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Review

DIJAGNOSTIKA EPILEPSIJA UPOTREBOM SEKVENCIRANJA
SLJEDECE GENERACIJE

ANTONELA BLAZEKOVIC!, KRISTINA GOTOVAC', FRAN BOROVECKI'2

Epilepsije su Ceste nezarazne neuroloske bolesti i vazan uzrok invalidnosti i mortaliteta, a njihova etiologija nije u potpunosti
razjasnjena. Zahvaljujuci brzom napretku genetickih dijagnostickih metoda i primjeni genomskih tehnologija, otkrivena je genska
podloga brojnih razvojnih i neuroloskih bolesti koje su tradicionalno karakterizirane kao idiopatske te su identificirane varijante
genotipa koje doprinose riziku od nastanka bolesti. Posto u osnovi epilepsije lezi nekontrolirano izbijanje akcijskog potencijala,
razumljivo je da vecina identificiranih gena kodira za ionske kanale. Posebno znacajan napredak omogucila su genomska istra-
zivanja vezano uz sindrome koji se prezentiraju s izrazito teSkom klinickom slikom i progresivnom neurodegeneracijom. Precizna
klinicka dijagnostika specificnih oblika epilepsija kod djece predstavija veliki izazov, s obzirom na genetsku heterogenost, fenotip-
ske slicnosti i preklapanje simptoma s drugim vrstama epilepsije i neurodegenerativnih bolesti. Danas se u dijagnostici mnogih
oboljenja, pa tako i epilepsija u djece najcesce koristi molekularna dijagnostika koja obuhvaca upotrebu tzv. panela koristenjem
sekvenciranja sljedece generacije. Paneli obuhvacaju specificne gene za koje je dokazano da uzrokuju bolesti ili predstavljaju
visokorizicne gene. Navedena metoda omogucava potvrdu klinicke dijagnoze, ali takoder moze pomoci u odabiru lijecenja ovisno
o genskoj podlozi. Osim toga, rezultat ovakvog dijagnostickog postupka pruza mogucnost testiranja bliskih srodnika u svrhu ot-
krivanja nositelja specificnih mutacija. Sekvenciranje sljedece generacije, osim neupitne dijagnosticke vrijednosti, kao posljedicu
takoder ima pronalazak novih ciljanih molekula za lijecenje koje se temelji na genetskom uzroku bolesti. Premda takav pristup koji
se naziva precizna medicina pruza znacajne nove mogucnosti, njegova primjena kod epilepsija u djece predstavlja veliki izazov s

obzirom na kompleksnu gensku podlogu.

Deskriptori: EPILEPSIJA, MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA, SEKVENCIRANJE SLIEDECE GENERACIJE, PANEL SEKVENCIRANJE

Skracenice:

EEG (elektroencefalografija), MR (magnetska
rezonancija), PME (progresivna mioklona epilep-
sija), NCL (neuronalna ceroidna lipofuscinoza),
MERRF (engl. myoclonic epilepsy with ragged
red fibers,), DRPLA (engl. dentatorubral-pallido-
luysian atrophy). JME (juvenilna mioklona epi-
lepsija), GABA (gama-aminomaslacna kiselina),
WS (Westov sindrom), IS (infantilni spazam),
LGS (Lennox-Gastaut sindrom), ENCODE (engl.
Encyclopedia of DNA Elements), NGS (engl. next-
generation sequencing)
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Genska podloga epilepsija

Epilepsije su Ceste nezarazne neuro-
loske bolesti i vazan uzrok invalidnosti
i mortaliteta koje zahvacaju gotovo 70
milijuna ljudi (1-1,5% svjetske populaci-
je), a cesce se dijagnosticiraju kod djece
nego kod odraslih (1). Prevalencija epi-
lepsija u nerazvijenim i srednje razvije-
nim zemljama je oko dva puta veca od
one u visoko razvijenim zemljama (2).
Zahvaljuju¢i brzom napretku genetic-
kih dijagnostickih metoda i primjeni
genomskih tehnologija, otkrivena je ja-
sna genska podloga brojnih razvojnih i
neuroloskih bolesti koje su tradicionalno
karakterizirane kao idiopatske. Meduna-
rodna liga protiv epilepsije u novoj klasi-
fikaciji naglaSava vaznost genetske osno-
ve. Uvodenjem citogenetickih metoda, a
posebno napretkom genomskih tehnolo-
gija pocevsi od pozicijskog kloniranja pa

sve do sekvenciranja sljedeée generacije,
otkrivena je genska podloga brojnih neu-
roloskih bolesti (3).

