

Epilepsy is a complex neurological disease that affects 40-60 million people world-
wide. Multiple genetic factors play a significant role in the pathogenesis of epilepsy,
leading to the growing importance of genetics in the field of epileptology. With
the development of methodologies using massively parallel sequencing, many
DNA variants causing epilepsy have been identified, improving our understanding
of the molecular mechanisms involved in the clinical manifestations of genetically
determined epilepsies. In this paper, we offer an overview of current but also future
possibilities for genetic diagnostics of epilepsy, which, by identifying gene variants in
patients with both monogenic and polygenic epilepsy, may open the way to targeted
personalized diagnosis and treatment.

Key words: epilepsy, DNA diagnostics, whole-exome sequencing, whole-genome
sequencing.

Uvod

Epilepsia je jednym z najcastejsich
chronickych neurologickych ochoreni, po-
stihuje priblizne 0,5-1 % svetovej popula-
cie (Borowicz-Reutt, Czernia et Krawczyk,
2023). Hoci sa diagndza epilepsie opiera
o pritomnost zachvatov, zahfna skupinu fe-

notypovo a etiologicky r6znorodych poruch,
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pri ktorych mézu byt zéchvaty len jednym
z mnohych priznakov. Epilepsie su charak-
terizované na zaklade veku nastupu, typu
zachvatov, elektroencefalogramu (EEG) a dal-
Sich zobrazovacich vysetreni. Medzindrodna
liga proti epilepsii (ILAE — International
League Against Epilepsy) ich rozdeluje podla
typu zachvatov na: a) fokalne epilepsie (FE)
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(tvoria asi 60 % epilepsii), b) generalizované
epilepsie (GE) (asi 40 % epilepsii), a c) gene-
ralizované a fokalne epilepsie, s osobitnou
kategoriou pre vyvojové a/alebo epileptické
encefalopatie (DEE). Tradi¢ne sa epileptické
syndrémy zoskupuju tiez podla veku paci-
enta pri nastupe ochorenia, a to: syndrémy
so zaciatkom u novorodencov a dojciat (do
veku dvoch rokov), syndromy so zaciatkom
v detstve a syndromy, ktoré sa mozu zacat
v roznom veku (teda u detskych aj dospe-
lych pacientov). Hoci st zndme rozne faktory,
ktoré prispievaju k vzniku epilepsie (Struktu-
rdlne, metabolické, infekené, suvisiace s imu-
nitou), genetickd variabilita méZze vysvetlovat
az dve tretiny pripadov (Johannesen et al.,
2023), a prave genetike epilepsii sa blizsie
venuje tato praca. Vdaka metodikédm zaloze-
nym na masivnom paralelnom sekvenovani
(MPS — massively parallel sequencing) boli
uz opisané mnohé varianty sposobujuce
rézne formy epilepsie, najma monogénové.
Napriek tomu, Ze tieto metodiky zabezpecuju
vysoku diagnosticku spolahlivost (45 - 48 %),
stdle zostdva mnoho pacientov geneticky
neobjasnenych (Krey et al., 2022). Pokroky
sa vsak dosahuju aj v oblasti identifikacie
lokusov a variantov, ktoré prispievaju k po-
lygénovym a komplexnym formam epilepsii,
kde je genetické hodnotenie odlisné od mo-
nogénovych foriem. Je preto potrebné nada-
lej vyvijat diagnostické technolégie schopné
lepsie zachytit komplexnu geneticku etio-
I6giu epilepsie. Publikacia tiez poskytuje
systematicky prehlad metodik genetickej
diagnostiky epilepsii, ktoré mozu byt vyuzité
u pacientov s neobjasnenou pri¢inou tohto
ochorenia.

Geneticky zaklad epilepsie -
sucasné poznatky

Geneticky podmienené epilepsie, spada-
juce do roznych kategérii podla klasifikacie
ILAE, su charakteristické bud' monogénovou,
alebo komplexnejSou dedi¢nostou, oligogé-
novou ¢i polygénovou, s moznym prispevkom
environmentalnych alebo epigenetickych fak-
torov (Scheffer et al., 2017; Krey et al., 2022).
Epigenetické zmeny, ako napriklad metylacia
DNA a modifikacie histénov, mozu tiez intera-
govat s genetickymi variantmi a ovplyvnovat

vznik a zavaznost ochorenia.
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Suhrnne malé percento genetickych epi-
lepsii tvoria monogénové epilepsie, ktoré su
najcastejsie spojené so skorsim nastupom
a zévaznejsimi klinickymi prejavmi (Guerrini
et al., 2021). V zavislosti od postihnutého
génu sa mézu monogénové formy epilep-
sie dedit autozomdlne dominantnym, au-
tozomalne recesivnym alebo X-viazanym
spésobom. Genetické testovanie odhalilo
pocetné gény zapojené do monogénovych
epilepsii, v ktorych sa obycajne identifikuju
velmi zriedkavé zdedené alebo de novo, te-
da nezdedené, patogénne varianty s velkym
ucinkom. Typickym prikladom monogénove;j
formy epilepsie je napr. Dravetovej syndrom,
ktory je vo viac ako 85 % pripadov sposobe-
ny variantmi v géne SCN1A (Gonsales et al.,
2019). Priebezne aktualizovany a kontrolo-
vany zoznam rizikovych génov a variantov,
ktoré su asociované s monogénovymiforma-
mi epilepsie, je k dispozicii prostrednictvom
Genes4Epilepsy (Oliver et al., 2023).

