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Popis skrac¢enica i akronima

ILAE = Medunarodna liga protiv epilepsije ( eng. International League Against Epilepsy)
NGS = sekvenciranje nove generacije (eng. next generation sequencing)

WGS = sekvenciranje cijelog genom (eng. whole genome sequencing)

WES = sekvenciranje cijelog exoma (eng. whole exome sequencing)

SNP = polimorfizam jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism)

INDEL = insercije i delecije baza (eng. insertion and deletion of bases)

CNV = varijacije broja kopija (eng. copy number variation)

EEG = elektroencefalogram

MR = magnetna rezonanca

KBC = Klinicki bolni¢ki centar

COG = ocuvan oligomerni Golgijev kompleks (eng. conserved olygomeric Golgi complex)



1. UvOD

1.1 EPILEPSIJA

Epilepsija predstavlja Cestu 1 izrazito heterogenu skupinu neuroloSkih bolesti
pojavljuju¢i se u 2% osoba (1). Prijasnja definicija epilepsije produzena je u najnovijoj
reviziji te definicije izdane 2014. godine od Medunarodne lige protiv epilepsije (eng.
International League Against Epilepsy - ILAE) (2). Prema toj reviziji osim minimalno dva
neisprovocirana epilepticka napadaja unutar viSe od 24 sata, epilepsijom se smatra i pojava
jednog neisprovociranog epileptickog napadaja u osoba koje imaju druge ¢imbenike povezane
S ve¢om vjerojatno$cu trajno smanjenog praga potrebnog za epileptogenu aktivnost, odnosno
Znatno povecanim rizikom opetovan pojave. Takve pojave ukljucivale bi strukturne lezije,
odredene traumatske ozljede mozga, infekcije srediSnjeg ziv€anog sustava te druge. Nadalje
potrebno je re¢i da epilepsija nije nuzno cijelo-Zivotna bolest te da se smatra da je osoba
»izlijeCena“ od epilepsije, ako nije imala epilepticke napadaje unazad zadnjih 10 godina od
kojih minimalno u zadnjih 5 nije koristila nikakve lijekove, ili kad je osoba prosla odredenu

dobu sindroma epilepsije ovisnog o dobi.

1.2 GENSKA PODLOGA EPILEPSIJA

Odavno se spekuliralo kako epilepsija sadrzi mogucu genetsku podlogu. Jedno od
prvih istrazivanja koje pokazuje tu korelaciju odnosa objavljeno je 1982. godine (3) i od tad
su objavljena nekolicina radova koja su postepeno rasvjetljavala ovo do tad slabo istrazivano
podruc¢je. Znacajniji napredak u poznavanju gena odgovornih za epilepsiju pojavio se
otprilike prije 11 godina pojavom sekvenciranja nove generacije (eng. Next generation
sequencing - NGS). Do danas,otkriveno je vise od 500 gena Koji su povezani s epilepsijom.

Poznato je da je epilepsija etioloski raznolika i multifaktorijalna bolest. Otprilike 25%
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epilepsija uzrokovano je steCenim stanjem kao S§to su mozdani udar, traume glave i tumori
dok se za ostalih 75% smatra da su u podlozi genetski faktori (4). Zahvaljuju¢i brzom
napretku genetickih dijagnostickih metoda i1 primjeni genomskih tehnologija, otkrivena je
jasna genska podloga brojnih razvojnih i neuroloskih bolesti koje su tradicionalno
karakterizirane kao idiopatske” (5). Vaznost genetske podloge epilepsije naglasena je i od
ILAE. Zahvaljuju¢i novim genetskim metodama poput NGS-a, koji se koristi i u ovom
istrazivanju, te mikropostroja, uvelike je povecano i ubrzano ljudsko razumijevanje genetske

podloge odgovorne za razvoj epilepsije u velikom broju pacijenata.

1.3 SEKVENCIRANJE NOVE GENERACIJE

Sekvenciranje nove generacije je relativno brza pretraga koja omogucava pregled
cjelokupnog ljudskog genoma te u specificne gene od interesa. Drugim rije¢ima NGS-om se
pruza odli¢an uvid u razumijevanje genetike epilepsije. Ovom metodom predstavlja
revoluciju u znanstvenoj, ali i klinickoj praksi omogucujuéi bolji uvid u pacijentovu bolest i

nudeci tako ciljanije metode lijeCenja i individualiziran terapijski pristup.

Ovisno o $irini pretrazivanja ljudskog DNA primjenjivost NGS-a bazira se na
sekvenciranju cijelog genoma (eng. whole genome sequencing - WGS), samo kodiraju¢ih
sekvenca (eng. whole exome sequencing — WES) ili odredenih skupina gena, odnosno

panela.

1.4 SEKVENCIRANJE CIJELOG GENOMA

Koriste¢i WGS trazi se prisutnost varijacija u ljudskom DNA, krenuvsi od najmanjih

poput supstitucije baza , delecija i insercija pa do inverzija i translokacija. Ovakve promjene



od posebnog su interesa za pedijatrijske pacijente kojima je moguce odrediti patofizioloske
mehanizme bolesti, stanja i sindroma. Nadalje, ogromna prednost WGS-a je pristup bez
hipoteze koji nam omogucuje da otkrijemo patoloski uzrok nastanka bolesti bez prethodno

potrebne dijagnoze.

Usprkos prednostima WGS-a on se jo$ uvijek primjenjuje prvenstveno u znanstvene
svrhe. Razlog tome je trenutna ekonomska neisplativost ove metode u odnosu na panele. Radi
toga, metoda koja je odabrana u ovom radu, ujedno i trenutatno dobro zastupljena u

klinickom okruZenju, su paneli gena.

1.5 SEKVENCIRANJE CIJELOG EGZOMA

Zadnjih nekoliko godina pri¢a se o razlikama izmedu WGS-a nasuprot WES-a.
Sekvenciranje cijelog genoma fokusira se samo na regije koje kodiraju proteine s ¢ime se

znacajno smanjuje koli¢ina genskog materijalakojeg je potrebno analizirati.

Dva glavna razloga zbog kojih bi se osoba podvrgnula WES-u umjesto WGS-u su
vrijeme i novac. Naime za regiju od 90 giga baza u WGS-u za egzomsko sekvenciranje
potrebno je svega 5 do 6 gigabaza. Iz prilozenog je vidljivo da je broj parova baza u WES-u

znacajno reduciran §to omogucuje brzu i lakSu interpretaciju rezultata u odnosu na WGS.