Napredak u razvoju metoda genetic-
kih istrazivanja te njihova sve veéa do-
stupnost otvorili su mnoga pitanja u ra-
zumijevanju povezanosti genetsko-mo-
lekularnih mehanizama s anatomskom i
funkcionalnom osnovom ponasanja i ko-
gnicije. Rizik obolijevanja od epilepsije
u op¢oj populaciji je oko 0,5%, a u djece
roditelja oboljelih od idiopatske epilepsi-
je iznosi i do 5%. Iako je viSe od dvjesto
pojedinacnih genskih defekata dosada
povezano s epilepsijom (Tablica 1), sve-
ga 1-2% svih epilepsija ¢ine monogenske
epilepsije (4, 5). Posto u osnovi epilepsije
lezi nekontrolirano izbijanje akcijskog
potencijala razumljivo je da veéina iden-
tificiranih gena kodira za ionske kanale.
Do danas je dokazano svega nekoliko
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Tablica 1.
Prikaz sindroma i pojedinih gena

Sindrom

Geni

Benigne familijarne neonatalne konvulzije

Benigne familijarne infantilne konvulzije

X-vezan infantilni spazam

Dravet sindrom

Generalizirana epilepsija s febrilnim konvulzijama (GEFS)

Progresivna mioklona epilepsija

Fokalne epilepsije

Westov sindrom

Lennox-Gastaut sindrom

KCNQ2
KCNQ3

PRRT2
SCN2A

CDKLS5
ARX

SCN1A
SCN2A
GABRG2
GABRALI
PCDHI19
STXBP1
HCNI1

SCNIA
SCN2A
SCNIB
GABA-A
GABRD
GABRG2

EMP2A/laforin
EMP2B/malin
cystatin B

CHRNA4
CHRNA2
CHRNB2

TSC1
CDKL5
ARX
STXBP1

CHD2

Prilagodeno prema: Ream MA, Patel AD. Obtaining genetic testing in pediatric epilepsy. Epilepsia.

2015; 56 (10): 1505-14.

mutacija u nekodiraju¢em dijelu genoma
koje se mogu povezati s epilepsijom. To
je primjerice Unverricht-Lundborgova
bolest uzrokovana dodekamernim po-
navljanjem uzvodno od gena koji kodira
cistatin B (5). Nasljedne epilepsije po tipu
nasljedivanja dijelimo na kompleksne i
monogenske. Epilepsije s kompleksnim
tipom nasljedivanja nastaju kao rezultat
okolisnih i genskih ¢imbenika. Odnos
izmedu epilepsija u ranoj zivotnoj dobi,
intelektualnih teskoca, autizma i mnogih
drugih poremecaja je plodno podrucje za
istrazivanje (6).

Epilepsijama se tradicionalno sma-
traju poremecaji karakteriziranim po-
javom konvulzivnih napadaja. S ve¢im
razumijevanjem genetske, strukturne i
funkcionalne pozadine bolesti, postaje
jasno da ono S§to se naziva epilepsijom u

osnovi predstavlja kompleksan neurolos-
ki, pa ¢ak i multisistemski poremecaj koji
moze obuhvacati kognitivne, bihevioral-
ne, motorne, autonomne i druge smetnje

Tablica 2.
Prikaz dobnih razlika pojavljivanja epilepsija

(6). Napadaji se ocituju u promjenama
motorike, paznje i stanja svijesti. Ra-
zIi¢iti tipovi napadaja imaju semiologi-
ju vezanu uz razlicite dijelove mozga te
mogu biti lokalizirani ili generalizirani.
Napadaji mogu nastati iz mnogo razloga,
posebice u djece. Odredeni tipovi epilep-
sije se javljaju u razli¢itoj dobi (Tablica
2) (7). U djece napadaje nije uvijek lako
prepoznati, osobito prilikom inicijalne
prezentacije.