Oligo-/polygénové epilepsie su dosled-
kom kombinovaného ucinku variantov (aj
beznych) vo viacerych génoch, z ktorych
kazdy prispieva k celkovému riziku (polygé-
nové riziko). Sem mozeme zaradit genetické
generalizované epilepsie (GGE) ¢i rézne typy
FE (Leu et al., 2019). Novsie prace ukazali, ze
bezné genetické varianty prispievaju k DEE
aj v pripadoch, ked' bola identifikovana pred-
pokladana monogénova pri¢ina. Toto ilustru-

je, ze hoci v pripade niektorych DEE, aj ked’

je znamy patogénny variant s vyznamnym
ucinkom indikujuci monogénovu dedi¢nost,
ich genetické pozadie je v skuto¢nosti kom-
plexnejsie, ¢o moéze prispievat k modifikacii
fenotypu (Campbell et al., 2022). Navyse, pri
niektorych je situacia eSte komplikovanejsia
v désledku kombindcie genetickych, epige-
netickych a negenetickych faktorov, ako ura-
zy hlavy, infekcie alebo vyvojové problémy.
Niektoré priklady monogénovo a polygéno-
vo podmienenych epilepsii a prislusné gény
uvadzame v Tabulke 1.

Z funk¢ného pohladu sa pri epilepsiach
¢asto vyskytuju varianty v génoch kéduju-
cich rézne podjednotky iénovych kanalov
(napr. sodikové, draslikové, vapnikové kanaly)
(Oyrer et al., 2018) alebo v génoch kédujucich
neurotransmiterové receptory (napr. GABA,
glutamatové receptory) (Obr. 1A) (Maillard et
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al., 2022). Varianty v génoch, ktoré sa podiela-
ju na roznych signalnych drahach, synaptickej
funkcii, uvolfiovani neurotransmiterov a sy-
naptickej plasticite (Obr. 1B a 1C), tiez mézu
ovplyvnit nachylnost na zachvaty, kym iné
genetické epilepsie su spojené s metabolic-
kymi poruchami ovplyviujucimi energetic-
ky metabolizmus mozgu (Rastin, Schenkel
a Sadikovic, 2023). Okrem toho boli pri mo-
nogénovych epilepsiach identifikované velmi
zriedkavé varianty v génoch zapojenych do
réznych biologickych procesov, ako je trans-
kripcia, oprava DNA, modulacia proteinov,
bunkova proliferacia a diferenciacia, prenos
buniek a homeostaza extraceluldrnej matrice
(Obr. 1D) (Perucca, Bahlo et Berkovic, 2020).

Jednou z vyziev pri identifikdcii genetickej
pri¢iny u pacientov s epilepsiou je geneticka
aj fenotypova heterogenita. Geneticka hete-
rogenita znameng, ze podobna klinicka pre-
zentacia alebo fenotyp su sposobené réznymi
genetickymi mechanizmami alebo variantmi
v roznych génoch (Bayat et al., 2021). Pri epi-
lepsiach sa navyse stretdvame s variabilnou
penetranciou, ¢o znameng, ze nie u vietkych
jedincov s rovnakym patogénnym variantom
sa epilepsia vyvinie. Naopak, fenotypova he-
terogenita znameng, Ze varianty v rovnakom
géne vedu k réznym fenotypom epilepsie
(Symonds, Zuberi et Johnson, 2017). Toto ma
Casto aj klinické implikacie, nakolko rézne DNA
varianty v ramci toho istého génu moézu indu-
kovat syntézu roznych foriem dysfunkéného
proteinu, ¢o okrem rozdielov v klinickych
prejavoch epilepsie ¢asto vedie aj k réznym
odpovediam na lieky. Napriklad blokatory
sodikovych kanalov su uc¢inné u pacientov
s variantmi veducimi k ziskaniu funkcie (GoF)
v génoch SCNA2 a SCN8A, naopak tato trieda
liekov proti zachvatom moéze zhor3ovat za-
chvaty spésobené variantmi veducimik strate
funkcie (LoF) v SCNAT a SCN2A.

Identifikacia kauzalneho génu a varian-
tu/-ov mdze usmernit vyber liekov proti za-
chvatom az u 76 % malych deti s epilepsiou
(u ktorych sa vyskytla epilepsia pred 36. me-
siacom Zivota), pricom aj u dospelych viedla
zmena lie¢by v désledku genetickej diagné-
zy po rokoch rezistencie na lieky k zlepSeniu
zéachvatov a kvality zivota (Krey et al., 2022).
Vyznam presnej genetickej diagnézy pri epi-
lepsiach je tak uz vieobecne uznavany.