1.6 GENSKI PANELI

Genetski paneli su dijagnosticki testovi kojima se istrazuje postojanje mutacija u vecé
predodredenim genima za koje se zna da njihove mutacije utjecu na etiologiju bolesti. Uloga
panela je potvrdivanje klini¢ke dijagnoze, prognoziranje tijeka bolesti te omogucavanje rane

terapeutske intervencije gdje je to mogucée. Njihova primjena revolucionizirala je otkrivanje



gena u brojnim bolestima, ukljuujuci i1 epilepsiju. Ona nudi brz i financijski pristupacan
nacin odredivanja mutacije gena u klini¢koj praksi. Svaki laboratorij koji se bavi genetskim
istrazivanjima ima svoje specificne panele koji se viSe ili manje razlikuju u genima koje

obraduju.

Panelima se obraduju protein-kodirajuée DNA sekvence svih gena u panelima.
Ujedno, njima se obuhvacaju i1 nekoliko mutacija koje se nalaze izvan kodirajucih regija.
Ovim testovima zahvacena je ve¢ina mutacija povezanih s epilepsijom i trebali bi se koristiti
za detektiranje zamjene jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorpism - SNP) te
malenih insercija i delecija (eng. insertion and deletion of bases - INDELS). Neki laboratoriji
poput Blueprint Geneticsa i CeGaTa u sklopu svoje standardne analize ukljucuju 1 analize
delecija i duplikacija (eng. copy number variations - CNV) uz pomo¢ NGS-a za sve protein-
kodirajuce regije gena obuhvacenih u panelu. Nadalje, sva tri laboratorija u moguénosti su

ponuditi ciljana genska testiranje ¢lanova obitelji, ako se procijeni da za to ima potrebe.

1.7 PREDNOSTI GENSKOG TESTIRANJA

Unazad zadnjih dvadeset gena broj gena prepoznat da imaju utjecaj na epilepsiju
znatno se povecao i to ne bez razlozno. Naime, danas na temelju tih spoznaja, drasti¢no
mozemo utjecati na lijeCenje nekolicine genetski povezanih epilepsija. U tablici 1. prikazani

su geni na koje se moze individualiziranim pristupom poboljSati lije€enje pacijenata.



Tablica 1. Prikaz gena povezanih s epilepsijom s mogucnostima specificnog terapijskog

pristupa. Modificirano i preuzeto (6)

PRISTUP
cEn SINDROM LIJECENJU
Izbjegavanje
Dravetov sindrom _ Iijekoya S
SCN1A djelovanjem na

e natrijeske kanale (na
Migrirajuca epilepsija primijer: fenitoin i

novorodencadi

lamotrigin)
Defekt glukoznog
SLC2A1 transportera (GLUT1 Ketogena dijeta
sindrom)
Epilepticka Retigabin (nije
encefalopatija )
KCNQ2 (povezana i s benignim dpkazana njegova
s djelotvornost |
epileptickim : ;
; sigurnost u djece)
sindromom)

Infantilne konvulzije
(povezane i s
epizodi¢nim ataksiom,
PRRT2 paroksizmalnim
diskinezijom i
hemiplegi¢nom
migrenom)

Karbamazepin moze
biti djelotvoran

Vigabatrin,
rapamicin | njegovi
derivati mogu biti
korisni

Tuberozna skleroza
TSC1iTSC2 | Cesto povezana s
infantilnim spazmima

ALDH7A1 Teska epilepsija djecje

i PNPO dobi Piridoksin

U skladu s tablicom 1., u osoba u kojih se sumnja na Dravetov sindrom,
dijagnostikom patogene SCN1A mutacije, omogucujemo pravilnije lije€enje te izbjegavamo

brojne nepotrebne pretrage.

Nadalje, moguca je i obrnuta situacija. Pacijent se moze prikazivati s ne tipicnom

klinickom slikom, kao $to se vidi u osoba s metabolickim sindromom, ¢ijom genetskom
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analizom potencijalno moZemo otkriti patogenu mutaciju i eventualno gen-specifi¢no
lije¢enje. Cak i pri odsustvu takvog lijeGenja, rezultati mogu razjasniti uzrok pacijentovih

tegoba Sto nerijetko donosi olakSanje pacijentima i njihovim obiteljima.

Genetske dijagnoze pomazu i pri donoSenju reproduktivnih odluka. Takav uvid
pogotovo je vazan za obitelji u kojoj se javljaju teski stupnjevi epilepsije s potesko¢ama u
razvoju gdje prenatalna i predimplantacijska genska dijagnostika doprinose planiranju

buduéih trudnoca.

Prednosti samih panela leze u omjeru izmedu ekonomi¢nosti i dijagnosti¢kih
dobrobiti. Naime, za razliku od sekvenciranja cijelog genoma, paneli predstavljaju znatno
jeftiniju metodu i imaju solidne dijagnosti¢ke prozore. Stovise. koriste¢i WGS nerijetko se
mogu dobiti mutacije u vise gena koje je teSko interpretirati i odrediti njthovu znacajnost s
obzirom na Klini¢ku sliku pacijenta. Na kraju, rezultati koriste¢i panele znacajnije su brze

gotovi nego oni u WES-u, a pogotovo naspram onih gdje je koristen WGS.

1.8 MANJKAVOSTI GENETSKOG TESTIRANJA

lako je epilepsija bolest koja se dijagnosticira klini¢ki, a ne genetski, sama spoznaja
osobe da mozda tijekom Zivota moze razviti epilepsiju zna¢ajno moze smanjiti njenu kvalitetu
zivota. Naime, spoznaja genetskog razloga uzroka epilepsije ne dovodi uvijek do olakSanja
Sto potvrduju i istrazivanja (7, 8). U randomiziranoj studiji u osoba s epilepsijom u
Ujedinjenom Kraljevstvu otkriveno je da veéina osoba (62%) ima problema s reguliranjem
osiguranja, a 36% osoba je odbijena isporuka osiguranja zbog dijagnoze epilepsije (9). No
diskriminacija osoba s dijagnozom epilepsije nije bazirana samo na osiguranju ve¢ i na razini

zdravstva, zaposljavanja i slicno. (10).



Mane specificne za panele su ne sekvenciranje svih baza u ljudskom genomu. Nadalje,
rezultati se temelje na varijantama za koje se zna da uzrokuju ili pridonose razvoju epilepsije.
Sto znaci da za neke varijante koje moguée uzrokuju bolest nece biti pravilno interpretirane
ovim istrazivanjem. Velike delecije i duplikacije kao i ostale strukturne promjene ne mogu se
detektirati panelima. Balansirane translokacije, kompleksne inverzije, bolesti uzrokovane
mutacijom mitohondrijalne DNA takoder ne mogu biti obuhvacene ovom metodom
istrazivanja. Bitno je spomenuti da pojava negativnog rezultata ne iskljucuje genetski uzrok
bolesti jer uzro¢na mutacija se moze nalaziti u dijelu gena ili genoma koji nije obuhvaéen

danim panelom.