Novija istrazivanja ukazala su na
jasnu gensku podlogu u velikom dijelu
epilepsija te su identificirane varijante
genotipa koje doprinose riziku od na-
stanka bolesti. Posebno znacajan napre-
dak omogu¢ila su genomska istrazivanja
vezano uz sindrome koji se prezentira-
ju s izrazito teSkom klinickom slikom
i progresivhom neurodegeneracijom.
Usprkos cinjenici da napredne genom-
ske tehnologije omogucavaju puno lak-
Su dijagnostiku spomenutih sindroma,
osnova postavljanja pravilne dijagnoze
i dalje ostaje klinicki pregled, pravilna
interpretacija  elektroencefalografskog
(EEG) nalaza, te neuroslikovne metode,
poglavito magnetska rezonancija (MR)
mozga ukoliko se sumnja na ostecenje
mozga kao uzrok epilepsije.

Progresivne mioklone
epilepsije

Progresivne mioklone epilepsije
(PME) su skupina bolesti koje se ocituju
mioklonim napadajima i progresivhom
neurodegeneracijom. Pocinju u djetinj-
stvu ili u adolescenciji, a zbog klinicke
raznolikosti predstavljaju veliki dijagno-

Dob pojavljivanja prvih simptoma

Novorodenacka dob

Benigna familijarna neonatalna epilepsija

Westov sindrom

Dojenacka dob

Dravetov sindrom

Generalizirana epilepsija s febrilnim konvulzijama (GEFS)

Djetinjstvo

Absans epilepsija
Lennox-Gastaut sindrom

Landau-Kleffner sindrom

Adolescencija i odrasla dob

Juvenilna mioklona epilepsija
Progresivne mioklone epilepsije

Izmijenjeno prema: Stafstrom CE, Carmant L. Seizures and Epilepsy: An Overview for
Neuroscientists. Cold Spring Harb Perspect Med. 2015; 5: a022426.
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sti¢ki izazov. Postoji vise oblika PME s
razli¢itom genskom podlogom. Mutacije
koje dovode do gubitka funkcije EPM1
(CSTB) gena uzrokuju Unverricht-Lund-
borgovu bolest (8). U priblizno 90%
oboljelih mutacija je na 21. kromosomu
(21g22.3) u obliku nestabilnog dodeka-
mernog ponavljanja, 175 bp uzvodno od
inicijacijskog translacijskog kodona u
promotorskoj regiji gena EPM1 (CSTB)
(8). Poznato je osam razli¢itih mutaci-
ja u EPMI1 (CSTB) genu (9). U skupinu
PME spada i bolest Laforinih tjelesaca.
Radi se o bolesti nakupljanja u kojoj se
normalni glikogen pretvara u poliglikan
koji se nakuplja u obliku Laforinih tjele-
Saca pretezno u neuronima hipokampu-
sa, malog mozga i frontalnog korteksa,
no mogu se naci u stanicama gotovo svih
tkiva (10). Identificirane su mutacije u
dva gena koja ¢ine funkcionalnu cjelinu,
EPM2A koji kodira glikogen fosfatazu
(laforin) te EPM2B koji kodira ubikvitin
E3 ligazu (malin) (11). Poremecaj stvara-
nja proteina laforina smanjuje defosfori-
laciju glikogena dovodeci do hiperfosfo-
rilacije koja sprjecava normalnu forma-
ciju glikogena te ubrzava stani¢nu smrt
neurona (12).

Glavni znakovi bolesti su rano ko-
gnitivno propadanje, vizualni ispadi
te usporavanje osnovne djelatnosti na
EEGu. Jo§ jedna bolest nakupljanja iz
skupine PME je neuronalna ceroidna li-
pofuscinoza (NCL) karakterizirana slje-
poc¢om, miokloni¢nim napadajima, pro-
gresivnim motorickim poremecajima te
demencijom. Tri glavna oblika obuhva-
¢aju infantilni, kasno infantilni i juvenil-
ni oblik bolesti koje uzrokuju mutacije
u CLNI1 (11pl5), CLN2 (13q22) i CLN3
(16p12) genu. Bolest je karakterizirana
skladistenjem autofluorescentnog mate-
rijala unutar neuronskih lizosomima §to
je prac¢eno stani¢nom smrti neurona i ce-
rebralne i/ili cerebelarna kortikalne atro-
fije (13). S nastankom PME povezane su i
mutacije mitohondrijske DNA (mtDNA)
koje uzrokuju MERRF (eng. myoclonic
epilepsy with ragged red fibers, mioklo-
na epilepsija s "iskidanim crvenim mi-
Siénim vlaknima"). U preko 80% obo-
ljelih, MERRF je uzrokovan zamjenom
gvanina adenozinom na nukleotidu-8344
(G8344A) u genu za tirozin tRNA na
mitohondrijskoj DNA, a za sigurnu po-
tvrdu analizira se mtDNA iz mi$i¢nih
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stanica i leukocita. Unutar PME vazno
je jos spomenuti 1 dentato-rubro-palido-
Luysiana atrofiju (engl. dentatorubral-
pallidoluysian atrophy - DRPLA). Radi
se o rijetkom autosomno recesivnom
poremecaju uzrokovanom ekspanzijom
trinukleotidnih CAG ponavljanja u genu
ATNI koji se nalazi na lokusu 12pl3, a
kodira za protein atrophin-1. Uslijed di-
namicke nestabilnost u broju CAG po-
navljanja, potomci ¢esto imaju veci broj
ponavljanja te tezu klini¢ku sliku i raniji
pocetak bolesti, §to upuéuje na mehani-
zam genetske anticipacije (14).