www.neurologiepropraxi.cz
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Tab. 1. Niektoré formy monogénovych a polygénovych epilepsii, s uvedenim formy dedicnosti, zodpo-
vednych génov a ich lokalizdcie. Rozdelenie epilepsif v tejto tabulke je so zameranim na formu dedicnosti,
pricom klasifikdcia ILAE je uvedend v poslednom stlpci. Vedomosti o asociovanych génoch neustdle pri-
budaju, preto je tabulka len orientacnd. U monogénovych foriem uz jeden variant v jednom z uvedenych
génov vedie k ochoreniu. Evidentnd je genetickd heterogenita, t.j. podobny fenotyp méze byt spésobeny
variantmiv réznych génoch. Pravidelne aktualizovany zoznam génov (k 10. 9. 2024 ich je 997) a variantov,
ktoré st asociované s monogénovymi formami epilepsie je tieZ k dispozicii na strdnke Genes4Epilepsy
(Oliveretal, 2023). V pripade polygénovych epilepsif k celkovému riziku prispieva viac génov, ich genetika je
komplexnd. Casto st u nich pritomné zriedkavé varianty v uvedenych génoch ale sicasne aj bezné varianty
v inych génoch, ktoré prispievaju k celkovému riziku ochorenia. Pre aktudlny prehlad génov a variantov (aj
beznych) asociovanych s tymito formami epilepsii odporicame konzultovat vhodné on-line databdzy,
ako je aj napr. NHGRI-EBI GWAS Catalog (https.//www.ebi.ac.uk/gwas/). Tu uvedené zoznamy génov ku
konkrétnym typom epilepsii si uvedené podla tdajov z ORPHANET (https.//www.orpha.net/en/disease/
gene) a ILAE (https.//www.ilae.org/), ako aj podla dostupnej literatury (august 2024). AD: autozomdlne
dominantnd, FE: fokdine epilepsie, GE: generalizované epilepsie, DEE: vyvojové epileptické encefalopatie

Monogénové formy epilepsie
Dedi¢nost Gény Lokalizacia ILAE klasifikacia
Familidrna neonatdlna/neonatalino- AD SCN2A 2924-931 FE
infantilna epilepsia so spontannou KCNQ2 20913.3
remisiou (SeLNE/SelLNIE) KCNQ3 8924
Familidrna detska epilepsia so AD PRRT2 16p11.2 FE
spontannou remisiou (SelLIE) SCN2A 2024-931
KCNQ2 20q13.3
Generalizovand epilepsia s febrilnymi AD SCN1B 19g13.12 GE
zachvatmi/plus (GEFS+) SCNITA 29243
SCN2A 2424-g31
GABRG2 5934
GABRD 10363
SCNYA 2924
AD hypermotorickd epilepsia viazana AD CHRNA4 20g13.33 FE
na spanok (ADSHE) CHRNB2 19213
CHRNA2 8p21
KCNT1 9934.3
DEPDC5 22q12.3
CRH 8913
CABP4 1q13.2
Dravetovej syndrém AD SCNITA 2q24.3 DEE
(85%)
SCNIB 19g13.12
SCN2A 2G24-31
GABRG2 5q34
GABRAT 5g34
STXBP1 9g34.11
Komplexné polygénové formy epilepsie
Juvenilnd myoklonickd epilepsia (JME) komplexnd | GABRAI 5034 GE
CACNB4 20221
CLCN2 3g27.1
CILKT 1p36.31
GABRD 1p36.33
JRK 8G24.3
KCNQ3 8924.22
Detska absencna epilepsia (CEA) komplexnd | CACNATH 16p13.3 GE
GABRAT 534
GABRB3 15q12
GABRG2 5934
JRK 8G24.3
SLC2A1 1p34.2
Juvenilnd absenc¢nd epilepsia (JAE) komplexnad | CACNB4 29221 GE
EFHCT 6p12.3
CLCN2 30271
GABRAT 5034
Epilepsia s centrotemporalnymi hrotmi | komplexna SRPX2 Xqg22.1 FE
5o spontannou remisiou (SeLECTS) GRIN2A 16p13.2
GABRG2 5934
Epilepsia spankového laloku (TLE) komplexna LGIT 10g23.33 FE
RELN 79221
SCNIA 29243
SCN2A 2024-q31
DEPDC5 22q12.3
www.neurologiepropraxi.cz / Neurol.

Genetické zmeny pozorované pri jednot-
livych typoch epilepsii mézu byt pomerne
jednoduché, ako su substitucie jedného paru
baz (SNV - single nucleotide variants) ¢i malé
inzercie a delécie, pripadne zmeny mikrosate-
litovych motivoy, ale aj rozsiahlejsie, ako rézne
Strukturélne varianty (SV - structural variants) i
aneuploidie a duplikdcie zahfnajuce celé chro-
mozdmy. Aj z geneticko-diagnostického hladis-
ka je teda epilepsia mimoriadne komplexné
ochorenie, ktoré navyse moze byt sucastou
zlozitejsej diagndzy (Chen et Mefford, 2021).

Metodiky pouzivané pri
genetickej diagnostike epilepsii
K dispozicii su rézne metodiky na vysetrenie
genetickej priciny epileptickych poruch, pricom
je potrebné pochopit vyhody a obmedzenia
jednotlivych testov aj interpretacie vysledkov,
ktoré musia integrovat informécie o genotype aj
fenotype. Rozvoj technik spojenych s MPS aj pri
epilepsii umoznil rychly posun od Uzko $pecific-
ky pouzitelnych nastrojov (napr. fluorescencna
in situ hybridizacia (FISH) a testovanie jedného
génu Sangerovym sekvenovanim), chromo-
zémovej mikrocipovej analyzy (CMA - chro-
mosomal microarray analysis) k cielenym multi-
génovym sekvenacnym panelom, sekvenovaniu
exému (WES - whole exome sequencing) ¢i
sekvenovaniu genomu (WGS — whole genome
sequencing) (Krey et al., 2022). Vacsina sucas-
nych metéd na analyzu dat z WES/WGS doka-
ze Uspesne identifikovat takmer vietky typy
genetickych zmien, ktoré mézu byt pri¢inou
epilepsie, a preto sa tieto metddy stali prioritne
pouzivanymi. Avsak, v niektorych pripadoch je
na doplnenie diagnézy potrebné pouzit aj iné
techniky, ktoré svojimi Specifickymi vlastnos-
tami poskytuju dalsie moznosti na odhalenie
genetického pozadia epileptickych syndrémov.
V Tabulke 2 ponudkame ich detailnejsi prehlad.