2. SVRHA RADA

Svrha ovog istrazivanja je, koriste¢i genske panele kao dijagnosticku metodu izbora,
prikazati genske promjene u djece pedijatrijske dobi sa prethodno postavljenom dijagnozom

epilepsije te dobiti vlastiti uvid u doprinos panela kao dijagnosti¢ke metode.

3. ISPITANICI |1 POSTUPCI (MATERIJALI | METODE)

Podatci su prikupljeni retrospektivno tijekom razdoblja od 2 i pol godina pocevsi s
prvim uzimanjem podataka za analizu 17. studenog 2016. godine sa zakljuéno zadnjim
prikupljenim podatkom 3.svibnja 2019. godine. Tijekom ispitivanog razdoblja broj ispitanika
koji je sudjelovao u ovom istrazivanju iznosi 47 (28 osobe muskog i 19 Zenskog spola) od
kojih u vrijeme pisanja ovog rada nisu pristigli rezultati za njih 16. Prije samog genskog
testiranja svi ispitanici prosli su kroz standardne dijagnosticke postupke koji su u skladu s

najnovijim smjernicama obrade pacijenata s epilepsijom (11). U skladu s danim, svim



pacijentima snimljen je elektroencefalogram (EEG) i u¢injena magnetna rezonanca mozga
(MR) prije odlucivanja za genetsko testiranje. Prikupljene nalaze, anamnesti¢ke podatke i
povijest bolesti analizirao je neurolog koji je na temelju danih podataka postavio radnu

dijagnozu u skladu s najnovijom ILAE klasifikacijom (2).

Svi prikupljeni podatci za genetsko testiranje preuzeti su nakon informiranog pristanka
roditelja. Materijali za DNA analizu dobiveni su iz limfocita periferne krvi u pacijenata
pedijatrijske dobi u rasponu od 4 mjeseca do najstarijeg pacijenta s 18 godina i 6 mjeseci,
koriste¢i pritom standardne postupke uzimanja uzoraka. Minimalni Kriterij za geneti¢ku
obradu pacijenata bila je postavljena dijagnoza epilepsije u pedijatrijskoj dobi. Ujedno, svi
podatci za analizu prikupljeni su u Neuroloskoj ambulanti Klinike za pedijatriju Klini¢kog
bolni¢kog centra (KBC) Rijeka. Vazno je spomenuti da je broj ispitanika s dijagnosticiranom
epilepsijom u danom razdoblju na KBC-u Rijeka daleko veéi, ali da nisu ukljuceni u ovo

istrazivanje jer se u njih odlucilo za drugu metodu genetickog testiranja.

Prikupljeni podatci analizirani su metodom NGS-a u sklopu koje nije analiziran cijeli
genom pacijenata ve¢ samo odredeni geni za koje se smatra da utjeCu na pojavu epilepsije,
takozvani paneli. Broj i odabir gena u panelu varira ovisno o kriterijima laboratorija u kojem
su analiziraju podatci. U sklopu ovog istrazivanja DNA ispitanika poslana je u 3 takva
laboratorija: Odjel za funkcionalnu genomiku KBC-a Zagreb, CeGaT i Blueprint Genetics.
Veéina podataka (¢ak njih 33 od sveukupno 47) obradena je u Zagrebackom laboratoriju, 9 u
Blueprint Genetics laboratoriju u Helsinkiju i svega 5 u Njemac¢kom laboratoriju CeGaT. 145
gena rutinski se obraduje u sklopu panela za epilepsiju u KBC-u Zagreb te 195 gena je
zahvaceno u Blueprint Genetics Beyond Pediatric Epilepsy panelima. CeGaT u svojem
laboratoriju za genetsko testiranje pokriva 670 razli¢itih gena povezanih s epilepsijom te

metabolickim 1 neurorazvojnim poremecajima. Broj testiranih gena ovisi 0 pacijentovom



fenotipu 1 mogu biti zatrazeni individualno ili u kombinaciji s drugim setovima gena. Kao

dodatak moguce je i testiranje mtDNA pacijenta.

4. REZULTATI

Tijekom razdoblja od 2 i pol godine, pocevsi od prvog prikupljenog uzorka
uklju¢enog u ovo istrazivanje 17. studenog 2016. godine, uzeto je sveukupno 47 uzoraka za
gensku analizu. U vrijeme pisanja ovog rada rezultati su pristigli za 31 (66%) uzorak u

vremenu pisanja ovog rada.

Godine ispitanika znatno variraju i ukljucuju raspon od najmladeg ispitanika s 4
mjeseca do najstarijeg s 18 godina i 6 mjeseci. Od 47 ispitanika, 5 (11%) je dojencadi (ispod
jedne godine Zivota), 33 (70%) ih je mlade od 10 godina i sukladno s tim 14 (30%) starije od

10 godina.

Najcesca postavljena dijagnoza ispitanika bila je refraktorna epilepsija s incidencijom
od 23% (11 slucajeva). Drugu najcesca dijagnozu ¢ine kontrolirane epilepsije s pojavnoscu u

8 slucajeva (17%). Sve dijagnoze ispitanika mogu se vidjeti u prilozenom grafikonu.



Podjela klinicki dijagnosticiranih epilepsija

m refraktorna epilepsije

B kontrolirana epilepsija

m fokalna, parcijalna epilepsija
M epilepsija u sklopu sindroma
H mioklona epilepsija

M apsans epilepsija

Slika 1 : Podjela epilepsija pronadenih u istrazivanju s obzirom na klinicku dijagnozu.

U 19 ispitanika (61%) ovom metodom utvrdeno je postojanje genskih promjena dok u
njih 12 (39%) nije utvrdena nikakva promjena u genetskom materijalu. Od sveukupnog broja
ispitanika u kojih je uocena promjena gena za njih 12 (63%, §to je detektabilnost od 39%)
smatra se da imaju mutaciju koja je povezana s pojavom epilepsije, dok se u njih 7 (37%)
smatra se da imaju mutacije nepoznatog klinickog znacaja. Od osoba u kojih su utvrdene
genske promjene koje utjeu na pojavu epilepsije u 6 (50%) njih su nadene multiple genske
promjene u odabranim panelima od kojih se barem za jednu varijaciju smatra da utjeCe na

epileptogenost.
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Ovim istrazivanjem obuhvaceno je petero djece dojenacke dobi u kojih je postavljena
dijagnoza epilepsije. Rezultati su pristigli za cetvero njih od kojih se u dvoje (50%) nasla neka

genska promjena za koju se smatra da uzrokuje epilepticke napadaje.

