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1. BEVEZETES
1.1. Az epilepszia genetika torténete és az epilepszia szindromak uj klasszifikacioja

Az 0j-generacios genetikai modszerek megjelenése, elterjedése atalakitotta az epilepszia
molekuléris diagnosztikajanak klinikai gyakorlatat. Két évtizede még csak 12-20 gén koroki
szerepe volt ismert kiilonbozd epilepszia betegségekben, mara ez a szam megsokszorozodott,
¢s egyre tobb gén esetében keriil alatimasztasra, hogy hibaja esetén epilepszia alakul ki. Az
epilepszia betegség genetikai hatterének lehetdsége mar régen felmeriilt. A generalizalt
epilepszia el6fordulasanak valdszintisége elsdfokt rokonok esetén az atlag populacidhoz képest
5-10-szeresre emelkedik. Ikervizsgalatok is megerdsitették az Orokletességet, melyet
tradicionalisan multifactorialisnak véltek. Vannak azonban olyan csalddok, amelyekben
autosomalis dominans (AD) 6roklédést mutat az epilepszia, magas penetranciaval és a csalddon
beliil azonos rohamtipussal. Ezeknek a nagy, tobbgeneracios csalddoknak a vizsgalata vezetett
az elsé epilepszia gének klonozasahoz (SCN1A, CHRNA4, KCNQ2, KCNQ3, SCN2A). A
genom kapcsoltsagi analizisek és a Sanger-féle szekvenalas sikeres stratégidk voltak az
enyhébb lefolydstu, dominans epilepszidk vonatkozasaban, de nem tudtak diagnosztikus
segitséget nydjtani a negativ anamnézisili, terapia-rezisztens epilepszidban szenvedd, rossz

prognozisu betegeknek és csaladjaiknak.

Az elmult évtizedekben az epilepsziakutatas sordn elért eredmények hozzajarultak az
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jelenleg tobb, mint 30%-ban igazolhato a hattérben allo genetikai eltérés, ezért az idiopathias
jelzd hasznalata hattérbe szorul. Az 0j osztalyozas nagy jelentdséget tulajdonit az etioldgianak
¢s a tarsulod allapotoknak, betegségeknek is. Az etioldgia meghatirozasanak fontossagat
hangstlyozza a diagnozis felallitasanak minden lépcsdjénél, hiszen az terapids vonatkozéssal
bir. Az etioldgiat hat alcsoportra bontottdk, melyek természetesen atfedésben lehetnek
egymassal, igy megkiilonboztetlink strukturalis, genetikai, infekcios, metabolikus, immun és
ismeretlen eredetli epilepsziat. A nomenclatura is jelentdsen atalakult, és 0j entitdsként

megjelent a fejlédési és epilepszias encephalopathia.

Az 1j-generacios szekvenalas (NGS) megjelenésével és elterjedésével a legkorabbi,
legegyértelmlibb  genetikai  Osszefliggések az  epilepszias  encephalopathidk  (EE)

vonatkozasaban lattak napvildgot. EE-rdl beszéliink, ha az epilepszids aktivitds nmaga olyan



sulyos kognitiv és magatartasbeli romlast okoz, amelyet a hattérben all6 pathologiaval
magyarazni nem lehet (pl. corticalis malformatio). A romlas barmely életkorban el6fordulhat,
¢s kiilonbozo stlyossagu lehet, szamos epilepszia szindrémat érinthet. Az encephalopathidval
asszocialt epilepszia szindromak nagy része genetikai hatterti, de el6fordulnak szerzett okok is,
ugy, mint hypoxias-ischaemids eredet, stroke, vagy corticalis fejlodési rendellenesség, amely
lehet genetikai vagy szerzett etiologiaju is. Azoknak az eseteknek a megnevezésére, amikor a
gyakori epilepszias aktivitason feliil a genetikai eltérésnek direkt hatasa is van a fejlédésre -
regressziot, vagy az epilepszia megjelenése elott a fejlodési ilitem lelassulasat okozva — a
fejlodési és epilepszias encephalopathia kifejezés javasolt. A klinikai gyakorlatban nem mindig
egyszeri a két entitds elkiilonitése az atfedések miatt, az egyszeriiség kedvéért a tovabbiakban
az EE kifejezést hasznalom. Az EE magaba foglal szdmos korhoz kotott electroklinikai
szindromat specifikus rohamtipusokkal és az electroencephalographidn (EEG) észlelhetd
eltéréssel. A tarsuld betegségek, mint az autizmus spektrum zavar, mozgaszavarok, viselkedési
problémak gyakoriak, a progndzis gyakran igen rossz. A molekularis forradalom
megjelenésével folyamatosan n6 a betegség hatterében allé ismert gének szama: leggyakrabban
de novo dominans mutaciokat azonositanak. Tobb gén hibaja okozhatja ugyanazt az
electroklinikai szindromat, és forditva, egy gén mutacidi fenotipusos pleiotropidt mutathatnak.
Az érintett gének sokféle funkcidji fehérjét kodolnak, lehetnek ioncsatornak, synapticus— €s
transcriptiot szabalyozé funkcidt betoltd fehérjék. EE hatterében eldszor 2001-ben igazolodott
genetikai eltérés, amikor Claes L. és munkatdrsai hét Dravet szindromés (DS) gyermek
mintajaban de novo SCN1A-gén (fesziiltségfiiggd natriumcsatorna alfa-1 alegység) mutaciot

igazoltak.