Cytogeneticka analyza -
karyotypizacia

Hoci vo vSeobecnosti su uz tieto metody
nahradené modernejsimi pristupmi, karyo-
typizdacia alebo FISH analyza mozu byt stéle
uzZito¢né, pretoze lepsie identifikuju vacsie
SV, ako su translokacie, inverzie ¢i kruhovy
chromozém 20 (¢asto pritomny vo forme
mozaiky). To je zvlast dolezité u pacientov
s epilepsiou a mentalnym postihnutim, ktori
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Obr. 1. llustrdcia niektorych patogénnych mechanizmov pri beZnych epilepsidch (upravené a aktuali-

zované podla Ellis, Petrovski et Berkovic, 2020)

A) Varianty v génoch kddujdcich idnové kandly, ako su rézne podjednotky sodikovych, draslikovych ¢i
vdpnikovych kandlov, ako aj v receptoroch GABA (gamma-aminobutyric acid), ktoré zohrdvajd vyznamnt
Ulohu pri reguldcii excitability neurdnov a udrZiavani rovnovdhy medzi excitdciou a inhibiciou v mozgu,
ako ajv NMDA (N-methyl-D-aspartate), Co je druh glutamdtového receptora, ktory zohrdva klticovi dlohu
v synaptickom prenose, plasticite a excitotoxicite v mozgu.

B) Varianty v génoch zapojenych do drdhy mTOR (mammalian target of rapamycin) spésobuji ochorenia
casto oznacované ako mTORopatie. Patria sem napriklad gény komplexu tuberdznej sklerdzy (TSCI alebo
TSC2) alebo aj varianty v géne DEPDC5 spojené s familidrnou FE a epilepsiou s premenlivymi loZiskami.
C) Gény suvisiace so sprdvnym fungovanim synapsii a uvolfiovanim neurotransmiterov, nakolko poruchy
synaptickej inhibicie pocas vyvoja mozgu moZu viest k hyperexcitabilite neurénov a vzniku epilepsie.

D) Gény podielajtice sa na remodeldcii chromatinu & transkripcii DNA, ktoré ovplyvriuj requldciu expresie génov.

A. lI6nové kanaly

Na* K* Ca®™ GABA NMDA Cl
| | N - N -
| SCN1A KCNG2 (?—lCH.dJ'A. (GagrAl ) GRINT | cLONZ
( scms.. KCNQ3 |;>1|’.‘N.-1 8 GABRBT | GRINZA CLCNG
SCNZA xenrr ) (cacnarc) (casesz’) (| Grwze
| SCNEA 2 KCNAZ CACNATD GABRE | GRINZD
GABRD |
C. Synapsie a neurotransmitery
DNMT PRRT2
STXBP1 SYNGAPT
STX1B SNAP2S
TBCTD24 DOCK7
VAMP2 NECAPT

maju tiez dysmorfické znaky alebo u ktorych
nie je mozné jednoznacne urcit konkrétny
epilepticky syndrém (Krey et al., 2022).

Chromozémova mikrocipova
analyza (CMA)

CMA, znama aj ako array CGH, dokaze
v ramci celého gendmu efektivne odhalit klinic-
ky vyznamné zmeny poctu képii usekov DNA
(CNV - copy number variations), ktoré mézu
ovplyvnovat fyzioldgiu a funkciu organizmu.
CMA poskytuje submikroskopické rozlisenie,
¢ize umoznuje vizualizovat aj oblasti, ktoré
by klasickd karyotypizacia nedokazala odha-
lit. Prvym vyznamnym objavom bola delécia
15g13.3 u pacientov s GGE, pricom v mensej
miere sa tato delécia vyskytuje aj u pacien-
tov s mentalnym postihnutim, poruchou au-
tistického spektra a schizofréniou. U priblizne
1% pacientov s GGE boli tiez najdené delécie
15q11.2 a 16p13.11, ktoré su prilezitostne pri-
tomné aj u pacientov s inymi formami epile-
psie (Mefford, 2015). Celkovo st CNV pri¢inou

B. Signaine dréhy
2,

|

i mTOR pathway
D
{ mTOR )

- ~
(s :l_ e ) —

DO
Génovd expresia

D. Remodeldcia chromatinu, transkripcia DNA

(merzc ) (mecez ) (
s - ~

( cHpz N arx )

5-10% detskych epilepsii vratane vyvojo-
vych a epileptickych encefalopatii (Hebbar
et Mefford, 2020), ich identifikécia je preto pri
diagnostike epilepsii dolezitd, ¢i uz s pouzitim
CMA, alebo pomocou vhodného nastavenia
analyz WES/WGS dat, ako je uvedené nizsie.