Juvenilna mioklona
epilepsija

Juvenilna mioklona epilepsija (JME)
javlja se u adolescentskoj dobi. Karakte-
rizirana je kratkim mioklonim trzajevi-
ma nakon budenja, a mogu se javljati i
generalizirani napadaji kao i apsans.
Napadaji mogu biti potaknuti deprivaci-
jom sna. Pacijenti obi¢no nemaju druge
neuroloske poteskoce. Dijagnoza se po-
stavlja na temelju klinicke slike. U pato-
fiziologiji bolesti nerijetko lezi genetski
poremecaj. Posljednjih godina identifi-
ciran je veci broj gena Cije se varijante
genotipa povezuju s predispozicijom za
razvoj ove bolesti. Medu tim genima
vazne su mutacije u Cetiri gena koji ko-
diraju podjedinice GABA (y - aminoma-
slac¢na kiselina) receptora (15). Do sada
su varijante genotipa koje se povezuju
s epilepsijom otkrivene u genima GA-
BRA1, GABRG2, GABRB3 i GABRD
koji kodiraju al, y2, B3 i & podjedini-
ce (15). Pokazano je da je vazan uzrok
obiteljske epilepsije i CACNB4 gen koji
kodira za B podjedinice kalcijevih ka-
nala. Postoje najmanje dvije mutacije
B4 podjedinica koje se povezuju s JME,
a to su C104F i R482X (16). Geneticka
istrazivanja pokazala su povezanost bo-
lesti i s mutacijom u genu EFHCI koja je
odgovorna za 3 do 9% svih slucajeva u
svijetu (17). Gen EFHCI kodira proteine
koji nisu ionski kanali, a njegova funkci-
ja nije u potpunosti razjasnjena. Daljnja
istrazivanja su pokazala da su varijante
genotipa ovog gena prisutne i u zdravih
pojedinaca. Zanimljiva je mogucnost da
su pojedine EFHC1 mutacije patogene
samo ako se nalaze u specificnom gen-
skom profilu (18).

Epilepticne encefalopatije

Infantilne epilepticne encefalopatije,
kao $to su Dravetov sindrom, Ohtahara
sindrom, Westov sindrom, Lennox-Ga-
stautov sindrom, mioklonic¢ka-atonic¢ka
epilepsija i Landau-Kleffner sindrom
najtezi su oblici epilepsija s najnepovolj-
nijom prognozom. lako se za ove bolesti
smatra da imaju kompleksan tip naslje-
divanja, najnoviji podaci ukazuju na to
da su mnogi sporadi¢ni rijetki epilep-
ticki poremecaji rezultat mutacija u jed-
nom genu. To je vidljivo kod primjerice
Dravetovog sindroma, CDKL5/STK9
epilepticke encefalopatije nalik Retto-
vu sindromu, ARX vezane epilepsije te
STXBP1 vezanih West i Ohtahara sin-
droma. Dravetov sindrom se primjerice
uglavnom povezuje s de novo mutacijom
gena SCNIA koji kodira al podjedinicu
voltaznog natrijeva kanala, §to objasnja-
va ¢injenicu da su vecina oboljelih izoli-
rani slucajevi (19).