A koépiaszam-valtozasok (CNV) fontos molekularis okai az EE-nak, az esetek akar 8-
23,5 %-aban oki vagy potencidlisan a betegséghez hozzajarulo6 CNV mutathato ki. A pathogen
microdeletiok, microduplicatiok kimutatdsa miatt az array komparativ genomhibridizécid
(array CGH) vizsgalat EE esetén az egyik elsé diagnosztikus 1épcsé a genetikai kivizsgalas
soran. Az NGS technoldogia hatékonysaganak ndvekedése, ardnak csdkkenése szintén
hozzajarult az EE hatterében 4116 gének gyors felfedezéséhez. A teljesexom-szekvenalas (WES)
alkalmazdasa a proband és sziileinek mintéin (trio-szekvenalas) hatékony modszernek bizonyult.
Az EE-ban szenved6 betegek nagy részében ma mar azonosithatd a genetikai hattér, a legtobb
esetben kimutatott de novo dominans mutacié feltehetéen az ivarsejtben vagy a korai
embryogenesis sordn jott 1étre. A monogénes esetekben nagy hatasti gének mutécigja all a

hattérben, vannak azonban komplex 6roklddést mutatd esetek is, amikor tobb genetikai eltérés



interakcidja okozza a csaladi halmozo6dast mutato, de eltérd sulyossagi betegséget, pl. DS

esetén.

A tradiciondlis, bazisrol bazisra torténd szekvenalds (Sanger-féle szekvenalés)
1doigényes, egy gént célzottan vizsgal, nagyon pontos €s olcsobb, mint az 10j-generacids
alternativak. Az NGS nagyszamu, kisebb darabokra tort DNS szegmens gyors, parhuzamos
szekvenalasara, majd megfeleld illesztést kdvetden szamitogépes értékelésére alkalmas. Az
NGS lehetové teszi génpanelek vizsgalatat, vagyis olyan gének szekvendldsa torténhet
parhuzamosan, melyek egy jol meghatarozott fenotipussal asszocidltak. Az NGS
technologiaval lehetdség nyilt a teljes exom é€s a teljes genom szekvenalasara (WGS) is. A WES
az 0sszes fehérje-kodolo exon és exon-intron hatar szekvenalasara alkalmas. A talalt varidnsok
értekelése nem ér véget a laboratériumban. Az ismeretlen jelentoségli variansok (variant of
unknown significance, VUS) interpretaciot igényelnek, de nem feltétleniil segitik a diagnozist.

A sziilék mintajanak vizsgalata és a fenotipus pontositdsa sziikséges a VUS-ok tovabbi

crcr

Boviild ismereteink ellenére a beteg vizsgalatatol a genetikai diagnézisig eljutni a
mindennapi klinikai gyakorlatban esetenként még kihivasokkal teli. Az ILAE ajanlasa alapjan,
¢letkortol fiiggetleniil javasolt a beteg genetikai kivizsgalasa terapia-rezisztens epilepszia, igy

EE esetén.

1.3. A genetikus generalizalt epilepsziak és genetikai hatteriik

Az idiopathids generalizalt epilepszidk (IGE) csoportjdba négy jol meghatarozott
epilepszia szindroma tartozik: a gyermekkori absence epilepszia, a juvenilis absence epilepszia,
a juvenilis myoclonusos epilepszia (JME) és az epilepszia csak tonusos-clonusos rohamokkal.
Az ismereteink bdviilése, az epilepszidk monogénes ¢és komplex oroklédésmenetének
megismerése miatt az ILAE legfrissebb ajanlasa szerint ezt a csoportot az idiopathias jelzd
helyett inkabb a genetikus jelzd illeti, igy a genetikus generalizalt epilepszia (GGE) a
megfelelobb elnevezés. A GGE szindromak kozos jellemzoi a generalizalt, fokalis vondsokat
nem mutatd rohamok, a pozitiv csalddi anamnesis, a betegség életkorhoz kitott megjelenése, a
kialvatlansag és a photostimulatio provokald hatasa, a jo intellektus, a negativ agyi MRI, az
interictalis EEG-n 3 Hz-es generalizalt tiiske-hullam minta és a valproatra adott jo terapias
valasz. Mind az 0Oroklodést, mind a klinikumot tekintve a GGE-val jard szindromak
kontinuumot mutatnak. Egy csaladon beliil tobbféle GGE-forma megjelenhet, és sokszor

el6fordul, hogy a GGE-ban szenvedd beteg kezdetben az egyik, késébb a masik GGE



szindroma tiineteit mutatja, pl. a gyermekkori absence epilepszia JME-va fejlédhet. Ezen
gyakoribb eldforduldsu, kevésbé stlyos lefolyasu, késobbi életkorban manifesztalodo
epilepsziak esetén az 6roklédés multifactorialis vagy tobb, alacsony penetrancidju gén komplex
oroklédése all a hattériikben. Kalciumcsatorna-gén (CACNA1H), kloridcsatorna-gén (CLCN2),
natriumcsatorna-gének (SCN1A, SCN1B) ¢és a GABA-receptor alegységek génjeinek
(GABRG2, GABRA1) mutacioi is leirasra keriiltek GGE hatterében.

2. CELKITUZESEK

Az értekezés témaja az epilepszias betegek molekularis diagnosztikdja hagyomanyos és
uj-generacios genetikai modszerekkel. Intézetiinkben tobb évtizedes hagyoméanya van a
fejlddésbeli elmaradast, értelmi akadalyozottsagot mutaté gyermekek vizsgalatanak,
diagnosztikdjanak. Tekintettel arra, hogy ebben a betegcsoportban gyakori komorbiditds az
epilepszia, kutatasi témamnak ezt valasztottam. Genetikai tanacsadonkban az orszag egész
teriiletérdl fordulnak meg betegek, hiszen orszagosan egyediil all6 moddszerek allnak
rendelkezésre a laboratoriumunkban. Igy egy-egy ritka betegséggel is viszonylag gyakran
talalkozunk, és lehetdségiink van pontosabb fenotipus-genotipus Osszefiiggések feltarasara. Az
Uj-generacios genetikai modszerek megjelenésével ismereteink jelentdsen bdviiltek ugyan az
epilepszia genetikai hatterét illetden, de a hagyomanyos cytogenetikai és molekularis genetikai
modszereknek is megvan a helye a diagnosztikus algoritmusban. A kiilonb6zé moddszerek
eldnyeit és korlatait ismerve tudjuk a megfeleld diagnosztikus 1épcsdzetességet betartani, ami
koltséghatékony, és nem vezet felesleges vizsgalatok elvégzéséhez. A pontosabb fenotipus-
genotipus Osszefliggések feltardsa a kutatasi célokon tul, végiil is a betegek ¢€s csaladjaik
szdmara nyujthat részletesebb ismereteket a prognodzisrdl, a varhatoé tarsuld betegségek

eléfordulasarol, és esetleg terapias konzekvenciaval is jarhat.