Sangerovo sekvenovanie
$pecifickych génov

Analyza konkrétneho génu/exénu pomo-
cou tradi¢ného Sangerovho sekvenovania
sa v klinickej diagnostike dlhodobo pouziva
hlavne pri analyzach uz znamych variantov,
ktoré sa dedia v rodine. V pripade potreby
identifikdcie neznamej genetickej pri¢iny mo-
nogénovej epilepsie, ako aj pri polygénovych
formach ochorenia bola tato metdda preko-
nana MPS pristupmi (pozri Tab. 2).

Metodiky vyuzivajuce masivne

paralelné sekvenovanie (MPS)
MPS, ¢asto oznacované aj ako sekvenova-

nie novej generdcie (NGS — next generation
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sequencing), oznacuje cely rad modernych
sekvenacnych technolégii, ktoré umoznuju
rychle a vysokovykonné simultanne sekve-
novanie milionov kratkych fragmentov DNA
a RNA. Dve najbeznejsie aplikdcie MPS su:
a) cielené sekvenovanie vybranych genomic-
kych oblasti vo forme ochoreniu specifickych
génovych panelov alebo WES, b) WGS.

Cielené multigénové MPS panely

V sucasnosti je k dispozicii mnoho ko-
mercénych génovych panelov pre epilepsiu.
Niektoré z nich su navrhnuté $pecialne pre
urcité podtypy epilepsie, ako je progresivna
myoklonickd epilepsia alebo familidrna fo-
kalna epilepsia, pricom tieto panely obsahu-
ju len niekolko génov; iné su komplexnejsie
a zahfmaju stovky génov. Niekolko nedav-
nych studii uvadza, Ze diagnosticky vytazok
génového panelu obsahujuceho ~ 40-80
génov je v rozmedzi od 15 do 28,5 %. Vyssia
vytaznost sa pozorovala u mladsich pacientov
(23,2-52 %) a u pacientov s epileptickou en-
cefalopatiou (50,6 %) (Chen a Mefford, 2021).
Nevyhodou tychto panelov je ich zavislost
od vedomosti v case, ked boli navrhnuté. Ak
bola urcita geneticka suvislost opisana neskor,
prislusné gény v tychto paneloch nie su za-
hrnuté, ¢ize ich nie je mozné ani analyzovat,
v dobsledku ¢oho diagnosticky potencial ta-
kychto testov moze ¢asom klesat.

Sekvenovanie celého exému
(WES)

Mnohé obmedzenia génovych panelov
(Tab. 2) su prekonané metodikou WES, kto-
ré sa zameriava na protein kédujuce casti
(ex6ny) takmer vietkych zndmych génov. Tie
predstavuju priblizne 2 % ludského gené-
mu. Najvacsi potencidl WES je v diagnostike
monogénovych foriem epilepsii, pricom jeho
celkova diagnosticka ucinnost je medzi 22 az
59 % a este vyssia je u detskych pacientov
s mentalnym postihnutim alebo v¢asnou epi-
leptickou encefalopatiou (Helbig et al., 2016;
Krey et al., 2022; Habela, Schatz et Kelley,
2024). Studia Helbig et al. tiez ukazala, ze
analyza WES identifikovala patogénny alebo
pravdepodobne patogénny variant u 25 %
pediatrickych pacientov, u ktorych CMA a/
alebo génové panely nedokazali ur¢it gene-
ticku etiolégiu. Navyse WES casto prispieva
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Tab. 2. Prehlad vyuZitia jednotlivych metodik pouzivanych na diagnostiku genetického pozadia epilepsii s ich vyhodami a limitmi aj z historického hladiska.
Diagnostickd tcinnost je uvddzand podla udajov v prdcach (Habela, Schatz et Kelley, 2024; Helbig et al,, 2016; Krey et al,, 2022)

sekvenovanie inou metédou

B Qverenie segregdcie v rodine
B Nie je vhodné ako prioritnd metoda
u pacientov s nejasnou etiolégiou

na potvrdenie
variantu alebo pri
overeni segregacie

B |dentifikdcia SNV a malych indelov

Metodika Vyuzitie Diagnosticka Vyhody Nevyhody
ucinnost
Sangerovo B Potvrdenie variantu identifikovaného | Viysoka pri pouziti | M Rychlost testu a nizke naklady B Analyza len jedného génu, ¢ize nizka

diagnostickd ucinnost v pripade pouritia
u epilepsii nejasnej etioldgie

B Riziko prehliadnutia variantov v inych
génoch

B Chybovost PCR, falosna negativita

B Nezahtna identifikaciu CNV, SV, expanzif
mikrosatelitov

analyza (CMA)

fickymi znakmi

mikrocipova B Odporuc¢ané hlavne u pacientov
s neneurologickymi abnormalitami,
intelektudlnou disabilitou a dysmor-

celého gendmu)