Westov sindrom (WS) je rijedak epi-
lepti¢ni sindrom, a ¢ini ga trijada simp-
toma koji ukljucuju infantilni spazam,
patognomonicnu hipsaritmiju i zaostatak
u razvoju. Incidencija je oko 1:3500 zi-
vorodene djece (20). Unato¢ napretku di-
jagnostickih metoda i metoda lijeCenja i
dalje se radi o ozbiljnoj bolesti nepovolj-
ne prognoze. Etiologija bolesti je krajnje
heterogena. Obic¢no je bolest posljedica
stecenih dogadaja, kao §to su hipokse-
mije ili intrakranijalno krvarenje, no
u pozadini mogu biti i odredeni genski
faktori. Najces¢i genetski uzroci WS su
mutacije u genima TSC1 (oko 9% WS
pacijenata), CDKLS, ARX i STXBPI,
kao 1 razli¢iti kromosomski poremecaji
poput Pallister-Killian sindroma (tetra-
somija 12p) i 1p36 delecija (20).

Lennox-Gastautov sindrom (LGS)
je epilepti¢ni sindrom s teskom klinic¢-
kom slikom koji se javlja u djecjoj dobi.
se simptomi preklapaju s drugim epi-
lepsijama dje¢je dobi rezistentnim na
terapiju. Karakterizirana je razli¢itim
vrstama napadaja. Uz tonicke napada-
je mogu se javljati i atonicki napadaji,
atipi¢ni apsansi, fokalni mioklonizmi te
tonicko-klonic¢ki napadaji (21). Procje-
njuje se da je incidencija LGS izmedu 1
i 10% od svih epilepsija koje nastupaju
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u djetinjstvu. Vrlo je refraktorna na te-
rapiju i prognoza je losa. Nastupa u ra-
nom djetinjstvu do osme godine, obi¢no
izmedu trece i pete godine (22). To¢no
i pravodobno postavljanje dijagnoze je
kljuéno za prognozu bolesti, no upravo
zbog raznolikih simptoma, netipi¢nog
EEG nalaza i nepotpuno razjasnjene eti-
ologije to nije uvijek jednostavno (23).
Strukturalne promjene na MR vidljive su
u 10-30% oboljelih. Bolest se povezujeis
fokalnom kortikalnom displazijom, peri-
natalnom anoksijom, ishemijskim moz-
danim udarom te encefalopatijama (24).
Takoder je otkriven i cijeli spektar de
novo mutacija koje bi mogle biti prisutne
u podlozi ove bolesti od kojih je vazno
spomenuti mutaciju u genu CHD2 (25).
CHD2 (chromodomain helicase DNA-
binding protein 2) je ATPaza koja pripa-
da SNF2-sli¢noj obitelji helikaza. Osim
s Lennox-Gastaut sindromom mutacija
ovog gena se povezuje s miokloni¢no-
atoni¢nom epilepsijom, Dravet i Jeavons
sindromima te drugim epilepti¢nim en-
cefalopatijama i intelektualnim potesko-
¢ama (26).

Genomski pristup u dijagnostici
epilepsija

Razvojem genomike ubrzalo se
shvacanje genske podloge mnogih bole-
sti pa tako i epilepsije. Genomika je gra-
na molekularne biologije koja proucava
ukupnu gensku informaciju odredenog
organizma. Genomska era zapocela je
zavrSetkom Projekta ljudskog genoma
2001. godine kada je uspjeSno sekven-
cirana cjelokupna ljudska DNA. Iako
egzoni ¢ine samo manji dio genoma, te
se prije smatralo da nekodirajuci ostatak
¢ini tzv. junk DNA, noviji radovi proi-
zasli iz projekta ENCODE (Encyclope-
dia of DNA Elements) pokazuju da je
ipak oko 80% ljudskog genoma funkci-
onalno (27, 28).

Funkcionalna genomika pokusava
iskoristiti veliku koli¢inu podataka dobi-
venih sekvenciranjem genoma te opisati
gene, njihove funkcije i interakcije. Po-
seban fokus funkcionalne genomike su
dinamicki aspekti genoma, poput tran-
skripcije gena, translacije 1 interakcije
izmedu bjelancevina. Kljuéna prednost
funkcionalne genomike je simultana

analiza gena za razliku od tradicional-
nog pristupa "gen po gen". Genomi ra-
zli¢itih osoba sastoje se od milijuna ra-
znovrsnih dijelova sekvenci, od kojih ve-
¢ina podrazumijeva normalne varijacije
fenotipa. Opéenito, svaka varijacija koja
je u opéoj populaciji ¢es¢a od 1% naziva
se ucestalom varijantom genotipa (27).
Ipak, vjeruje se da su upravo rijetke vari-
jante genotipa, koje se nalaze u manjem
segmentu populacije, odgovorne za naj-
veéi dio genskog rizika za razvoj bolesti
u pojedinih bolesnika.