Harom vizsgalt epilepszias betegcsoportban az alabbi célokat hataroztuk meg:

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

szakirodalmi adatok felhasznalasaval.

2. Az SCN1A-gén mutacid spektrumanak vizsgalata a magyar populacidoban DS és

genetikus epilepszia lazas gorcs plusz (GEFS+) szindroma esetén Sanger-féle szekvenaldssal



¢s multiplex ligaciofiiggd proba amplifikacioval (MLPA). Genotipus-fenotipus 6sszefliggések

cres

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

klasszifikalt eltérés interpretacidja.

3. A VIZSGALATBAN RESZTVEVO BETEGEK
3.1. Idic (15) szindrémas betegek

A kutatés els6 részében 6t idic (15) szindromaban szenvedd betegiink pontos fenotipus
elemzését, majd kiegészité genetikai vizsgalatat végeztikk el, akiket intézetlinkben
hagyomanyos cytogenetikai modszerekkel diagnosztizaltunk. Az idic (15) szindroma a
leggyakoribb genetikai betegség, melyet egy szamfeletti abnormalis struktirdju kromoszéma
okoz. A szamfeletti marker kromoszémak (SMC) kb. fele 15-6s eredetli a 15q11.2-q13
genomialis régio instabilitdsa miatt. A gyakori atrendez6dés hatterében 6t recurrens téréspont
(BP1-BP5) all, melyek alapjat alacsony kopiaszamt ismétlédések képezik a genomban,
meioticus nem-allélikus homoldég rekombinacid soran interstitialis deletiot (Prader-Willi
szindroma/Angelman szindréma), duplicatiot (15q duplicatios szindroma), szamfeletti marker
kromoszomat (idic (15) szindroma vagy inv dup (15) szindréma) vagy gylriikromoszoma
kialakulasat okozva. Nagy idic (15) esetén a leggyakrabban azonositott toréspontok a BP4 és a
BP5, ezekben az esetekben a BP2-BP3 kozotti genomialis régio két extra kopiaban van jelen,
partialis tetrasomia jon létre, mely koros fenotipus kialakulasdhoz vezet. A 15-0s eredetii
marker kromoszomak pontos genomialis tartalmanak és a toréspontjaiknak meghatarozasdhoz
mind az 6t beteg mintdjan array CGH vizsgalatot végeztiink el. A kapott eredményeket, a
genotipusbeli  kiilonbségeket 0Osszevetettiik betegeink fenotipusaval. Irodalmi adatok
attekintésével kerestiik a magyardzatat elsdsorban a betegeink epilepszia szindromainak/az

epilepszia meglétének vagy hianyanak kiilonbségeire.

3.2. Dravet szindromas és Generalizalt epilepszia lazas gorcs plusz szindrémas
betegek

Munkank masodik részében egy 6t éves periddusban (2012. januar és 2017. december)
vizsgaltuk a laz-provokalta epilepszids rohamokat mutatd betegeket. Az orszdg egész
teriiletérdl, elsésorban gyermekneurolégusok/neurologusok altal referalt 183 beteg részletes
fenotipus elemzése soran megallapitottuk, hogy 63 beteg esetében allithato fel a DS vagy a
GEFS+ szindroma diagndzisa. A tovabbiakban ezeknél a betegeknél az SCN1A-gén célzott

vizsgalata tortént Sanger-féle szekvenaldssal és MLPA modszerrel. Igazolt SCN1A-muticio6



esetén szegregacio analizist végeztiink a mutacid de novo vagy orokolt eredetét alatamasztando.

A kutatas célja az SCN1A-gén mutacié spektrumanak vizsgalata volt a magyar populacidban.

3.3. Genetikus generalizalt epilepsziaban szenved6 beteg
A kutatas harmadik részében GGE-ban szenvedd, jo intellektusu fiagyermek
diagnosztikai 1épcséit jartuk végig, amelyek a gyermeket és csaladjat végiil genetikai
diagnoézishoz juttattdk. A Kkiterjedt hypopigmentalt folttal rendelkezd fitgyermek célzott
genetikai vizsgalata neurocutan szindroma iranyaba nem hozott eredményt. Kilfoldi
kollaboracio keretén beliil a beteg mintajanak WES vizsgalata tortént meg. A laboratorium altal
VUS-ként interpretalt eltérés szegregacidé vizsgalatait és az eredmények interpretalasat

intézetiinkben végeztiik el.

4. MODSZEREK
4.1. Mintavétel és tarolas

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

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

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

genomialis DNS mintat hasznaltunk.

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

kizarasa érdekében minden esetben 100 sejtet értékeltiink.



4.4. Fluorescens in situ hibridizacio
Tekintettel az SMC-k gyakori 15-6s eredetére, az UBE3A 16kuszra (PWS/AS kritikus
régid) specifikus probat és a 15p11.2 és 15g22-es régiokra specifikus kontroll probékat
hasznaltunk a vizsgalathoz (Vysis, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA). A protokollt a

gyart6 eldirasai szerint alkalmaztuk.