B Rychlost testu a nizsie naklady

Cytogeneticka B |dentifikdcia velkych Strukturdinych | Nizka B Detekcia velkych CNV, translokdcif, | B Nizka rozliSovacia schopnost
analyza - a numerickych chromozomalnych inverzif, delécii a duplikacif (FISH) | ® Neodhali SNV, indely, mikrosatelity
karyotypizacia, abnormalit B Rychlost analyz a nizke naklady
FISH B Nie je vhodné ako prioritnd metoda
U pacientov s nejasnou etiolégiou
Chromozomové | B Identifikdcia CNV 3-15% B Rychla detekcia CNV (aj na Urovni | B Variabilna rozliSovacia schopnost — zavisla

od typu a hustoty prob na cipe (ak su
pouzité tzv. BAC préby — schopné de-
tekovat CNV vacsie ako 100 kb, ak oligo-
nukleotidové préby — detekcia CNV okolo
50-100Kkb, v zdvislosti od ich hustoty)

B Neodhalf SNV, indely, expanzie mikrosa-
telitov, SV

Génové panely M Cielené sekvenovanie konkrétnych
génov sO zndmou asociaciou s epi-

19-39% (aZz 54%
v pripade epilepsif

B |dentifikicia SNV a malych indelov | @ Neodhali genetické varianty mimo génov
W |dentifikicia de novo variantov

zvoleného panelu

sekvenovanie
cienta

tickych pricin epilepsie

metédy zlyhali)

cientov s nejasnou etioldgiou
(WGS) B Sekvenovanie celého gendomu pa-

B Vyskum zriedkavych a novych gene-

B Diagnostika pacientov s nejasny-
mi genetickymi pricinami (kde iné

B Odporucané aj u pacientov s nejed-
noznacnymi klinickymi priznakmi
alebo s komplexnou dedi¢nostou

genému

oblastiach)

my epilepsie

lepsiou s malforméciami B Dobré pokrytie testovanych se- | B CNV a expanzie mikrosatelitov v zahrnu-
mozgu) kvencif tych génoch identifikuje len s ur¢itymi

m Vysledky su casto lahsie inter- limitaciami pri dobrom nastaveni a so

pretovatelné ako v pripade WES/ $pecializovanym bioinformatickym na-
WGS, nie su sekundérne zistenia strojom.

B Rychlost testu a nizsie naklady B Rozne laboratérid maju génové panely
pre podobné fenotypy, ktoré vsak pozo-
stavaju z réznych siborov génov

Celoexémové B Vhodné ako prioritnd metdda u pa- | Do 59% B |dentifikdcia SNV a malych indelov | @ Neodhali varianty v nekddujicich ob-
sekvenovanie cientov s nejasnou etiolégiou, hlavne v kédujucich oblastiach lastiach
(WES) u DEE B |dentifikdcia de novo variantov B CNV, expanzie mikrosatelitov identifiku-
B |dentifikdcia variantov v kédujucich B Aktudlne vyhodny pomer medzi | je len s urcitymi limitaciami pri dobrom
oblastiach genému rozsahom sekvenovania a na- nastaveni a so Specializovanym bioinfor-
B Odporucané aj u pacientov s nejed- kladmi matickym nastrojom
noznac¢nymi klinickymi priznakmi B Vysokd pravdepodobnost ndjdenia VUS
alebo s komplexnou dedi¢nostou variantov
Celogenémové B Vhodné ako prioritnd metdda u pa- | Do 48% B Analyza takmer kompletného | B Vysokd pravdepodobnost najdenia VUS

variantov

B |dentifikacia SNV, malych indelov, | B Vysoky pocet identifikovanych variantov
CNV, expanzii mikrosatelitov, SV
(v kédujucich aj nekodujucich

s nejasnym klinicky vyznamom, ndro¢nd
interpretacia
B Vyssie naklady

B |dentifikdcia de novo variantov B VyZzaduje pokrocilé bioinformatické na-
B Moznost pouzitia dat na dalsie
aplikacie, ako je napr. vypocet
skore polygénového rizika (PRS)
pre polygénové a komplexné for-

stroje a expertizu na analyzu velkého
mnozstva dat

BAC - bakteridlny umely chromozém; indely — spoloc¢ny ndzov pre inzercie a delécie; VUS — variant nezndmeho vyznamu; SV - Strukturdlne varianty; PRS — skére polygénové-

ho rizika

k objavovaniu novych génov zapojenych do
etiologie epilepsie, pricom tieto tvoriliaz 7 %
génov v spominanej velkej kohortovej studii
(Helbig et al., 2016). Analyza WES sa ukazala
ako velmi efektivna pri detekcii zriedkavych
de novo variantov, pritomnych iba u postihnu-
tého dietata, pomocou tzv. ,TRIO" analyzy, pri
ktorej sa analyzuje postihnuté dieta a obaja
zdravi rodicia (Chen et Mefford, 2021).
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Pri pouziti $pecializovanych bioinforma-
tickych néastrojov umoznuju WES analyzy po-
sudzovat nielen bezne hodnotené SNV a malé
inzercie a delécie, ale aj menej ¢asto hodno-
tené varianty typu CNV alebo mikrosatelity.
Vyzvou viak zostava vyvoj bioinformatickych
nastrojov, ktoré by boli schopné efektivne
identifikovat a presne genotypizovat takuto
skupinu variantov z WES dét, hoci sa v tejto
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oblasti uz dosahuju velké pokroky (Budis et
al., 2019; Dolzhenko et al., 2019; Mousavi et
al., 2019).