S razvojem tehnologije izrazito se
skratilo vrijeme potrebno za sekvenci-
ranje cijelog genoma jedne osobe. Ge-
nomski pristup otvara nove horizonte
za razumijevanje bolesti, Sto dovodi do
razvoja novih dijagnostickih alata. Valja
naglasiti da je rutinska upotreba takvih
novih alata u klinickoj praksi jo§ uvijek
u zacecima. Genomski testovi imaju po-
tencijal postati standardni alat za redovi-
tu dijagnostiku, gdje bi se mogli koristiti
u svrhu pracenja nastanka bolesti i njezi-
nog napredovanja, a takoder bi bili kori-
sni u primjeni individualizirane terapije
u pacijenata, te bi u konacnici poboljsali
ishod lijecenja (27, 28).

Precizna klinicka dijagnostika spe-
cificnih oblika epilepsija kod djece pred-
stavlja veliki izazov, s obzirom na gen-
sku heterogenost, fenotipske sli¢nosti i
preklapanje simptoma s drugim vrstama
epilepsije 1 neurodegenerativnih bolesti.
Unato¢ napretku molekularne medicine
jos uvijek kod velikog broja oboljelih ne
postoji jasna klini¢ka slika niti biomar-
keri koji bi olaksali brzu i preciznu dija-
gnozu. Posljedica navedenog jest Cinje-
nica da znacajan broj oboljelih ostaje bez
molekularne potvrde dijagnoze.

Sekvenciranje sljedece
generacije

Posljednjih trideset godina Sange-
rova se metoda smatrala "zlatnim stan-
dardom" za DNA sekvenciranje. Ta teh-
nologija koristena je u sklopu projekta
sekvenciranja humanog genoma, za §to
je bilo potrebno 13 godina i 2,7 milijar-
de dolara. Komercijalno lansiranje prvih
platformi za masivno paralelno sekven-
ciranje 2006. godine oznacilo je novu
eru visoko-propusne analize genoma,

pod nazivom sekvenciranje sljedeée ge-
neracije (next-generation sequencing,
NGS). Iako se danas dostupne platforme
razlikuju po tehnickoj izvedbi i kemiji
sekvenciranja, zajednicko im je masiv-
no paralelno sekvenciranje na velikom
broju prostorno odvojenih amplificiranih
DNA kalupa ili pojedinaénih DNA mole-
kula u protoénoj komori (engl. flow cell).
Sekvenciranje se provodi ponavljanjem
ciklusa ekstenzije nukleotida djelova-
njem enzima polimeraze ili uzastopnim
ciklusima ligacije oligonukleotida.

Sekvenciranje sljede¢e generacije u
osnovi je slicno tehnologiji kapilarnog
sekvenciranja - nukleotidi koji sacinja-
vaju mali fragment DNA se identificiraju
pomocu signala koji se emitiraju kako se
svaki fragment resintetizira na osnovu
lanca DNA koji sluzi kao predlozak. Ra-
zlika je u tome Sto se u tehnologiji NGS
takav proces odvija u milijunima para-
lelnih reakcija, umjesto da je ograni¢en
na jedan ili nekoliko fragmenata DNA.
Tako se genomska DNA fragmentira te
se na osnovu nje pripreme knjiznice koje
mogu biti uniformno i precizno sekven-
cirane u milijunima paralelnih reakcija.
Ocitane sekvence (engl. reads) se zatim
sastavljaju pomocu poznate referentne
sekvence genoma (re-sekvenciranje) ili
bez nje (de novo sekvenciranje). Kori-
Stenje opisane tehnologije omogucava
brzo ocitanje Citavih genoma, te je danas
pomocu jedne analize na najnapredni-
jim sustavima mogudée ocitati podatke
u koli¢ini od jedne terabaze (10'? parova
baza). Tehnologija NGS moze se osim
toga koristiti ne samo za sekvenciranje
genomske DNA, nego i za sekvenciranje
transkriptoma, malih RNA ili eksprimi-
ranog dijela genoma (egzoma).