4.5. Uniparentalis disomia

Az eljaras soran a 15 (idic) szindromas betegek (2. €s 3.) és sziileik esetén a polymorph
microsatellita (STR) markerek amplifikaldsra kertiltek polimerdz lancreakcié (PCR)
segitségével. A PCR reakciot kovetéen az amplifikacio 2%-os agar6dz gélen kertilt ellendrzésre,
majd 8%-os poliakrilamid gélen valasztottuk el az egyes alléleket. Az értékelés soran a vizsgalt
személy alléljeit a két sziild alléljeihez viszonyitottuk, azaz a kapott termékek mintizatat
értékeltilk. A microsatellita marker analizis szempontjabol csupan azok a markerek
informativak, amelyekre nézve a csalddtagok heterozygotak, és a két sziil6 legalabb az egyik
allélméretben kiilonbozik egymastol. A 15-6s kromoszoémdk UPD vizsgalata sordn a
szakirodalomban k6z6lt D15S10, D15S11, D15S97, D15S113, D15S122, D15S128, D15S165,
D15S210, D15S659 és GABRB3 polymorph STR markerek keriiltek alkalmazésra.

4.6. Array komparativ genom hibridizaci6

Az array CGH vizsgalat céljara az Agilent Human Genome Unrestricted G3 ISCA v2
Sureprint 8x60K oligo-arrayt (Amadid 021924) hasznaltuk, amely egy nagy felbontasu
microarray. A platform 18,851 db 60 nucleotid hosszusagl oligomer probat tartalmaz a genom
ISCA konzorcium altal kiemelt/vizsgalatra ajanlott régidiban, emellett 40,208 db un. backbone
probat, amelyek egylittesen 60 kb atlagos proba tdvolsagot jelentenek, a genom kodolo és nem
kodolo régioit egyarant reprezentalva (Agilent, Santa Clara, CA). A mintdk jelolése €s
hibridizacidja soran az Agilent altal ajanlott eljarast (Oligonucleotide Array-Based CGH for
Genomic DNA Analysis — Enzymatic Labelling Protocol v7.5) kovettiik. A vizsgalt személy
DNS-ét és a nemben vele megegyezd referencia DNS-t Alul és Rsal restrikcids
endonucleasokkal fragmentaltuk (2.5 éran at 37 °C-on). Az emésztett DNS minta jel6lése az
un. random priming modszer alkalmazasaval tortént (Agilent Genomic DNA Labelling Kit;
Agilent, Santa Clara, CA), ennek soran Cy5-dUTP jelolést hasznaltunk a vizsgalt személyek,
illetve Cy3-dUTP jelolést a referencia mintak esetében. A fluorescensen jelolt fragmensek
tisztitdisdhoz Amicon Ultra AU-30 filtereket hasznaltunk. Az igy el6készitett mintakat
kombinaltuk, a betegek és a megfeleld referencia mintak mellett 50 ug Human Cot-1 DNS-t is

alkalmazva végeztiik a hibridizaciot (65 °C-on 24 6rén 4at). A hibridizalt lemezek moséasa



szintén a gyarté ajanlasa szerint tortént (Agilent Protocol v7.2). Az elkésziilt slide-okat Agilent
dual laser scanner G2565CA késziilék segitségével scanneltiik be, az elemzéshez Agilent
Feature Extraction software-t (v10.10.1.1.) hasznaltunk. Az eredmények vizualis
megjelenitéséhez és értékeléséhez Agilent Cytogenomics software-t (v4.0.3) alkalmaztunk. A
disszertacidban bemutatott eredmények esetében a DNS szekvencia informacidk a publikus
UCSC (University of California, Santa Cruz) adatbazisnak felelnek meg (GRCh37/hgl9). A
detektalt CNV-ket szamos, szintén szabadon felhasznalhaté adatbazisban 1évo ismert
aberracioval 6sszehasonlitva értékeltilk: DECIPHER, Database of Genomic Variants, ClinGen

Dosage Sensitivity Map, ClinVar és Ensembl.

4.7. Automatizalt Sanger-féle szekvenalas

Az SCN1A, a TSC1 ¢és TSC2 és az SLC12A5-gének exonjainak amplifikaldsa polimeraz
lancreakcioval (PCR) tortént, intézetliinkben tervezett exonspecifikus primerparok
alkalmazéasaval. A kapott PCR termékek elemzését bidirectionalis Sanger szekvendlassal
végeztik ABI 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai
Egyesiilt Allamok) automata szekvenalo késziiléken, BigDye terminatorreagens (Thermo
Fisher Scientific) felhasznalasdval. A kapott szekvencidkat a megfeleld referencia
szekvenciaval 0sszehasonlitva értékeltiik a Winstar program (DNASTAR Inc., Madison, WI,
USA) segitségével. Az SCN1A-gén vizsgalata soran detektalt uj variansok interpretacidja a
Mutation Taster, a PolyPhen-2, a PROVEAN ¢és a Mutation Assessor predikcids software-ek
segitségével tortént. A talalt mutdcidkat a betegtél nyert masodik minta vizsgalataval

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

4.8. Multiplex ligaciofiiggoé proba amplifikacio

Az SCNI1A, a TSC1 és a TSC2-gének nagyobb atrendezddéseit MLPA modszerrel
vizsgaltuk. Az MLPA analizis a kereskedelemben kaphatd kittel (SCN1A-hoz hasznalt kit:
SALSA MLPA Kit P-137 Probemix, MRC Holland, TSC1-hez hasznalt kit: MLPA kit P124-
C3 Probemix, MRC Holland, TSC2-h6z hasznalt kit: MLPA kit P046-D1 Probemix, MRC
Holland) tortént, a gyartd cég altal ajanlott protokoll alapjan (MRC Holland, Amszterdam,
Hollandia). Minden reakcidhoz 50-250 ng DNS mintdt hasznaltunk 5 pl térfogata
reakcioelegyben. A DNS-t 16 6ran at hibridizaltuk a specifikus probakkal, majd a ligaciot
kdvetden fluorescensen jelolt primerek jelenlétében PCR amplifikéciot alkalmaztunk. A kapott
DNS fragmentumokat kapillaris electrophoresis segitségével valasztottuk el. Az eredmények

értékeléséhez Coffalyser programot (MRC Holland, Amszterdam, Hollandia) hasznaltunk.