Nakon obrade podataka pronadeno je 14 varijanti za koje se smatra da uzrokuju
epilepsiju kroz 11 razlicitih mutiranih gena u 12 ispitanika. Na temelju danih podataka,
dijagnosticki prinos panela, u ovom istrazivanju, iznosi 39%. Patogeno promijenjeni geni su:
SLC2A1 (n=1), VARS2 (n=2), CACNAIA (n=1), KCNMA1 (n=1), RELN (n=1), CDKL5
(n=2), KCNA2 (n=1), KCNQ2 (n=1), POLG (n=2), SCN8A (n=1) i COG7 (n=1). Medu
danim genima identificirano je 11 pogresnih varijanti (79%) te po jedna s pomakom okvira

Citanja, besmislena i delecijska varijanta

Pregled svih detektiranih varijanti nalazi se u tablici 3.

Tablica 3. Pregled patoloskih mutacija poredanih po dobi pacijenata

ZAHVACEN | PATOLOSKA
SPOL DOB GEN VARIJANTA CDNA
m 4m KCNMA1 pogresna c.34A>G
y omak okvira €.603_606dupGATG
z 8m VARS2 éitrz)mja i pogresna i E.llOO£>T
m 1glm COG7 pogresna €.2266C>T
m 2g4m CACNALA delecija €.976-69 1082+70
Z 3g1m CDKL5 pogreSna €.745-1G>C
Z 392m KCNAZ2 pogreSna €.298C>T
Z 3g7m POLG 2 pogresne zggg;}gfg
Z 3g11lm RELN pogreSna NM_005045.3
zZ 10g7m SCNBA pogresna c.1475G>A
m 11glm KCNQ2 besmislena c.1741C>T
m 12g7m SLC2Al pogresna c.694c>T
m 139 CDKL5 pogresna €.533G>A
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Vecina mutiranih gena pronadenih u ovom istrazivanju spadaju medu najucestalije
mutirane gene u patogenezi epilepsije i ucestalo se pronalaze u mnogim drugim radovima
(12-16). Neke od takvih mutacija su zasigurno one koje zahvacaju SCN8A i KCNQ2 gene
koji su pronadeni i u ovom istrazivanju. Pacijentici sa izmedu ostaloga, perinatalnim inzultom
detektiran je mutiran SCN8A gen (c.1475G>A) te heterozigot za danu mutaciju. Genetskom
analizom uocena je ista mutacija u oca koji je isto heterozigot za danu mutaciju. S druge
strane, jedina besmislena varijanta pronadena u ovom istrazivanju zahvaca KCNQ2 gen
(c.1741C>T). Ona rezultira translacijskim stop kodonom KCNQ2 gena uzrokujuci

abnormalnu funkciju proteina, odnosno neonatalne konvulzije.

Pogresna varijanta pronadena je SLC2A1 (c.694c>T) genu u pacijenta s prethodno
dijagnosticiranom refraktornom apsans epilepsijom. Ovakav nalaz ukazuje na idiopatsku
generaliziranu epilepsiju koja se autosomno dominantno nasljeduje i ima nepotpunu

penetrantnost, $to korelira s prethodno dijagnosticiranim klinickim nalazom.

CDKL5 gen je jedini gen cCije dvije patogene varijante su nadene u 2 razli¢ita
ispitanika ( ¢.745-1G>C i ¢.533G>A). Ujedno, obje detektirane varijante su heterozigotne
pogresne varijante nastale de novo. Jedna od osoba zahva¢ena mutacijom je trogodiSnja
djevojcica s optereéuju¢im klini¢kim statusom koji obuhvaca: epilepticke napadaje te
motornu, govornu i kognitivnu zaostalost. Koriste¢i genske panele u pacijentice nije uocena
mutacija. Nakon takvog nalaza podvrgnuta je sekvenciranju egzoma gdje je uo¢ena mutacija
ve¢ spomenutog gena (c.745-1G>C) te je naknadno potvrdena Sangerovim sekvenciranjem.
Druga osoba zahva¢ena mutiranim CDKLS5 genom (¢.533G>A) je trinaestogodis$nji djecak s

pogre$nom varijantom koja je utjecala na pojavu rane epilepticke encefalopatije.

Pronadena heterozigotnost za deleciju ¢.976-69_1082+70 u CACNA1A genu egzona 7

smatra se da je uzrok pacijentovih miokloni¢no-atoni¢nih napadaja s ataksijom, hemiparezom

12



i zaostaloS¢u u govornom razvoju. Delecija obuhvaca 242 parova baza i rezultirala je

gubitkom funkcije gena. U obitelji se ne nalaze navedene tegobe.

U cetvero-mjese¢nog djeCaka, prethodno dijagnosticiranog sa Otahara sindromom
kojeg prati intelektualna zaostalosti i hipotonija, sekvenciranjem gena ukljucenih u panel
detektirana je heterozigotna pogresna varijanta KCNMAL gena (c.34A>G). Ona se povezuje s
generaliziranom epilepsijom i paroksizmalnom diskinezijom koja nastaje zbog brzeg

,»okidanja* neurona usred mutacije kalcijevog kanala.

Po dvije patogene mutacije jednog gena u iste osobe pronadene su u dvije pacijentice.
Mutacije POLG gena pronadene su u trogodiSnje pacijentice s miocerebrohepatalnim
spektrom poremecaja. Zanimljivo je da su obje patogene varijante heterozigotne pogreSna
mutacije: ¢.926G>A i ¢.2209G>C te da svaka potjeCe od jednog roditelja (c.926G>A od
majke, a ¢.2209G>C od oca). Pronadene mutacije, poviSene transaminaze, patoloski EEG te
gubitak govornih sposobnosti visoko su indikativni za pacijenti¢in opisan sindrom. S druge
strane, heterozigotne varijante ¢.603_606dupGATG i ¢.1100C>T VARS2 gena pronadene su
U osmomjeseCne pacijentice S progresivnom epileptickom encefalopatijom, zastojem u
razvoju, hipertroficnom kardiomiopatijom, nistagmusom, mikrocefalijom, hipotonijom i
ostalo. Kao i u prethodne pacijentice jedna varijanta naslijedena je od majke
(c.603_606dupGATG, mutacija pomaka okvira ¢itanja), a druga od oca (a ¢.2209G>C,

pogres$na mutacija).

Jedina homozigotna varijanta opisana je u trinaestomjese¢nog djecaka sa COG7
pogresnom mutacijom gena (¢.2266C>T) gdje su oba roditelja bili heterozigotni nosioci ove
varijante. Uz ovu mutaciju pronadeno je dodatnih 6 varijanti mutacija kroz 3 razli¢ita gena
(DNAH17, FLNB i XYLT1) za koje se ne moze iskljuciti patogenosti te njihov doprinosi

teSkom fenotipu djeteta. Naime, ova bialelna patogena varijanta COG7 gena, potencijalno s
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ostalim pronadenim mutacijama, uzrok je poremecaja glikozilacije koja se klinicki

manifestira s atrofijom mozga, hipertrofijom lijeve klijetke, respiratornim distresom i sli¢no.