Prva tzv. "short-read" komercijal-
no dostupna platforma Solexa Genome
Analyzer u upotrebu je usla 2006. godine
(29). Koristila je proto¢nu komoru koja
se sastoji od opticki transparentnog slaj-
da sa osam zasebnih linija na povrsini,
na koje su vezani oligonukleotidi. Kalupi
DNA su fragmentirani na duzinu neko-
liko stotina parova baza i krajevi su im
popravljeni kako bi se napravio 5” fosfo-
rilirani tupi kraj. DNA kalupi se amplifi-
ciraju u tzv. "bridge" amplifikaciji, gdje
DNA lanci nadsvoduju susjedni vezani
nukleotid i vezu se na njega. Kroz vise-

75



A. Blazekovi¢ i sur. Dijagnostika epilepsija upotrebom sekvenciranja... Paediatr Croat. 2016; 60 (Supl 1): 72-78

struki broj ciklusa nastaju tzv. klasteri, tj.
nakupine amplificiranih DNA molekula,
od kojeg svaki sadrzi oko 1000 moleku-
la klonova. Za sekvenciranje se klasteri
denaturiraju, te kemijskim reakcijama i
ispiranjima ostaje samo "forward" lanac.
Sekvenciranje zapoc€inje hibridizacijom
pocetnice komplementarne sekvenci
adaptora, uz dodavanje polimeraze i Ce-
tiri razli¢ito fluorescentno obojena nu-
kleotida. Danas najées$ée koristena plat-
forma za panel sekvenciranje je MiSeq
americke kompanije Illumina (30).

Napretkom genomike i razvojem
genomskih tehnologija koje postaju sve
pristupacnije i prisutnije u laboratorijima
diljem svijeta, ipak je u¢injen napredak u
odnosu na prijasnje dijagnosticke pristu-
pe (31, 32). Tako se danas u dijagnostici
mnogih oboljenja, pa tako i epilepsija u
djece najcesce koristi molekularna dija-
gnostika koja obuhvaca upotrebu tzv. pa-
nela koriStenjem sekvenciranja sljedece
generacije. Paneli obuhvacaju specifi¢ne
gene za koje je dokazano da uzrokuju bo-
lesti ili predstavljaju visokorizi¢ne gene.
Na takav nacin dobiva se puno detaljnija
slika, nego kada se koristi de novo se-
kvenciranje, odnosno sekvenciranje cije-
log genoma, koje se jo$ uvijek pretezno
koristi u svrhe rasvjetljavanja mehaniza-
ma bolesti. Kao pocetni materijal koristi
se genomska DNA izolirana iz krvi pa-
cijenta, $to je prednost s obzirom da je
krv lako dostupan materijal za analizu.
Navedena metoda omogucava potvrdu
klinicke dijagnoze, ali takoder moze po-
mo¢i u odabiru lijeenja ovisno o gen-
skoj podlozi. Osim toga, rezultat ovakve
dijagnostike pruza moguénost testiranja
bliskih srodnika u svrhu otkrivanja nosi-
telja specificnih mutacija.

NGS paneli danas se nasiroko kori-
ste u klinickoj praksi u svrhu pronalaska
genetskih uzroka epilepsije te su unijeli
znacajnu promjenu u dijagnosticki pri-
stup kod pacijenata Cija je epilepsija re-
fraktorna na terapiju (33). Rezultati ana-
liza pomoc¢u navedenih panela pomazu
klini¢arima u dijagnostici epilepsija, ali
takoder i1 u prognozi tijeka bolesti te vo-
denju lijecenja, kao i u provodenju gene-
tickog savjetovanja s obiteljima. Studija
iz 2014. godine prikazala je dijagnostic-
ki ucinak klinickog panela koriStenjem
sekvenciranja sljedece generacije kod
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djece oboljele od epilepsije. Usporedba
je obuhvacala panel gena za epilepsiju
(53 gena), sekvenciranje egzoma (vise
od 22000 gena) i Sangerovo sekvencira-
nje za 3 gena. Na temelju dijagnosti¢kog
ucinka, vremena potrebnog za postupak,
te ukupnog troska, pokazano je da panel
sekvenciranje ima superiornu dijagno-
sticku vrijednost u odnosu na preostale
dvije metode. Takoder je pokazano da
je dijagnosticka ucinkovitost panela za
epilepsiju 21% (34). Paneli za epilepsiju
variraju u broju gena ukljuéenih u panel,
tako da pojedini paneli takoder ukljucuju
gene za koje trenutno nije pokazana po-
vezanost s epilepsijom (do 4% sadrzaja
panela). Osim toga, paneli za epilepsiju
Cesto ukljucuju i gene povezane s neuro-
loskim sindromima, multisitemskim ge-
netskim sindromima, te prirodenih pore-
mecaja glikozilacije. Od velike vaznosti
kod upotrebe panela za dijagnostiku
epilepsija svakako je savjetovanje koje
¢e obuhvatiti sva klju¢na pitanja poput
limita ovakvog testiranja, mogucih re-
zultata, te implikacije panel sekvencira-
nja za pacijenta, a samim time i ¢lanove
obitelj (35).