4.9. Uj-genericiés szekvenalas, teljesexom-szekvenalas
A GGE-ben szenvedd beteg mintdjanak teljesexom-szekvenaldsa kiilfoldi genetikai
laboratoriumban (CentoGene AG, Németorszag) tortént kutatasi egyiittmiikodés keretén beliil.
A genomikus DNS fragmentalasat kovetden az elemezni kivant régiok kiemelése/dusitasa
Agilent SureSelect Human All Exon Kit V6 alkalmazédsaval tortént. A konyvtarkészitést
kovetden a szekvenalast Illumina platformon végezték (lefedettség atlagosan 100x). A kapott
nyers adatok bioinformatikai feldolgozasa a CentoGene sajat fejlesztésii programjai (és

algoritmusai) segitségével tortént, a kozolt adatok a GRCh37/hg19-re vonatkoznak.

5. EREDMENYEK
5.1. Idic (15) szindrémas betegek fenotipusa és strukturalis kiilonbségei

5.1.1. A betegek fenotipusa

Betegeink mindegyikének fenotipusa az idic (15) szindrémara jellegzetes: kiilonb6zo
foku generalizalt izomhypotonia, globalis fejlédésbeli elmaradas, altaldban kozépsilyos-stilyos
értelmi akadalyozottsag, az expressziv beszédfejlodés sulyos zavara, egy eset kivételével
autisztikus viselkedészavar ¢és epilepszia jellemzd rajuk. A tiinetek sulyossaga azonban
meglepd valtozatossagot mutat. Jellegtelen arcdysmorphia és tarsul6 fejlddési rendellenességek

hianya szintén k6zos vonds a betegeinkben.

5.1.2. GTG savozas és FISH

A betegek mintainak GTG-savozéasa 550-sav szintli felbontdssal tortént. A betegek
mindegyikének karyotypusa egy G-csoportbeli acrocentricus szamfeletti marker kromoszoémat
tartalmazott. Mindegyik esetben 100 sejt vizsgélata tortént, igy a mozaicizmus csaknem
kizarhat6. A klinikai tlinetek €s az SMC jelenléte miatt metaphasis FISH vizsgalatot végeztiink
UBE3A 16kusz specifikus probaval (PWS/AS kritikus régio), az SMC-ken mindkét proba
(D1521 és UBE3A régid) jelet adott (a normal 15-6s kromoszoémak mellett), igazolva ezzel a

marker kromoszoma 15-0s eredetét.

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

masik harom beteg sziilei nem egyeztek bele a vizsgalatba.



5.14. Array CGH
A kopiaszamokat és az idic (15) kromoszéma kialakulasaban résztvevd kiilonbozo
genomialis régiok toréspontjait 6sszegzi az 1. tablazat (az ISCN 2016 alapjan). A genomialis

eltérések bazispar pozicioit a ,,February 2009 Assembly” alapjan jeloltiik meg (GRCh37/hgl9).

1.tablazat: Az idic (15) kromoszémak array CGH vizsgalati eredményei és molekularis altipusai

Beteg Molekularis Array CGH eredmény
altipus

1. A arr [GRCh37] 15q11.1q13.2(20102541_30322138)x4
arr [GRCh37] 15q11.2¢13.2(22765628_31183907)x4,

i © arr [GRCh37] 15q13.3(31261835_32861626)x3
arr [GRCh37] 15q11.2¢13.3(22765628_30178222)x4,

’ - arr [GRCh37] 15q13.1q13.3(30226187_32445252)x3
arr [GRCh37] 15q11.1¢13.3(20102541_30078386)x4,

’ 0 arr [GRCh37] 15q13.1q13.3(30251859_32510863)x3
arr [GRCh37] 15q11.1¢13.2(20102541_31077833)x4,

5 B

arr [GRCh37] 15q13.2q13.3(31123186_33009483)x3

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

D. Nagy idic(15) — aszimmetrikus téréspontok BP1-BP5:BP3-BP1.

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

szimmetrikusak, a tobbieké aszimmetrikusak.

5.2. Az SCN1A-gén mutacidés spektruma a magyar epilepszias populaciéoban
Vizsgalatunkkal 0sszesen 12 ismert SCN1A-mutaciot igazoltunk (15 betegben és 3
csaladtagban), és 15 korabban nem ismert pathogen eltérést mutattunk ki (15 betegben és 2

csaladtagban) Sanger-féle szekvenalassal. MLPA vizsgalattal tovabbi harom betegben az



SCN1A-gén nagy deletioja igazolddott. A 63 vizsgalt betegbdl tehat 33 esetben tudtuk a DS
vagy a GEFS+ szindroma klinikai diagnézisat genetikailag alatdmasztani. Az 6roklédésmenetet
nem minden esetben tudtuk tisztazni, csak azokban a csaladokban, ahol a sziiloktdl DNS
mintavétel tortént, és a vizsgalatba irdsos beleegyezésiiket adtadk. A mutacié hat esetben
bizonyult orokletesnek. A sziilok fenotipusa vagy a GEFS+ szindrémaval leirhatd, vagy

gyermekkori 1azgorcesiik volt, illetve két esetben teljesen tlinetmentesnek bizonyultak.