U trogodiSnje djevojéice s familijarnom povijesti epilepsije, klinicki je
dijagnosticirana mioklona epilepsija. Primjenjujuéi slikovne metode pretrage mozga uocena je
njegova atrofija uz demijelinizaciju. Ovakav nalaz rezultat je multiplih pronadenih mutacija
od kojih se samo ona na KCNA2 genu smatra patoloskom. Rije¢ je o heterozigotnoj varijanti
(c.298C>T) koja uzrokuje uranjenu pojavu STOP kodona i pri tome stvara disfunkcionalni

kalcijev proteinski kanal koji se ina¢e normalno eksprimira u centralnom zivéanom sustavu.

Na kraju, identificirana je heterozigotna pogresna varijanta RELN gena koja se
povezuje s familijarnom epilepsijom temporalnog reznja 7. Ova mutacija pronaden je u
trogodiSnje pacijentice i korespondira s klinickom slikom pacijentice, manifestirajuci se s

fokalnim epilepsijama i sluSnim aurama.

5. RASPRAVA

Ovim istrazivanjem Zeljelo se prikazati udio i presjek genetskih promjena u epilepsiji
dje¢je dobi dobivenih metodom NGS-a u periodu od 2 i pol godine na Klinici za pedijatriju u
Rijeci te usporediti rezultate istoimene Klinike s rezultatima dobivenim u drugim sli¢nim

istrazivanjima.

U ovom istrazivanju sudjelovalo je 40 pacijenata sa razli¢itim tipovima epilepsija u kojih
se sumnjalo na genetsku podlogu bolesti. Koriste¢i genetske panele uocene su patogene
varijante mutacija u 39% ispitanika. U usporedbi ovih rezultata s rezultatima ve¢ provedenih
sli¢nih istrazivanja zakljuceno je da rezultati istrazivanja znacajno variraju iznosec¢i izmedu 10

I 48% detektabilnosti (12-16). Usprkos tako razli¢itim rezultatima, moze Se zakljuciti da su
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dobivene vrijednosti ovog istrazivanja unutar okvira referentnih vrijednosti drugih radova.
Stovise spadaju u njegov gornji dijagnosticki spektar detektabilnosti §to se moze pridodati
dobrom odabiru pacijenata u kojih moze biti korisno genetsko testiranje te koriStenju panela
triju priznatih Europskih laboratorija. Razlog tako velikih odmaka u rezultatima moze se
pripisati znac¢ajnim razlikama u broju ispitanika medu studijama te koriStenju razli¢itih panela

gena u svakom istraZivanju.

U ovom istrazivanju nadene su patoloske varijante u ovim genima: SLC2A1, VARS2,
CACNA1A, KCNMAL, RELN, CPT2, CDKL5, KCNA2, KCNQ2, POLG i SCNB8A. Svi od ovih gena

ve¢ su opisani kao uzroci epilepsija pedijatrijske dobi.

Vecina citoplazmatskih i mitohondrijalnih aminoacil-tRNA sintetaza kodiraju nuklearni
geni. Jedan od takvih je i VARS2 gen zasluzan upravo za kodiranje mitohondrijske valin-
tRNA sintetaze. Ovaj enzim vazan je u procesu mitohondrijske translacije katalizirajuéi
povezanost Valina sa tRNA.Mutacija u VARS2 genu uzrokuje defekte u oksidativnoj
fosforilaciji i rani razvoj progresivne autosomno recesivne mitohondrijalne encefalopatije
popracéene sa psihomotornim zaostajanjem u razvoju, facijalnom dismorfijom, mikrocefalijom
i slicno. U ove osmomjeseéne djevojice pronadena je varijanta pomaka okvira Citanja
naslijedena od majke te pogresne varijante naslijedena od oca. Za ove mutacije smatra se da
su obje patogene iako varijanta pomaka okvira ¢itanja (c.603_606dupGATG) nije do sada
opisana. pogresna varijanta (c.1100C>T) naslijedena je od oca koji je heterozigotni nosioc.
Ova varijanta opisana je u nekolicini radova. U jednom od njih pronadena je u
homozigoti¢nog pacijenta koji je razvio psihomotornu zaostalost, facijalni dismorfizam,
mikrocefaliju te epileptiC¢ke napadaje (17). U drugom radu pronadena je u heterozigota uz
dodatnu pogresnu varijantu. Taj pacijent je razvio fokalne epilepticke napadaje te se
prezentirao sa mikrocefalijom, hipoplazijom corpus callosuma i cerebelluma te teskom

hipertroficnom kardiomiopatijom (18). Sli¢na klinicka slika naSla se u ispitanice koju
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obuhvaca ovaj rad, prezentiraju¢i se sa slikom epileptickih napadaja popracenih s
hipertroficnom kardiomiopatijom, hipotonijom, dismorfijom lica, mikrocefalijom te
zaostajanjem u razvoju. lzgleda da mutacija ovog gena utjece na razvoj teske klini¢ke slike
koja izmedu ostaloga ukljucuje progresivni razvoj epilepsije, mentalnu retardaciju u pacijenta,
dismorfije lica i sli¢no.Ujedno, posto su oba roditelja nositelji mutiranog gena potrebno je

predloZiti gensko savjetovanje roditelja prilikom mogucih sljedecih trudnoca.

Postojanje  bolesti koje se nemaju nikakvu  specificnu  klinicku  sliku,
elektroencefalografski ili slikovni prikaz, predstavlja panele kao najbolji prikaz razumijevanja
patofizioloskog mehanizma nastanka epilepsije. Takve bolesti uklju€uju promjene na genima
odgovornim za izmjenu iona na membranama stanica. Gena koji su odgovorni za nastanak
kanalopatija, a pronadeni su mutirani u ovom istrazivanju te se smatraju odgovornim za
klinicki fenotip pacijenta su: KCNA2, CACNAITA, SCN8A, KCNQ2 i KCNMAI1 gen. Kao
Sto je prikazano pet od sveukupno jedanaest mutiranih gena odgovornih za nastajanje
epilepsije otkriveno je ovim istrazivanjem. Cine¢i gotovo polovinu (45%) mutiranih
patoloskih gena lako je zakljuciti vaznost njihovog pravilnog funkcioniranja u patogenezi
epilepsije te se stoga ovi, a i brojni drugi geni odgovorni za kanalopatije redovno ukljuéuju u
ciljane genske panele. Pronadena su 3 mutirana gena odgovorna za stvaranje kalijevog
naponskog kanala eksprimiranog u sredi$njem ziv€anom sustavu: pogreSne mutacije za
KCNA2, KCNMAL te KCNQ2 gena. Mutacija KCNA2 gena je kanalopatija koja utje¢e na
pojavu epilepsije u ranoj dje¢joj dobi, u ovom sluc¢aju s 3 godine i 2 mjeseca. U ove
trogodi$nje djevojice uz ovu heterozigotnu pogresnu mutaciju pronadena je i delecija AMT
gena nepoznate vaznosti. Dane mutacije popracene su atrofijom mozga uz pojavu
demijelinizacije. Navodi se da je u obitelji postojala sklonost epilepsiji no ona nije dalje
istrazena. Pronadena mutacija rezultira uranjenom pojavom stop kodona koji dovodi do