Najvac¢sou technickou limitadciou WES
je, ze neumoznuje identifikovat sekvencné
varianty, ktoré sa nachddzaji mimo protein
kédujucich oblasti génov. Takymi mézu byt
napr. varianty, ktoré postihuju regula¢né ele-
menty génov alebo ovplyviuju ich transkrip¢-
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ny zostrih a pod. Navyse, WES podobne ako
génové panely nie je idedlnou metédou na
identifikdciu polygénového pozadia epilepsii
(napriklad pri vypocte skére polygénového ri-
zika uvedeného nizsie), nakolko pri nich mézu
byt klinicky relevantné aj varianty nachadzaju-
ce sa mimo protein kédujucich oblasti génov.

Sekvenovanie celého gendmu
(WGS)

WGS umoziiuje hodnotenie takmer ce-
Iého gendmu vratane nekédujucich sekven-
cii. Umoznuje tak odhalit pripadné varianty
v intronoch, ktoré mozu ovplyvriovat RNA
zostrih, ¢i varianty v prométorovych a inych
regula¢nych oblastiach, ktoré moézu mat
vplyv na regulaciu génovej expresie. Z hla-
diska typu sekvenénych variantov predsta-
vuje WGS najcitlivejsiu metodiku a pri pouziti
$pecializovanych bioinformatickych néstrojov
umoziuje hodnotit SNV a malé indely, CNV,
mikrosatelity, ale aj r6zne SV. Predstavuje tak
zatial najkomplexnejsi pristup k hodnoteniu
genetického pozadia epilepsii. V porovnani
s WES je potrebné zvazit mierne vyssiu cenu
analyz, vyrazne vyssie naroky na vypoctové
kapacity, ako aj na interpretaciu ziskanych
vysledkov. Pri WGS méze byt nateraz limitu-
jucim faktorom tiez problematické sekveno-
vanie niektorych oblasti gendmu, netplnost
dostupnej sekvencie ludského referen¢ného
gendmu a limitované vedomosti ohladom
klinického potencialu sekvenénych variantov
nachadzajucich sa mimo protein kédujucich
oblasti génov. Preto v mnohych klinickych
aplikaciach je analyza WGS dat ¢asto zamera-
nd len na exdmové oblasti (,pseudoexémova/
panelova analyza“), nakolko je stéle néro¢né
interpretovat efekt nekddujucich variantov.

Na druhej strane nesie WGS v sebe po-
tencidl na opustenie rdmcov diagnostiky
monogénovych foriem epilepsii smerom
k polygénovym a komplexnym formam. Pri
tychto pristupoch sa aplikuju tzv. vypocty sko-
re polygénového rizika (PRS - polygenic risk
scores). Pri nich sa integruju nalezy z viacerych
velkych celogenémovych asocia¢nych studii
(GWAS - genome wide association studies),
ktoré vyuzivaju Specifické mikrocipové analy-
zy umoziujuce sibeznu genotypizéciu velké-
ho poctu SNV rozloZzenych po celom genéme.
Takéto Studie su evidované napr. v databaze
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GWAS Catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/).
Zaroven na velkych kohortéach jedincov s GGE
a FE boli uskuto¢nené GWAS studie skimaju-
ce uz ulohu beznych sekvenénych variantov
ako rizikovych faktorov ochorenia, nasledne
megaanalyza kombinujuca niekolko tychto
studii identifikovala v celom gendéme 16 loku-
sov vyznamnych pre sledované epilepsie, pri-
¢om niektoré z nich sa nachddzaju v blizkosti
znamych epileptickych génov alebo priamo
v nich (International League Against Epilepsy
Consortium on Complex Epilepsies, 2018). Pri
vypocte PRS osoby pre urcité konkrétne ocho-
renie sa z WGS dat sumarizuje celkovy pocet
variantov zvysujucich a znizujucich riziko spo-
lu s velkostou ich vplyvu. Na zdklade uvede-
nych $tudii boli vyvinuté PRS vypocty pre FE
a GGE (Leu et al., 2020). V blizkej buducnosti
mobze byt dostupné testovanie genetickych
markerov citlivosti na hodnotenie rizika z WGS
dat aj pre iné druhy epilepsie.

Sucasné limity genetického
testovania epilepsii
a perspektivy ich prekonania

Z dovodu velkej klinickej a genetickej he-
terogenity je pri epilepsii limitované vyuzitie
konven¢nych genetickych analyz, ktoré tvoria
velku cast v sucasnosti klinicky dostupnych
testov a su zamerané na individudlne gény,
pripadne na rézne velké génové panely. Je
pri nich potrebna prioritizacia génov pre
gén-po-géne pristup, ¢o ¢asto vedie k tzv.
diagnostickej odysei bez véasného uzavretia
diagnézy. V tomto smere velkym pokrokom,
aspon v pripade monogénovych epilepsii, je
zavedenie MPS technolégii, najma vo forme
WES a WGS. Tie zlepsili nasu schopnost dete-
govat varianty v znamych aj novych génoch
a tym zvysit diagnosticky vytazok na priblizne
45-48 % (Krey et al., 2022).

Limitécii je vsak stale niekolko. Jednou
z nich méze byt nezachytenie variantov mimo
cielovej oblasti analyz, napr. v hlbokych intré-
novych, medzigénovych, resp. v regulacnych
oblastiach, ¢o je najtypickejsie pre mensie
génové panely aj pre WES. RieSenim moze
byt tranzicia na WGS analyzy.