Az 1j, korabban még nem kdzolt mutaciok kozott 12 missense varianst, két frameshiftet
okozo ¢és egy in-frame deletidt okoz6 mutacidt azonositottunk. A szekvencia varidnsok
interpretalasat az ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics) ajanlasa
alapjan végeztiik el, a 15 0j eltérésbol ketté bizonyult “pathogénnek”, 12 “valdszinlien
pathogénnek”, egy eltérés pedig “ismeretlen jelentdségli variansnak”. A DS klinikai diagnozisat
tovabbi harom betegben sikeriilt alatdmasztanunk MLPA-modszerrel. Két beteg fenotipusa
nem kiilonbozott jelentdsen a pontmutacios betegekétdl, a harmadik beteg fenotipusa viszont,
aki egy nagy, heterozygota deletiot hordoz (exon 1-17), meglepden enyhe formaja a

betegségnek.

5.3. Generalizalt epilepszia hatterében azonositott ioncsatorna-génmutacio ritka
formaja

A kiterjedt hypopigmentalt folttal rendelkez6, kisdedkorban myoclonusos-atonias
rohamokat mutatd, gyermekkorban absence rohamokra valtd fiagyermek DNS mintdjanak
vizsgalata soran intézetiinkben a TSC1 és TSC2-gének Sanger-féle szekvenalasa és MLPA
analizise soran eltérés nem volt kimutathatd. A beteg DNS mintéjat kollaboracié keretében
kiilfoldi genetikai laboratériumba kiildtilk WES vizsgalat elvégzése céljabol. A WES soran az
SLC12A5-génben egy heterozygota c.1417G>A missense eltérést detektaltak, mely egy valin-
eltérés a szakirodalomban eddig ismeretlen, kiilonb6zd predikcios software-ekkel vizsgalva
eltérd megitélésti, a kiilfoldi kollaboracids laboratorium beszdmolojaban VUS-ként
klasszifikalt. A fenotipussal dsszevetve, a szakirodalomban idiopathias generalizalt epilepszia
14-es tipusaként ismert epilepszia szindroma diagnozisat tamasztja ala. A sziilok hordozdsagi
vizsgélatara intézetiinkben keriilt sor. Az édesanya a vizsgalt muticidra nézve normal
genotipusunak bizonyult, mig a tiinetmentes édesapanal is kimutattuk a gyermeknél észlelt

heterozygota c.1417G>A missense mutéaciot az SLC12A5-génben.



6. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

6.1. Az array komparativ genom hibridizacio szerepe az idic (15) szindromas betegek
diagnosztikajaban

Vizsgalatunk soran 6t, kiillonb6z6 életkorban diagnosztizalt idic (15) szindroméban
szenvedo beteg esetében végeztiik el az array CGH vizsgalatot megerdsitve és kiegészitve ezzel
genetikai diagnozisukat. Az array CGH moddszer alkalmas az idic (15) kromoszéma pontos
genomialis tartalmdnak, a kopiaszdm-valtozasnak, a toréspontoknak és a géntartalomnak a
meghatarozasara, igy feltehetéen kordbban nem ismert genotipus-fenotipus Osszefliggések

feltarasara nyujt lehetoséget.

Az idic (15) szindromdas betegek klinikai tiineteinek stlyossidga igen széles skalan
mozog, ahogy azt a vizsgéalatban résztvevd betegek fenotipusa is mutatja. Szamos genetikai
mechanizmust feltételeznek ennek a heterogenitasnak a hatterében, tigy, mint a genomialis
struktira kiilonbozdésége, a sziildi-eredet okozta imprinting hatasok és a mozaikossag. Az
altalunk vizsgalt 6t beteg koziil csak egy esetben igazolodott jellegzetes szimmetrikus
struktarajo SMC egy torésponttal. Ez a mechanizmus a segmentalis aneupoidian beliil négy
egyforma kopia kialakulasahoz vezetett. Ez a beteg, eltéréen a tobbiektdl, nem epilepszias és
autisztikus tlineteket sem mutat, bar jelenleg még csak kétéves, igy ezek a tiinetek a
késobbiekben még kialakulhatnak nala. A betegek koziil ketten (2. és 3.) megegyezd,
aszimmetrikus toréspontokkal rendelkeznek, mindkettejiik epilepszidja csecsemdkori kezdet,
infantilis spazmusokkal (IS) induld, -electroklinikailag West szindromanak (WS)-nak
megfeleld. A 3. beteg esetében a késdbbiekben valtozatos rohamok jelentkeztek, és terdpia-

rezisztens Lennox-Gastaut szindroma (LGS) klinikai képe bontakozott ki.

Az idic (15) szindroémaban szenvedd betegek epilepszia fenotipusa igen valtozatos
annak ellenére, hogy hatterében oki tényezoként ugyanaz, egy szamfeletti marker kromoszoma
all. Szdmos teodria latott mar napvildgot az SMC géntartalmanak és az epilepszidnak az
Osszefliggésében. Ezek koziil néhany az érintett gének extra kdpiaszamat, masok a megvaltozott
génexpressziohoz vezetd kiilonb6zé mechanizmusokat, mint az imprinting, teszik feleldssé a
rohamok jelentkezéséért. A CHRNA7-gén lehetséges szerepe autizmus és epilepszia
kialakulasdban ismételten felmeriilt az irodalomban, de a klinikai szignifikanciaja a mai napig
kétséges. Az altalunk vizsgélt betegek idic (15) kromoszomaja tartalmazta a CHRNA7-gént,

kivéve az l-es beteget, akinél sem epilepszia, sem autizmusra utald tiinet eddig nem



jelentkezett. Az 1-es beteg idic (15) kromoszoémaja az array CGH vizsgalat eredmény alapjan

nem tartalmazza a CHRNA7-gént.