gubitka funkcije proteina. Naime, protein koji se sintetizira je alfa-podjedinica i dio je Kv1
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obitelji kalijevih kanala odgovornih za repolarizaciju stanice nakon prolaska akcijskog
potencijala. Epilepsije koje se javljaju ovim poremecajem prvi put se uocavaju izmedu 5117
mjeseci i nestaju u periodu izmedu 4 i 15 godina. Nadalje, one se dobro kontroliraju
antiepileptickim lijekovima no znaju biti popracene zaostajanjem u razvoju koji ostaje i nakon

prolaska epilepsije zajedno uz ataksiju, tremor, mioklonus i zaostajanjem u govoru (19).

Othara sindrom, nazvan i rana epilepticka encefalopatija, encefalopatija je rane djecje dobi
koja se manifestira s pojavom toni¢ko-kloni¢kih gréeva u prvim mjesecima Zivota i
karakteristicnim EEG zapisom. Napadaji su ¢esto farmakorezistentni i nerijetko se javljaju u
serijama. lako se za ovaj sindrom katkad ne moze naci uzrok, najvjerojatniji uzroci su
malformacije mozga, metabolicki poremecaji te mutacije gena. Potonje je uzrok sindrom u
djeteta obuhvaéenog u ovom istrazivanju. Naime, pogresna mutacija KCNMAL gena, Kkoji
kodira kalijeve kanale u membrani stanica, smatra se da utjeCe na ispitanikovu pojavu
epilepsije 1 uzrokuje Otahara sindrom. Varijanta koja je pronadena u ovog cetveromjesecnog
djecaka povezuje se s izrazito ranom pojavom generalizirane epilepsije i paroksizmalne
diskinezije (20). Pronalazak ovakav nalaz ne mijenja protokol lije¢enja niti sluzi za
dijagnostiku Otaharinog sindroma, ali zato nudi bolji uvid u razumijevanje bolesti, kako

roditeljima djeteta, tako i kliniCarima te znanstvenicima.

Kao 1 prijasnji gen, KCNQ?2 je zaduZen za kodiranje kalijevih naponskih kanala u mozgu.
Mutacije ovog gena uzrokuju autosomno dominantno naslijedene novorodenacke epilepsije
koje su u ovom istrazivanju pronadene u jedanaestogodi$njeg djeCaka. Pogresna varijanta
ovog gena djeluje na preuranjenu pojavu translacijskog stop kodona uzrokujuéi abnormalnu
funkciju proteina. Mutacije u KCNQ2 genu su mnogobrojne uzrokujuéi pritom Sirok spektar
heterogenog fenotipa, no svima je zajedni¢ka neonatalna prisutnost epilepsija. Kao i u ovog
ispitanika, konvulzije koje se javljaju mutacijama ovog gena obi¢no prolaze nakon prve

godine zivota sa i bez terapije (21). Usprkos takvom saznanju, epilepsije nastale mutacijom

17



ovog gena mogu se kontrolirati sa retigabinom. Radi se o lijeku iz nove skupine
antikonvulziva koji je savrSeni predstavnik gen-specifi¢ne terapije te ¢ini genetsko testiranje

izrazito korisnim u bolesniku za kojih se sumnja na mutacije ovog gena.

CACNALA gen odgovoran je za stvaranje alfa-1 podjedinice kalcijevog kanala nazvane
CaV2.1 koja stvara prolaz u kanalu kroz koju prolaze ioni kalcija. Upravo oni odgovorni su za
komunikaciju izmedu neurona djelujuéi na kontrolu otpustanja neurotransmitera. Nepravilan
razvitak kanala dovodi do $irokog spektra klini¢kih nalaza; od ataksije do epilepsije. U ovom
istrazivanju pronadena je de novo delecija 7. kromosoma ¢.979-69 1082+70 koja je
uzrokovala mutaciju u CACNAI1A genu rezultiraju¢i pojavom epilepsije ve¢ u 3. godini
zivota. Ovakva varijanta mutacije do sada joS nije opisana, a potvrdena je koriste¢i
kvantitativni PCR. Opisane su druge varijacije istog gena koje su dovele su do pojave
epilepsija. U jednom od objavljenih istraZivanja u troje brace i sestara, uocena je drugacija
varijacija mutiranog CACNAIA gena u kojoj su se epilepticki napadaji javili u znacajnije
kasnijoj dobi, do 20.godine Zivota (22). To se moZe pripisati blazem obliku mutacije koja se
pojavljuje u danom istrazivanju naspram one pronadene u ovom istrazivanju gdje je zbog
ovako velikog pomaka okvira Citanja, usred delecije, potpuno izgubljena funkcija gena.
Patologija koju isplovljava mutacija CACNA1A gena nasljeduje se autosomno dominantno
zbog Cega svako dijete nositelja mutacije ima 50% Sanse da naslijedi ovakvu varijantu.
Ususret ovakvim saznanjima, genetsko savjetovanje i testiranje ¢lanova obitelji treba biti

preporuceno.

Natrij predstavlja jedan od klju¢nih iona srediSnjeg Ziv€anog sustava. Njegov prelazak u
ziv€ane stanice iz vanstanicnog medija predstavlja glavni mehanizam stvaranja elektricnog
potencijala kao i njegov prolazak duz njenih Ziv¢anih zavrSetaka. Jedina kanalopatija koja
zahvaca natrijski transport nastala je mutacijom SCN8A gena (c.1475G>A) pronadena u

desetogodisnje pacijentice sa Sirokim klinickim nalazom i povijesti bolesti. Uz perinatalni

18



inzult, parezu lijeve ruke, trombofiliju i tonicko-klonicke napadaje na MRu je pronaden
smanjen kortikalni volumen, uz smanjene strukture mozga poput corpus callosuma, nucleusa
chordatea talamusa i povecanog prostora u kojem se nalazi cerebrospinalni likvor. NGSom su
otkrivene mutacije 3 gena: SCN8A, HTRA1 i SPTAN1 gena od kojih se jedino heterozigotna
pogresna mutacija SCN8A gena smatra kao jedina koja potencijalno uzrokuje ovaj fenotip.
Ona je naslijedena od oca koji je isto heterozigot za danu mutaciju, a do sada nije zabiljezena

niti jedna ista varijante mutacije danog gena.