Perspektiva

Najnoviji uspjesi u molekularnom
razumijevanju epilepsija u djece imaju
vazne implikacije. Boljim shvacanjem
molekularnih aberacija olakSava se po-
stavljanje dijagnoze. Nova saznanja mo-
gla bi biti osnova za razvoj racionalnih
metoda za prevenciju i lijecenje tih tes-
kih 1 Cesto progresivnih bolesti. Osim
toga, ocekuje se da Ce rasvjetljavanje
mehanizama nastanka ovih bolesti pru-
ziti uvid 1 u molekularne mehanizme
koji su ukljueni u normalnu funkciju
srediSnjeg ziv€anog sustava. Sekvenci-
ranje sljedece generacije, osim neupitne
dijagnostic¢ke vrijednosti, kao posljedicu
takoder ima pronalazak novih ciljanih
molekula za lijeCenje koje se temelji na
genetskom uzroku bolesti. Ovakav pri-
stup naziva se precizna medicina, a s
obzirom na kompleksnu gensku podlogu
epilepsija u djece, svakako predstavlja
veliki izazov (36). Tako mutacije u razli-
¢itim genima mogu uzrokovati sindro-
me koje je teSko klini¢ki razlikovati, a
drugu krajnost predstavljaju mutacije u
samo jednom genu poput SCNIA koje

mogu uzrokovati cijeli niz fenotipova.
Unato¢ tome novije studije pruzaju uvid
u vaznost precizne medicine u tretma-
nima epilepsije kod djece. Tako je pri-
mjerice sekvenciranje egzoma pokazalo
mutaciju u genu KCNT1 (c.1283G > A;
p.Argd428Gln) kod djeteta sa migriraju-
¢im parcijalnim napadajima. Funkcio-
nalne studije u oocitama vrste Xenopus
pokazale su da mutirani protein uzrokuje
prekomjernu aktivnost kalijevih kanala
te da se na takav ucinak djelomi¢no moze
utjecati kvinidinom (37). Kvinidin je an-
tiaritmik koji je djelomicni antagonist
kalijevog kanala kodiran genom KCNT1
(38). Oralnom upotrebom kvinidina kod
oboljelog djeteta smanjili su se napadaji,
te poboljsale psihomotorne vjestine.
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Summary
DIAGNOSIS OF EPILEPSIES USING NEXT-GENERATION SEQUENCING

A. Blazekovié, K. Gotovac, F. Borovecki

Epilepsy is a group of common non-infectious neurological disorders and an important cause of disability and mortality. The
etiology of epilepsies has not been fully elucidated. Rapid progress of genetic diagnostic methods and application of genomic tech-
nologies has revealed the genetic basis of many developmental and neurological diseases that were traditionally characterized as
idiopathic. Epilepsies are predominantly caused by mutations in genes coding for ion channels leading to uncontrolled discharges
of action potentials. Particularly significant progress was enabled by genomic research in syndromes presenting with extremely
severe clinical features and progressive neurodegeneration. The precise differential diagnosis of specific forms of epilepsies in
children is challenging due to their genetic heterogeneity, phenotypic similarities and overlapping symptoms with other forms of
epilepsy and neurodegenerative diseases. Most commonly used molecular diagnostic method applied in the diagnosis of complex
diseases, including epilepsy in children, is next-generation panel sequencing. Panels include specific genes that have been shown
to cause disease or high-risk genes. The aforementioned method enables confirmation of clinical diagnosis, but can also help in
choosing the treatment based on the genetic background. In addition, the results of this diagnostic procedure provide an opportunity
to test close relatives in order to detect carrier-specific mutations. Next-generation sequencing, besides unquestionable diagnostic
value, also contributes to discovery of new target molecules for the treatment based on the genetic cause of disease. Although such
approach called precision medicine offers significant new opportunities, its application in children with epilepsy presents major
challenge given the complex genetic background.
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