A betegség klinikai heterogenitasara azonban ugy tlnik, a toréspontok kiilonbozdsége
¢és a genomialis tartalom nem nyujt kielégitd magyarazatot. Korabbi vizsgélatok alapjan felme-
riilt a lehetdsége, hogy a segmentalis aneupolidia altal érintett 15q11.2-q13 régiot tartalmazo
allélek a homoldgok parosodéasa soran egyensulyzavart okozhatnak. Ez a teoria jabb mecha-
nizmus felismeréséhez vezethet, ami a koros fenotipus kialakulasdnak hatterében all, mivel ez
a komplex régid szamos imprintalt és biallélikusan expresszalt gént tartalmaz. A harom
GABAA receptor alegység gén (GABRB3, GABRAS és GABRG3, melyek a receptor B3, a5, és
v3 alegységeit kodoljak) kiilonos jelentdséggel bir epilepsziaval €s autizmussal jaro idegfejlo-
dési zavarok kialakulasaban, mivel a GABA az agy {6 inhibitoros neurotransmittere. Feltéte-
lezhetd, hogy az apai és anyai eredetii homologok 15q11-q13 régidi kozotti trans interakcionak
fontos szerepe van a GABAA receptor gének optimalis biallélikus expresszidjaban. Igy elkép-
zelhetd, hogy az epilepsziat és autisztikus tiineteket mutatd négy betegiink fenotipusa az aszim-

metrikus marker strukturaval magyardzhato.

6.2. A Dravet szindroma és a GEFS+ szindroma fenotipikus és genotipikus
heterogenitasa

A legtobb Aaltalunk azonositott mutdcidé missense mutdcidonak bizonyult, mely
feltehetéen megvaltoztatja, de nem sziinteti meg az ioncsatorna miikodését. Az altalunk
detektalt mutaciok koziil két ismert, recurrensnek mutatkozo eltérés volt, melyet a
kohortunkban egynél tobb betegben azonositottunk (p.Thrl1174Ser és p.Argl245*). A mi
adatainkhoz hasonloan, a tobb, mint 1200 ismert SCN1A-mutacid koziil mas szerzok is csak kb.
18%-ot talaltak recurrensnek. A 30 pontmutacios eset mellett MLPA-modszerrel harom nagy
géndeletios esetet is diagnosztizaltunk. Az MLPA modszerrel igazolt esetek aranya a
vizsgalatunkban 9,09% volt, ami hasonl6 az irodalmi adatokhoz, ezért a modszer a sziirés
masodik 1épcsdjeként ajanlhatd. Hasonldan mas szerz6khdz, nem taldltunk szoros genotipus-

fenotipus Osszefliggést a vizsgalt betegekben.

A fenotipus kialakitdsaban nemcsak az SCN1A fehérjének lehet szerepe, hanem szamos

mas fehérjének is, amelyek tehat modifikald hatdssal vannak a betegségre.

A DS korai klinikai diagnozisa esetenként nehéz lehet, mert a jellegzetes tiinetcsoport
csak a kovetés soran bontakozik ki. Ha egy csecsemdnek elhtzddd lazas rohama volt, és

SCN1A-mutacié igazoldodik a hattérben, azt mondhatjuk, hogy SCN1A-gén-asszocialt betegsége



van. Kovetkezetes genotipus-fenotipus Osszefiiggések hianydban a betegség elején

megjosolhatatlan, hogy GEFS+ szindréma vagy DS fenotipus alakul-e Ki.



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

Az SLC12A5-gén terméke egy, a kozponti idegrendszerben expresszalodd kalium-
klorid kotransporter (KCC2) fehérje, a kation-klorid kotransporter géncsalad tagja. A KCC2
normal mitkodése alacsony intracellularis CI~ koncentraciot eredményez az érett neuronokban,
ami elengedhetetlen a megfeleld synapticus gatlas kialakuldsahoz. Régoéta feltételezik, hogy az
SCL12A5-gén defektusa, igy a KCC2 fehérje expresszidjaban és mikodésében bekodvetkezo
valtozasok feleldsek az amugy precizen szabalyozott, gyors postsynapticus GABAerg gatlas
elégtelenségéért ¢€s a csokkent hyperpolarizacioért, melyet kiilonb6z0 neuroldgiai és
pszichiatriai betegségek (pl. schizophrenia) kialakuldasaval hoztak Osszefiiggésbe. A
szakirodalomban azonban eddig csak kevés esetben szamoltak be az SLC12A5-gén mutécioi

kovetkeztében 1étrejové monogénes betegségekrol.

Az utébbi években az SLC12A5-génben azonositott variansokat két igen eltérd
fenotipussal jard epilepszia szindroma kialakuldsaval hoztak Osszefiiggésbe: mindkét allél
mutacidja esetén egy sulyos lefolyasti korai infantilis EE, a korai migrald multifokalis
epilepszias encephalopathia, mig az egyik allél mutacidja esetén egy joval enyhébb lefolyasu
GGE kialakulasa varhat6. In vitro funkcionalis vizsgalatokkal kimutattak a klorid kidramlasi
kapacitds csokkenését a mutaciot hordozo sejteken. Betegiink tiinetmentes édesapjanal is
kimutathaté mutéaciot az inkomplett penetrancidval, a GGE komplex oroklédésmenetével

magyarazzuk.