Nekoliko proteina odgovorno je za migraciju Ziv€anih stanica 0dnosno za normalan razvoj
i funkciju mozga. Dva gena koja su zaduzena za formiranje takvih proteina pronadena su
mutirana u ovom istrazivanju. Heterozigotna pogresna varijanta RELN gena pronadena u
genskom testiranju odgovorna je za pojavu familijarne epilepsije temporalnog reznja tipa 7 u
djevojcice s nepune Cetiri godine. Relin, protein koji kodira RELN gen, odgovoran je za
normalan razvoj mozga. Njegova mutacija uzrokuje brojne klinicke sindrome ukljucujuéi i
mioklonalno-distoni¢ni, koji je pronaden u ove pacijentice. Druga pacijentica isto je razvila
epileptic¢ki sindrom tijekom cCetvrte godine zivota, no on je uzrokovan mutacijom CDKL5
gena (c.745-1G>A) na X kromosomu, ¢ineéi je X vezanom boles¢u. Zanimljivo je da su u 90
posto slucajeva zahvacene osobe Zenskog spola Sto je 1 ovdje slucaj. Identi¢na varijacija nije
pronadena u literaturi i bazama podataka no opisane su sliéne mutacije. Defekt ovog gena
uzrokuje epilepticke napadaje koji po€inju u ranom djetinjstvu te je popracena sa znacajnim
zastojima u mnogim aspektima razvoja. Napadaji se mijenjaju ovisno o dobi, obi¢no po veé
dobro poznatoj Sabloni te su nerijetko farmakorezistentni. NaZalost, do danas nije nadena

pravilna terapija u pacijenata s ovom mutacijom (23).

Najstariji pacijent za kojeg su utvrdene patoloske varijante gena unutar panela, a za koje
se sumnja da utje¢u na pojavu epilepsije ima 13 godina i prethodno mu je dijagnosticirana
refraktorna epilepticka encefalopatija. Panelima mu je utvrdena pogresna varijanta CDKL5
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gena koji je prethodno opisan. Ova varijanta prethodno je opisana u literaturi kao de novo

mutacija povezana s ranom epileptickom encefalopatijom (24).

Ocuvani oligomerni Golgijev kompleks (eng. conserved olygomeric Golgi complex-
COG) sudjeluje u glikozilacijskim reakcijama i vezikalnom transportu. Mutacija u COG7
genu stvara defektnu podjedinicu COG kompleksa onemogucujéi opisani proces.
JednogodiSnjak u kojeg je detektirana ova mutacija (c.2266C>T) homozigot je za danu
mutaciju. Ona je nadalje, potvrdena u oba roditelja koji su njeni heterozigotni nositelji. Uz
ovu varijaciju pronadeno je 6 varijacija kroz 3 mutirana gena: DNAH17, FLNB 1 XYLTI1 za
koje se ne zna da li utjecu na klini¢ku sliku pacijenta. Prvenstveno mutacija u COG7 genu, a
potencijalno i u ostalima, uzrokuje tesku klini¢ku sliku u ovog pacijenta prezentirajuci se sa:
glomerulonefritisom s nefrotickom proteinurijom, povetanom jetrom, hipotonijom,
hipertrofijom lijeve strane srca, intersticijskim promjenama pluca, displasticnom

eritropoezom, epileptogenim nalazom na EEGu i kortikalnom atrofijom na MRu.

SLC2A1 je gena odgovornog za kodiranje proteina (GLUT1) vaznog u
transmembranskom transportu glukoze i to prvenstveno na krvno-mozdanoj barijeri te glija
stanicama. Upravo mutacija toga gena pronadena je u dvanaestogodi$njeg djeCaka kojem je
prethodno dijagnosticirana farmakorezistentna (refraktorna) epilepsija. Primjer ovakve
mutacije reprezentativan je primjer izvrsnosti koristenja panela u poboljSanju klinickog tijeka
bolesti. Naime, pacijenti u kojih je rano dijagnosticiran ova gensku mutacija u mogucnosti su
zapocinjanja promtnih mjera reguliranja glukoze poput ketogene dijete koje znacajno utjecu
na njihov neurorazvojni ishod. Osim SLC2A1 gena brojni paneli ukljuuju sekvenciranje
mnogih drugih gena ¢ije mutacije takoder uzrokuju metaboli¢ko-epilepticke sindrome koji se

mogu lijeciti, ali 1 druga stanja koja uzrokuju epilepsiju.
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Djevoj¢ica s 3 godine imala je poremecaj u razvoju govora i jezika. Uz ovaj nalaz i
poveéane jetrene enzime te epileptogeni zapis na EEG-u dijagnosticiran je
miocerebrohepatalni sindrom. U panelima su nadene dvije naslijedene pogreSne mutacije
POLG gena obje naslijedene od roditelja. POLG gen odgovoran je za replikaciju humane
mitohondrijske DNA kodirajuéi kataliticku podjedinicu mitohondrijske DNA polimeraze v.
Imajuéi na umu da je to jedini enzim koji je aktivan u mitohondriju,a da moze replicirati
mitohondrijsku DNA, njegova mutacija uzrokuje Siroki spektar mitohondrijskih bolesti u
pacijenata svih zivotnih dobi. Mutacija ovog gena uzrokuje brojna stanja kojima su zajednicki
mnogi simptomi i znakovi koji ukljuéuju misi¢ne, zivéane i mozdane funkcije (25) Varijanta
naslijedena od majke (c.925G>A) prethodno je u literaturi opisana kao varijanta povezana s
disfunkcijom jetre i encefalopatijom (26) i kao takva mogla bi biti glavni uzrok patologije
pacijentice. Varijanta naslijedena od oca (¢.2209G>C) isto je prethodno opisana kao uzrok
encefalopatije u brojnim stanjima koja se povezuju s ovim genom poput Alpers-

Huttenlocherovog sindroma, ataksijsko neuropatijskim spektrom bolesti i sli¢no.

Manjak genske mutacije odgovorne za pojavu bolesti pronalazi se u ovom istrazivanju u
67% slu€ajeva §to se prepisuje tome da uzrocni geni nisu obuhvacéeni u odabranim panelima,
uzrok koji se pronalazi poligenskom nasljedivanju, kromosomskim aberacijama, CVV-a ili se
sumnja da odredena postojana mutacija ne korelira s pacijentovim fenotipom. Imajuci takve
rezultate na umu, potrebno je spomenuti da u usporedbi s prethodno ve¢ provedenim sli¢nim

istrazivanjima ovaj rezultat prikazuje usporedne dijagnostiCke mogucénosti genskih panela

(12-16).