Spolo¢nou limitéciou vietkych analytic-
kych postupov je moznost, Ze variant je sice
odhaleny, ale na zaklade nastrojov a znalosti
dostupnych v ¢ase analyzy zostava opisany
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ako variant neznameho vyznamu (VUS), ¢ize
jeho klinicka signifikancia je nezndma. V tom-
to smere sa vsak situacia zlepsuje, kedZe ge-
nomickeé Studie pribudaju a opisuje sa klinicky
vyznam ¢oraz vacSieho poctu variantov. Tato
limitacia preto moze byt prekonana opatov-
nou analyzou a interpretédciou sekven¢nych
udajov s odstupom casu, na zéklade novych
informdcii z literatury, novych bioinformatic-
kych nastrojov a neustale aktualizovanych
databaz ochoreni a variantov. Predchadzajuce
Studie ukazali, Ze opatovna analyza udajov
WES a WGS méze zvysit diagnosticky vytazok
0 5% az 26 % (Johannesen et al., 2023).

Postupne pribudaju informacie aj o va-
riantoch nachadzajucich sa mimo protein
kédujucich oblasti, ¢o v budicnosti ma po-
tencial dalej zvysovat diagnosticky vytazok,
a to Specificky pri WGS. Pre presnejsiu funk¢nu
interpretdciu variantov identifikovanych v in-
trénoch a odhalenie ich pripadného vplyvu
na zostrih mMRNA moézu posluzit novovyvijané
nastroje na hodnotenie variantov v nekédu-
jucich ¢astiach gendmu (Zhou et Troyanskaya,
2015; Kurosawa et al., 2023), ako aj hodnote-
nie transkriptdmu pomocou sekvenovania
RNA (RNA-seq), ktoré v poslednych rokoch
nachadza uplatnenie v klinickej diagnostike
(Johannesen et al., 2023). Tato metodika tiez
deteguje zmeny génovej expresie a expresiu
dlhych nekédujucich RNA (IncRNAs), ktoré by
mohli zodpovedat otazky ohladom chybajucej
dedi¢nosti epilepsii.

Urcitou limitaciou pre WES aj WGS moze
byt aj to, Ze pouzité bioinformatické nastro-
je nepodporuju identifikaciu a interpretaciu
dostatocne Sirokej palety moznych typov se-
kven¢nych zmien z MPS dat (napr. CNV, mik-
rosatelity, pripadne iné SV). Dnes su dostupné
$pecializované bioinformatické postupy, ktoré
umoznuju tieto limitacie prekonat, je viak
potrebné stéle viac ich zahifat do rutinného
pouzitia pri interpretovani a hodnoteni WES/
WGS dét.

Potrebny je nadalej aj vyvoj stale novych
a efektivnejsich néstrojov, ktoré poskytnu
rieSenia pre Specifikd analyzy urcitych dru-
hov variantov, ako su expanzie i iné zmeny
tandemovych repeticii (TR). Napriklad pri ge-
netickej determindcii familidrnych adultnych
myoklonickych epilepsii (FAME) zohrdvaju ulo-
hu velmi Specifické zmeny mikrosatelitovych
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motivov v génoch SAMD12, STARD7, MARCHF®6,
YEATS2, TNRC6A alebo RAPGEF2. Vo vsetkych
Siestich génoch sa expanzie pentaméru TTTTA
vyskytuju v intronovych oblastiach, pricom
patogénne alely maju aj inzerciu TTTCA
(Corbett et al., 2023). Na ich odhalenie su po-
trebné WGS déta (pokryvaju intrény), ako aj
citlivé nastroje schopné odhalit tieto zmeny
repeticii.

U niektorych pacientov moéze byt epile-
psia spésobena variantmi, ktoré su pritom-
né len v urc¢itom Specifickom tkanive a nie
su detegovatelné v periférnej krvi (ktora sa
pri DNA diagnostike bezne pouziva). Takdto
situacia nastdva, ked'k vzniku variantu dojde
pocas embryondlneho vyvoja alebo neskor
v Zivote, pricom v zavislosti od nacasovania
a umiestnenia sa variant nachadza len v urd¢i-
tom 3$pecifickom tkanive. Odhalenie vyskytu
tychto variantov je tiez diagnostickou vyzvou.
Nedostupnost mozgového tkaniva na identifi-
kaciu tychto somatickych variantov je mozné
prekonat analyzou bezbunkovej DNA (cfDNA)
v cerebrospindlnej tekutine (Ye et al., 2021).

Navyse, pri charakterizacii genomického
pozadia epilepsii je nevyhnutné pocitat aj
s inym rozmerom komplexnosti determindcie
fenotypu, napr. s nemendelskymi formami
ochorenia, akymi su oligo-/polygénové ¢i
komplexné formy s vyznamnym zapojenim
environmentalnych faktorov. V tychto pri-
padoch sa WGS analyzy tiez javia ako nevy-
hnutné, pricom je potrebné hodnotit vystupy
inym sposobom, nez je to zauzivané v pripade
monogénovych foriem. Uz spominané GWAS
analyzy a vypocty PRS sa v tomto kontexte
aktudlne intenzivne studuju.

Daldim moznym vysvetlenim faktu, pre¢o
niektori pacienti zostavaju geneticky neobjas-
neni, m6ze byt pritomnost nemendelistickych
epigenetickych pricin pri danej epilepsii. Preto
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