7. OSSZEFOGLALAS

Az G0j-generaciés molekularis genetikai  modszerek (NGS, array CGH)
forradalmasitottak az epilepszia genetikat, de nem valtottak fel a hagyomanyos cytogenetikai
(karyotypizalds, FISH) ¢és molekuldris genetikai (Sanger-féle szekvenaldas, MLPA)
modszereket, hanem kiegészitették azokat. A hagyomanyos €s j mddszerek korlatainak nagy
része egymas melletti alkalmazasuk esetén kikiiszobdlhetdk. Az 0j-generaciés modszerek az 1)
eltérések detektalasan tul, nagy felbontoképességiik révén alkalmasak a hagyomanyos
technologiak eredményeinek megerdsitésére, illetve pontositasara. Es forditva, az NGS-sel
azonositott variansok validaldsa hagyomanyos bidirectionalis (Sanger) szekvenalassal minden
esetben megtorténik. Vizsgalatainkat két stlyos, gyakran terapia-rezisztens rohamokkal jaro
EE-ban szenvedd betegségcsoportban, a WS — LGS-val csaknem minden esetben érintett idic
(15) szindromas betegek és a GEFS+ - DS spektrumbetegséggel érintett betegek korében
végeztilk. A kutatds harmadik részében az eldzdektdl eltéréen, egy nem ritka betegségnek
szamito, az epilepsziaval €16 betegek jelentds részét érintd betegségesoport, a GGE-k genetikali

hatterének vizsgalata fel¢ fordult a figyelmiink.
Eredményeinket az aldbbiakban téméanként foglalom 6ssze.

1. Vizsgalatunk eredményeit 0sszegezve, az idic (15) szindréoma lehetdsége fel kell,
hogy meriiljon strukturdlis agyi elvaltozast nem mutatd, nehezen kezelhetd epilepszia
szindromak esetén, mint a WS és LGS. Korai centralis izomhypotonia esetén is szilikséges a
genetikai kivizsgalas dysmorphias tlinetek hidnyaban is. A FISH vizsgalattal kiegészitett rutin
karyotypizalas diagnosztikus értékii a betegségben. Az array CGH vizsgalat kovetkezd
diagnosztikus 1épcsoként alkalmas a korabban felallitott diagndzis megerdsitésére, és az SMC
genomialis tartalmanak pontos meghatarozasara. Ez lehetdséget teremthet ebben a klinikailag
heterogén betegségben bizonyos genotipus—fenotipus Osszefiiggések feltarasara, ezaltal
pontosabb betekintést nyerhetiink az EE-k kialakulasaban szerepet jatsz6 molekularis

mechanizmusokba, amelyek ismerete a jovOben terapias konzekvenciaval is jarhat.

2. Munkénk az els6 genetikai tanulmany, mely a magyar populacioban 1az-provokalta
rohamokat mutatdé GEFS+ vagy DS fenotipusu betegek korében vizsgéalta az SCN1A-gént
Sanger-féle szekvenalassal és MLPA-modszerrel. Az SCN1A-gén célzott szekvenalasa soran
15 1j, eddig nem ko6zolt pontmutéciot talaltunk betegeinkben a 12 ismert pontmutacid mellett.
Bar szoros genotipus-fenotipus Osszefiiggést nem sikertilt feltarnunk, a betegségspektrum

néhany fontos aspektusara vizsgalatunk eredményei is ravilagitottak. Néhany eset rokletesnek



bizonyult, a csaladi halmozodast mutato esetekben a csaladtagok fenotipusos heterogenitasa a
komplex oroklédésmenettel, mas gének betegségmodositd hatasaval lehet 0sszefiiggésben.
Harom DS-4s betegnél nagy géndeletio igazolddott MLPA-modszerrel, ami aldhuzza a
vizsgalat elvégzésének sziikségességét a szekvenalas soran negativnak mutatkozo esetekben.
Mas szerz6khoz hasonléan mi is azt talaltuk, hogy el6fordulhat GEFS+ fenotipus de novo
mutacidként, majd az utodra atorokitve DS klinikai képe fejlodik ki, ezért ugy gondoljuk, hogy
indokolt a genetikai vizsgélat elvégzése mindkét fenotipust mutatd betegben és csaladjaban.
Mas szerzok, €s a sajat tapasztalatunk alapjan is ugy gondoljuk, hogy a GEFS+ és a DS
fenotipusok elkiilonitése nem mindig lehetséges teljes biztonsaggal, foleg a betegség kezdetén,
ezért helyesebb az SCN1A-asszocialt epilepszia kifejezés hasznélata. A kutatas folytatdsaként
célunk az igazolt SCN1A- mutaciot hordozo betegek kovetése, a fenotipusuk pontositasa és a
betegség természetes lefolydsdnak minél alaposabb megismerése a lehetd legtobb esetben

elvégzett szegregacids vizsgalat mellett.

3. Bemutatott esetiink jol példazza azt, hogy a GGE betegségcsoport komplex
oroklodést korkép. Kiilfoldi genetikai laboratérium a betegben talalt eltérést ugyan VUS-ként
értekelte, €s a szegregacios vizsgalat sordn a tiinetmentes édesapaban is kimutattuk, de ez nem
zérja ki a varidns betegségokozo szerepét, hiszen mas gének betegségmodositd hatasaval is
szamolnunk kell. A ,,gold standard” egy eltérés pathogenként vald értékelésében az in vitro
funkcionalis vizsgalattal igazolt fehérjefunkcio-valtozas (ebben az esetben a klorid kidramlasi
kapacitas csokkenése), ennek vizsgalatara azonban nem volt lehetdségiink. Az irodalmi adatok
(az SLC12A5-gén mutacionak funkcionalis vizsgalatokkal igazolt szerepe EIMFS-ben és IGE-
ben) és a fenotipusos egyezés miatt ugy gondoljuk, hogy az eltérés, ha nem is okozza, de
hozzajarul a beteg GGE betegségéhez. A genetikai tandcsadas kiemelt jelentdségli ebben az
esetben betegiink majdani gyermekvallaldsa szempontjabodl, annak tudatdban, hogy a gén
homozygota és compound heterozygota eltérései egy nagyon sulyos, korai kezdetii EE-val
asszocialtak. Az uj-generdcios szekvenalasi technikaknak, azon beliil is a WES vizsgalatnak

1étjogosultsaga van az epilepszias betegek diagnosztikus algoritmusaban.
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