Imajuéi na umu nemoguénost obrade svih gena panelima ve¢ samo najucestalije postavlja
se pitanje valjanost upotrebe WGS-a u odredivanju genske podloge epilepsije u pedijatriji.
Pregledavajuc¢i objavljene radove uocena je Siroka dijagnosticka vrijednost otkrivanja

patogene mutacije, krecuci se ovisno o istrazivanju izmedu 11% i1 72%. 1z ovih podataka ipak
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se moze isCitati veca vjerojatnost pronalazenja gena odgovornih za patoloski mehanizam
nastanka epilepsije u odnosu na koristenju panela gdje je nadena najvisa detektabilnost u
istrazivanjima iznosila 48% (12). Jasno je da WGS doprinosi to¢nijem pronalasku uzroka
epilepsije, ali njegove trenutacne mane, u vidu tezeg interpretiranja nalaza s obzirom na vecu
ucCestalost mutacija nepoznatog znacaja i znatno vece cijene, istiskuju panele kao metodu
izbora. Ipak, koristenje WGS-a doprinosi boljem razumijevanju uzroka epilepsije i kao takvo
omogucuje identificiranje novih gena kandidata za uzrok epilepsije koji bi se trebali svrstati u
panele.Ujedno. njegova prednost lezi u dijagnosticiranju kompleksnih genetskih poremecaja

obuhvacaju¢i gene koji nisu ukljuceni u panele.

Ovo istrazivanje podrzava rezultate dijagnostiCkih mogucnosti panela u pacijenata s
epilepsijom iznesenih u posljednjim istrazivanjima (12,14). Nadalje, zbog nemoguénosti
klasificiranja odredenog broja epilepsija paneli predstavljaju idealnu metodu za istrazivanje

bez hipoteze nudeéi pri tome objektivne nalaze.

6. ZAKLJUCAK

U ovom retrospektivnom istrazivanju etiologije epilepsije genetski uzroci odgovorni
za njenu pojavu otkriveni su u 39% slucajeva. Kao uzrok etiologije epilepsije u ovom
istrazivanju zahvaceno je 11 gena u kojih se samo u 2 pacijenta nalaze mutacije na istom
genu, ukazujuci na potencijalnu Siroku etiologiju epilepsije kao genske bolesti. lako za veéinu
genskih mutacija povezanih s epilepsijom ne postoji specifi¢éno lije¢enje za neke koje su
uocene 1 u ovom istrazivanju ipak postoji. Stoga, rano identificiranje gena odgovornih za
pojavu epilepsije u pedijatrijskinh pacijenata nudi bolji uvid u prognozu bolesti te
individualizirani terapijski pristup. Sekvenciranjem cijelog genoma i egzoma bi
najvjerojatnije povecali dijagnosticki prinos u ovih pacijenata no zbog skupocjenosti i
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dugotrajnosti jo$ uvijek nisu pristupac¢ni. Usprkos nevedenome njihovim koriStenjem
konstantno se pronalaze novi geni odgovorni za epilepsiju koji se naknadno uvrstavaju u
panele gena. Otkrivanjem podleze¢ih genskih uzroka dobivamo nove uvide u patogenezu
epilepsije, ¢ime se omogucuje razvoj ciljanih neuroprotektivnih terapijskih lijekova koji bi

znacajno mogli popraviti ishode u pacijenata s epilepsijom

7. SAZETAK

Uvod. 1982. godine pronasla se je dugo pretpostavljena poveznica izmedu epilepsije i njene
genske podloge. Od tada, napredokom ostalih genetickih metoda, a prije svega NGS-a,

otkriva sve veci broj gena odgovornih u etiologiji epilepsije

Svrha rada. Ovim istrazivanjem Zzeljelo se prikazati udio i presjek genetskih promjena u
epilepsiji djecje dobi dobivenih metodom NGS-a u periodu od 2 i pol godine na Klinici za
pedijatriju u Rijeci te usporediti rezultate istoimene Klinike s rezultatima dobivenim u drugim

sli¢nim istrazivanjima.

Metode. IstraZivanje je provedeno retrospektivno tijekom razdoblja od 2 i pol godina pocevsi
s prvim uzimanjem podataka za analizu 17. studenog 2016. godine sa zaklju¢no zadnjim
prikupljenim podatkom 3.svibnja 2019. godine. Tijekom ispitivanog razdoblja broj ispitanika
koji je sudjelovao u ovom istrazivanju iznosi 47 od kojih su za vrijeme pisanja rada pristigli
rezultati za njih 31. Ispitanicima je uzorkovana krv, odakle je poslana u 3 laboratorija za
genetska testiranja: Odjel za funkcionalnu genomiku KBC-a Zagreb, CeGaT i Blueprint

Genetics.

Rezultati. Analiziran je uzorak krvi od 31. ispitanika pri ¢emu je uredan nalaz od njih 12 dok

se u 19 nalazi genska promjena od kojih se za 12 smatra da utjeCe na pojavu epilepsije.
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Ukupni dijagnosticki prinos genskih panela kao dijagnosticke metode koriStene u ovom

istrazivanju iznosi 39%.

Zakljucak. Uporaba panela predstavlja solidnu metodu koja doprinosi dijagnosticiranju
epilepsije, Cijom se sve ¢eS¢om primjenom zajedno s WES-om i WGS-om konstantno
povecava njen dijagnosti¢ki prinos. Ovom metodom omogucuje se koriStenje gen-specificne

terapije koja znatno pridonosi pacijentovom ishodu te omogucuje razvitak nove.

8. SUMMARY

Introduction. In 1982, a long-supposed link between epilepsy and its genetic background
was found. Since then, the advancement of other genetic methods, primarily NGS, reveals an

increasing number of genes responsible for the etiology of epilepsy

Aim. The aim of this research was to show the share and the cross section of genetic changes
in the epilepsy of children during the period of 2 and a half years at the Pediatric Clinic in

Rijeka, as well as to compare these results with those obtained in other similar studies.

Methods. The research was conducted retrospectively over a period of 2 and a half years
starting from November 17, 2016, and finishing on 3 May 2019. During the study period, the
number of respondents who participated in this study was 47 out of which at the time of
writing results came for 31 of them. The sample for genetic analysis was obtained from blood
and then sent to 3 genetic testing laboratories: Functional Genomic Department of KBC

Zagreb, CeGaT and Blueprint Genetics.

Results. Blood samples were analyzed from 31 subjects, with no findings in 12 while in 19

genetic changes have been found. In 12 subjects genetic mutations responsive for appearance
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of epilepsy were found. The total diagnostic yield of the genetic panels, as diagnostic method

used in this study, is 39%.

Conclusion. The use of the panel represents a solid method in contribution to diagnosis of
epilepsy. Its frequent application, together with WES and WGS, raises its diagnostic yield.
This method allows the use of gen-specific therapy that significantly contributes to the

patient's outcome and enables the development of a new one.
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